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RESUMO

A citologia vaginal ¢ uma ferramenta amplamente utilizada na avalia¢do reprodutiva de éguas,
sendo sua confiabilidade diretamente dependente da qualidade das amostras coletadas e
processadas. No entanto, na pratica clinica, nem sempre € possivel realizar o preparo imediato
das laminas, tornando o armazenamento uma etapa critica. Dessa forma, o presente estudo teve
como objetivo avaliar a influéncia do tempo de armazenamento sob refrigeracdo na integridade
celular, capacidade de interpretacao e qualidade da fixacao e coloragdo de amostras citologicas
vaginais de éguas. Foram analisadas amostras submetidas a diferentes tempos de
armazenamento (0, 6, 12, 24 ¢ 48 horas), por meio de escores padronizados. Os resultados
demonstraram redugdo progressiva da integridade celular e da capacidade interpretativa com o
aumento do tempo de armazenamento, sendo mais acentuada ap6s 24 horas. Observou-se que
a refrigeracdo retardou, mas ndo impediu a degradacdo celular, evidenciada por alteragdes
citoplasmaticas, nucleares e redugdo da celularidade. A qualidade de fixagdo e coloragao
apresentou menor variacao, indicando que a principal limitagdo esta relacionada a degradagao
estrutural das células. Conclui-se que o processamento imediato das amostras ¢ 0 método mais
eficaz para garantir a qualidade citologica. Embora o armazenamento sob refrigeracdo seja
viavel a curto prazo, periodos prolongados comprometem a confiabilidade diagnostica. Os
resultados contribuem para a padronizagdo de técnicas citoloégicas em reprodugdo equina e
evidenciam a necessidade de cuidados no manejo das amostras.

Palavras-chaves: reproducdo equina, amostras citologicas, equinos.
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ABSTRACT

Vaginal cytology is widely used in the reproductive evaluation of mares, and its reliability is
directly dependent on the quality of sample collection and processing. However, in clinical
practice, immediate slide preparation is not always feasible, making sample storage a critical
factor. Therefore, this study aimed to evaluate the influence of storage time under refrigeration
on cellular integrity, interpretative capacity, and staining quality of vaginal cytology samples
from mares. Samples were analyzed at different storage times (0, 6, 12, 24, and 48 hours) using
standardized scoring methods. The results showed a progressive decline in cellular integrity
and interpretative capacity as storage time increased, with more pronounced effects after 24
hours. Refrigeration was effective in delaying, but not preventing, cellular degradation, which
was characterized by cytoplasmic and nuclear alterations and reduced cellularity. Staining
quality showed less variation, indicating that the main limitation was related to structural
cellular degradation rather than staining technique. It is concluded that immediate processing
of samples is the most effective method to ensure cytological quality. Although refrigerated
storage may be acceptable for short periods, prolonged storage reduces diagnostic reliability.
These findings contribute to the standardization of cytological techniques in equine
reproduction and highlight the importance of proper sample handling.

Keywords: equipe reproduction; cytological sampes; equine.
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INTRODUCAO

A equinocultura representa um setor de grande relevancia dentro do agronegocio
brasileiro, apresentando impacto expressivo na economia nacional e contribuindo de forma
significativa para a geragdo de emprego e renda. O Brasil possui um dos maiores rebanhos de
equinos do mundo, totalizando cerca de 5,7 milhdes de animais distribuidos em todo territorio
nacional, evidenciando a amplitude dessa atividade produtiva (IBGE, 2024). Além disso,
estima-se que o complexo do cavalo movimente mais de R$ 30 bilhdes anualmente,
demonstrando sua for¢a econdmica e contribui¢do indireta para o Produto Interno Bruto (PIB)
brasileiro (Lima, 2023).

A cadeia produtiva da equinocultura ¢ altamente diversificada, englobando atividades
como criacdo, reproducdo, comercializagdo de animais, esportes equestres, turismo rural,
eventos, industria de insumos, além de servicos técnicos especializados. Esse setor também
possui expressiva relevancia social, sendo responsavel pela geragao de cerca de trés milhdes de
empregos diretos e indiretos no pais, abrangendo desde trabalhadores rurais até profissionais
altamente qualificados, como médicos-veterinarios e especialistas em reprodugdo animal
(Agrolink, 2023; Fazenda Quiron, 2025).

Nesse contexto, a reprodugdo equina assume papel estratégico, uma vez que sustenta a
continuidade e melhoramento da genética e eficiéncia produtiva dos criatorios. A adogdo de
biotecnologias reprodutivas, associada a métodos diagnosticos precisos, contribui diretamente
para o incremento da qualidade dos plantéis e para a valorizagdo econdmica dos animais,
impactando toda a cadeia produtiva.

A reprodugdo equina apresenta elevada complexidade fisioldgica e dependéncia de uma
interacdo precisa entre fatores anatomicos, hormonais e ambientais, sendo fundamental para a
eficiéncia produtiva e econdmica da equinocultura (Samper, 2009; McKinnon et al., 2011).
Nesse contexto, a avaliacdo do sistema reprodutor das éguas constitui etapa essencial na
medicina veterinaria, possibilitando a identificacdo de alteragdes capazes de comprometer a
fertilidade e o desempenho reprodutivo dos animais (Ginther, 1992; Troedsson, 2011).

Dentre os métodos diagnosticos disponiveis, a citologia vaginal destaca-se como uma
ferramenta pratica, de baixo custo e minimamente invasiva, amplamente empregada na rotina
clinica para avaliacdo do estado reprodutivo das éguas (McKinnon et al., 2011). Essa técnica
baseia-se na analise das células descamadas do epitélio vaginal, o qual € constituido por epitélio
pavimentoso estratificado altamente responsivo as variagcdes hormonais do ciclo estral (Hafez;

Hafez, 2004; Junqueira; Carneiro, 2017). Sob influéncia de hormonios ovarianos,



particularmente estrogénio e progesterona, ocorrem alteracdes dindmicas na morfologia,
maturagdo e propor¢do das células epiteliais, que sdo observados diretamente nos achados
citologicos (Samper, 2009; Sharma; Sharma, 2016.)

Além da influéncia hormonal, fatores ambientais, como fotoperiodo e a sazonalidade,
exercem papel determinante na atividade reprodutiva da espécie equina, especialmente devido
a caracteristica fisiologica de ser poliéstrica estacional das éguas, o que impacta diretamente o
padrao citologico observado (Ginther, 1992; Andreta et al., 2022). Dessa forma, a citologia
vaginal ndo apenas reflete o status hormonal imediato, mas também as condigdes fisiologicas e
ambientais que modulam o eixo reprodutivo.

Outro aspecto relevante refere-se a aplicabilidade como ferramenta complementar no
diagnostico de afeccdes reprodutivas, incluindo processos inflamatdrios e infecciosos, como
vaginites e endometrites. A presenca de células inflamatdrias, especialmente neutrofilos, nos
esfregacos citoldgicos constitui importante indicativo para a tomada de decisao clinica (Ahmadi
et al., 2006; LeBlanc, 2010). Entretanto, a confiabilidade diagnoéstica da citologia vaginal ¢
influenciada diretamente pela qualidade da amostra, sendo a preservagdo da integridade celular
um fator determinante para interpretagdo adequada (Blanchard et al., 2010; Dascanio; McCue,
2014). Em condig¢des ideais, o processamento da amostra deve ocorrer imediatamente apds a
coleta, com fixacdo e coloracdo adequadas. Contudo, na pratica a campo, essa condi¢gdo nem
sempre ¢ viavel, sendo frequentemente necessario o armazenamento temporario das amostras
sob refrigeracdo (McKinnon et al., 2011).

O armazenamento inadequado pode resultar em degradacdo celular progressiva,
alteragdes morfologicas, perda da definicao nuclear e citoplasmatica e proliferacao bacteriana,
comprometendo significativamente a qualidade e capacidade interpretativa (Dascanio; McCue,
2014). Dessa forma, o tempo e as condi¢cdes de armazenamento tornam-se fatores criticos para
a manutencao da viabilidade celular e confiabilidade dos resultados citologicos.

Diante dessas limitagdes praticas, torna-se essencial compreender o impacto do
armazenamento sobre as caracteristicas citologicas das amostras. Assim, o presente estudo teve
como objetivo avaliar a integridade celular de amostras citologicas da parede vaginal de éguas
submetidas a diferentes tempos de armazenamento sob refrigeracdo, buscando identificar o
limite temporal em que as alteracdes celulares passam a comprometer a interpretagdao

diagnostica e a qualidade do exame citoldgico.



1. REVISAO DE LITERATURA

1.1 Anatomia do sistema reprodutor da fémea equina

As estruturas anatémicas que compde o sistema reprodutor da fémea equina sdo ovarios,
tubas uterinas, utero, cérvix, vagina, vestibulo vaginal e vulva. Os 6rgaos reprodutivos mais
internos sdo sustentados pelo ligamento largo que consiste em mesovario, mesossalpinge e
mesométrio responsaveis por sustentar principalmente utero, ovidutos e ovarios em sua posi¢ao
anatomica correta (Hafez; Hafez, 2004). Esses orgdos sdo responsaveis por produzir,
transportar e armazenar gametas e em homeostasia estdo relacionados com a funcionalidade do

trato reprodutor (Konig e Liebich, 2016).

1.1.1 Ovarios

Os ovarios das éguas constituem os principais 6rgaos reprodutivos internos responsaveis
tanto pela gametogénese quanto pela esteroidogénese, exercendo simultaneamente fungdes
endocrinas e nao endocrinas (Brito; Novaes, 2022). Situam-se na cavidade abdominal,
apresentando posi¢do varidvel, porém normalmente localizados ventralmente a 4* e 5* vértebra
lombar, sendo o ovario direito geralmente mais cranial e dorsal que o esquerdo (Bettencourt et
al., 2018).

Em éguas adultas, os ovarios apresentam tamanhos que variam conforme a estacdo
reprodutiva, medindo aproximadamente 2 a 4 cm durante o anestro, podendo atingir 6 a 8 cm
na fase reprodutiva (Bettencourt ef al., 2018). A morfologia ovariana na espécie equina ¢
bastante peculiar quando comparada a outros mamiferos domésticos. Possuem superficie
convexa aderida ao mesovdrio, estrutura responsavel pela sustentacdo, vascularizagdo e
inervagao do 6rgao e uma superficie concava livre, onde se localiza a fossa de ovulagdo, regido
exclusiva da égua em que ocorre a ruptura folicular (Brito; Novaes, 2022).

A fossa de ovulagdo ¢ considerada um marco anatomico singular. Na égua apenas nessa
regido ocorre a liberacdo do odcito, diferentemente das outras espécies. Essa caracteristica ¢
resultante da inversdo das zonas corticais e medulares, enquanto nas demais espécies a cortical,
com foliculos e corpo luteo, localiza-se externamente, na égua fica na porcao interna, sendo
circundada por uma camada mais espessa e vascularizada de tecido conectivo correspondente
a medular (Hafez; Hafez, 2004; Konig; Liebich, 2016). Assim, a comunicacdo entre o cortex e

a superficie ovariana ocorre pela fossa de ovulagao.



Segundo Silva (2020), a égua pode apresentar 40 a 80 foliculos em maturagdo, sendo
que os foliculos pré-ovulatorios atingem 40 a 60 mm de diametro, enquanto o corpo luteo pode
variar entre 10 e 25 mm. A presenga de uma tinica albuginea recobre todo o ovario, exceto na
regido da fossa de ovulagdo, reforcando ainda mais a fungdo seletiva dessa estrutura
(Bettencourt et al., 2022).

Do ponto de vista embriologico, os ovarios originam-se do primordio gonadal situado
na parede medial do mesonefro, recebendo células germinativas primordiais oriundas do saco
vitelino, que migram para a futura gonada, onde formardo oogonias e, posteriormente, 00citos
(Konig; Liebich, 2016). Durante o desenvolvimento fetal ocorre intensa proliferacdo das
oogdnias por mitose, seguida pela meiose, estagio interrompido ainda na proéfase I, restando
apenas algumas centenas de odcitos funcionais ao longo da vida reprodutiva (Hafez; Hafez,
2004).

Nos mamiferos domésticos, incluindo a espécie equina, o ovario situa-se em uma bolsa
ovarica aberta, formada por uma invaginacdo do peritdnio, constituida por uma prega do
mesossalpinge, que se dispde como uma alc¢a suspensa na por¢ao superior do oviduto (Hafez;
Hafez, 2004). Nas éguas essa bolsa ¢ estreita, semelhante a uma fenda, envolvendo
exclusivamente a fossa de ovulagdo, regido pela qual o odcito é liberado e imediatamente

captado pelo infundibulo (Hafez; Hafez, 2004).

2.1.2 Tubas uterinas

As tubas uterinas, anteriormente conhecido como ovidutos ou trompas de Falopio na
medicina humana, constituem duas estruturas do trato reprodutivo feminino responsaveis pela
captacdo do odcito, transporte dos gametas, local da fecundagdo e manutengdo inicial do
embrido até sua chegada ao utero (Hafez; Hafez, 2004). Em éguas, essas fungdes sdo
particularmente influenciadas pela anatomia singular do ovério e pela presenca da fossa de
ovulacdo, o que estabelece uma intima relagdo anatomica e funcional entre ovario e oviduto
(Konig; Liebich, 2016).

Em éguas, as tubas uterinas sdao tubos longos e tortuosos, medindo aproximadamente 20
a 30 cm de comprimento, sendo suspensos pela mesossalpinge e conectando a cavidade
peritoneal a cavidade uterina (Konig; Liebich, 2016; Bettencourt et al., 2018). Cada tuba
divide-se em segmentos anatdmicos e funcionais bem definidos: o infundibulo que ¢ uma

por¢ao terminal em forma de funil, localizada proxima ao ovario, responsavel pela captagao do



ovocito no momento da ovulagdo, as fimbrias que sdo projecdes digitiformes localizadas nas
margens do infundibulo, livres em quase toda sua extensdo, exceto por um ponto de fixacdo no
polo superior do ovario, garantindo a aproximacao durante a ovulagdo, a ampola um segmento
mais dilatado e distal, correspondente a cerca de metade do comprimento total da tuba uterina,
sendo o local fisioldgico da fecundagdo e das fases iniciais do desenvolvimento embriondrio e
0 istmo, uma por¢ao proximal, mais curta e estreita, responsavel pelo transporte do embrido até
o corno uterino (Hafez; Hafez, 2004; Bettencourt et al., 2018).

Em mamiferos, incluindo a égua, o istmo da tuba uterina atua como um reservatorio
funcional de espermatozoides, no qual estas células se ligam ao epitélio ciliado e secretor,
permanecendo viaveis por periodos prolongados até o momento da ovulagdo. Essa interacao ¢
considerada mais complexa na espécie equina do que em espécies como bovinos e suinos,
envolvendo mecanismos ainda parcialmente desconhecidos (Leemans et al., 2016)

Durante a fase periovulatoria, modificagdes hormonais e sinais provenientes do
complexo cumulus—ovocito promovem a liberagdo seletiva dos espermatozoides do
reservatorio, permitindo que apenas uma populacdo reduzida atinja a ampola, onde ocorre a
fertilizacao.

Nos equinos, a jung¢do utero-tubdrica ocorre de forma abrupta, diferentemente do
observado em ruminantes e suinos, nos quais essa transi¢ao ¢ gradual. A tuba uterina se abre
no utero atraveés do ostio uterino, localizado sobre uma papila tubdrica, estrutura que atua como
barreira contra infecgdes ascendentes (Konig; Liebich, 2016; Bettencourt ef al., 2018).

A mucosa da tuba uterina apresenta complexa organizacdo, composta por pregas
primarias, secunddrias e tercidrias, especialmente desenvolvidas na ampola, onde praticamente
preenchem o limen, deixando apenas um espaco potencial para a passagem do complexo
ovocito—ctimulus (Hafez; Hafez, 2004). O epitélio € do tipo colunar simples, constituido por
dois principais tipos celulares: células ciliadas e células ndo ciliadas.

As células ciliadas sao um dos principais tipos celulares do epitélio de revestimento da
tuba uterina e sdo predominantes especialmente nas regioes distais, nas fimbrias e ampola, onde
ocorre a captagdo do odcito e a fertilizagdo (Konig; Liebich, 2016). Essas células apresentam
numerosos cilios moveis cuja atividade coordenada ¢ fundamental para o transporte direcional
do od6cito, dos espermatozoides e, posteriormente, do embrido em dire¢do ao utero (McKinnon
et al., 2011; Junqueira; Carneiro, 2017). Estudos histoldgicos e fisiologicos demonstram que a
diferenciagdo dessas células estd intimamente ligada a ag¢do dos hormoénios ovarianos,
sobretudo o estrégeno, que estimula a ciliogénese e aumenta a frequéncia do batimento ciliar

durante a fase folicular do ciclo estral, favorecendo o ambiente reprodutivo ideal (Hafez e



Hafez, 2004). Em modelos experimentais, incluindo equinos, altera¢cdes na formacdo ou na
funcdo das células ciliadas resultam em reten¢ao embriondria, falhas no transporte pelas tubas
uterinas e redugdo da fertilidade, evidenciando seu papel essencial na fisiologia reprodutiva
(Leemans et al., 2016).

As células nao ciliadas, também denominadas células secretoras, representam o segundo
grande componente do epitélio das tubas uterinas e sdo mais abundantes nas regides proximais,
como o istmo e a juncdo Utero-tubaria (Hafez; Hafez, 2004; Konig; Liebich, 2016). Essas
células sdo responsaveis pela produgdo e liberacao do fluido das tubas, um microambiente
complexo que contém proteinas especificas, ions, lipidios, fatores de crescimento e vesiculas
extracelulares que modulam a capacitacio espermatica, a reagao acrossdmica, a maturacao final
do odcito e o desenvolvimento embrionario inicial (McKinnon ef al., 2011).

Evidéncias experimentais demonstram que as secre¢des dessas células aumentam
significativamente as taxas de fertilizagdo e a qualidade embrionaria na espécie equina, em que
modelos de co-cultura utilizados em reprodugdo assistida (Leemans et al., 2016). Além disso,
estudos de biologia celular indicam que as células secretoras atuam como precursoras das
células ciliadas, podendo diferenciar-se em células multiciliadas ao longo do ciclo estral sob
influéncia hormonal, evidenciando a dindmica adaptativa do epitélio das tubas uterinas e as
demandas reprodutivas (Junqueira; Carneiro, 2017).

A parede das tubas uterinas contém musculatura lisa circular e longitudinal, cuja
espessura aumenta progressivamente da extremidade ovariana em dire¢do ao istmo (Hafez;
Hafez, 2004). As contra¢cdes musculares desempenham papel essencial na mistura dos
conteudos tubarios, no encontro entre gametas e no transporte embrionario. Diferentemente do
peristaltismo intestinal, as contragdes do oviduto tendem a retardar o avango do ovocito,
mantendo-o em constante rotagdo favorecendo a fertilizacdo e prevenindo a implantacdo
ectopica (McKinnon et al., 2011). Durante o periodo periovulatorio, as contragdes tornam-se
mais intensas, especialmente nas fimbrias, que realizam movimentos ritmicos de “massagem”
sobre a superficie ovariana, auxiliando a captagao do ovdcito (Hafez; Hafez, 2004).

Além disso, estruturas ligamentares associadas, como o ligamento utero-ovariano, o
mesovario € o mesossalpinge, participam ativamente dessa dindmica, garantindo o
posicionamento adequado das fimbrias em relacdo a superficie ovariana (Konig; Liebich,
2016).

O oviduto sofre alteragdes morfofuncionais significativas ao longo do ciclo estral da
¢gua. Durante o anestro, ocorre atrofia da mucosa e redu¢ao do ntimero de cilios; no proestro e

estro, observa-se hipertrofia epitelial e intensa ciliogénese; ja durante a gestacao, ha regressao



funcional e estrutural do 6rgdo (Hafez; Hafez, 2004).

As infec¢des do trato reprodutivo podem causar severas alteragdes histologicas no
oviduto, levando a perda de células ciliadas, acimulo de fluidos e desenvolvimento de
salpingites, comprometendo diretamente a fertilidade (McKinnon et al., 2011).

Diversos estudos demonstram que as tubas uterinas da égua desempenham papel
fundamental como microambiente regulador da fertilizagdo, sendo responsavel ndo apenas pelo
transporte de gametas, mas pela modulacdo ativa da capacitagdo espermatica, interacao
gamética e suporte embriondrio inicial. Diferentemente de outras espécies domésticas, a
fertilizagao in vitro convencional em equinos apresenta baixos indices de sucesso, fato atribuido
a incapacidade de reproduzir em laboratdrio as condigdes fisioldgicas especificas do oviduto
equino (Leemans et al., 2016).

Estudos experimentais demonstraram que células epiteliais do oviduto aumentam
significativamente as taxas de fertiliza¢do in vitro em equinos quando utilizadas em sistemas
de co-cultura, evidenciando a importancia do ambiental ovidutal, que fornecem suporte
bioquimico essencial para a interacdo entre gametas (McKinnon et al., 2011). Esse feito ¢
atribuido, principalmente, as secregdes produzidas pelo epitélio tubarico, que fornece suporte
bioquimico essencial para a capacitagdo espermatica, a manutenc¢ao da viabilidade dos gametas
e a adequada interacdo entre espermatozoide e oocito (Leemans et al., 2016)

Embora proteinas classicas do fluido ovidutal, como a oviductina (OVGP1),
desempenhem papel relevante na fertilizagdo em diversas espécies domésticas, evidéncias
indicam que, em equinos, sua fun¢do pode ser limitada ou ausente, sugerindo existéncia de
mecanismos espécie-especificos na regulagdo da fertilizagao (McKinnon ef al., 2011; Leemans
et al., 2016). Essa particularidade pode explicar, em parte, as dificuldades observadas na
reproducdo assistida em equinos, especialmente nos protocolos convencionais de fertilizacao
in vitro, que ndo conseguem reproduzir fielmente as condi¢des fisioldgicas do oviduto
(Leemans et al., 2016)

Na égua, o embrido permanece no oviduto por varios dias ap6s a fertilizagdo antes de
alcangar o utero. Durante esse periodo, o ambiente ovidutal fornece nutrientes, protege o
embrido e regula sua taxa de desenvolvimento. Estudos indicam que a sobrevivéncia
embrionaria inicial em equinos ndo ¢ significativamente influenciada por fatores
imunogenéticos durante a fase ovidutal, tornando o utero o principal local de selegdo

embriondria posterior (Jeannerat et al., 2020).



2.1.3 Utero

Assim como nas demais fémeas mamiferas, o utero da égua ¢ constituido por trés
camadas principais: endométrio, miométrio e perimétrio, cada uma apresentando caracteristicas
estruturais e funcionais especificas (Konig; Liebich, 2016).

O endométrio ¢ revestido por epitélio simples colunar e possui glandulas secretoras
endometriais tubulares que sao responsaveis pela secrec¢ao histotrofica, essencial para nutri¢ao
embriondria precoce (McKinnon et al., 2011). Estudos demonstram que a espessura
endometrial e a densidade glandular variam entre corpo e cornos uterinos e sofrem
modificacdes significativas ao longo do ciclo estral, sendo mais exuberantes durante o estro
com maior influéncia estrogénica (Ferreira-Dias ef al., 2001; Evans et al., 2011).

Ja o miométrio é composto por camadas de musculatura lisa circular e longitudinal,
desempenhando papel central nas contragdes uterinas responsaveis pela migracdo do embrido,
eliminagdo de residuos pods-cobertura e contracdes de parto (Singh, 2017). Em éguas, o
miométrio apresenta alta sensibilidade as prostaglandinas e aos esteroides ovarianos, sendo
funcionalmente mais ativo durante estro e inicio da gestacdo (Ginther, 1992; Piotrowska-
Tomala et al., 2024).

O perimétrio corresponde € a camada serosa mais externa, ¢ menos espessa e contribui
para a sustentagdo anatomica e irrigacdo do o6rgdo por meio de sua associagdo com ligamento
largo e vasos uterinos (Konig e Liebich, 2016; Singh, 2017).

Uma das caracteristicas mais marcantes da espécie equina € o reconhecimento materno
da gestacdo que depende da mobilidade embrionaria (Ginther, 2001). Apos entrar no ttero, por
volta do quinto ou sexto dia pds ovulagdo, o embrido permanece livre e no formato de esfera
migrando-se ativamente entre os dois cornos uterinos até por volta do décimo quinto ao décimo
sexto dia de gestacao (Allen, 2001; Gardon et al., 2024).

Essa mobilidade € essencial para a supressdo da liberacdo de prostaglandina pelo
endométrio, prevenindo a lutedlise (Swegen, 2021). Tal mecanismo € Unico entre os animais
domésticos e depende diretamente da integridade funcional do utero (Allen, 2001). Outro
aspecto singular € o processo de implantacdo tardia. As outras espécies possuem uma
implantacao precoce invasiva, as €guas apresentam uma implantagao superficial e tardia que
ocorre a partir do trigésimo quinto dia de gestacdo, periodo que também marca o inicio da
producdo de eCG, gonadotrofina coridnica equina (Antczak et al., 2015).

As especificidades anatdmicas e funcionais do utero de uma €égua ajudam a explicar as

dificuldades encontradas na reproducao assistida dessa espécie, quando comparada a outros



animais domésticos, a dependéncia da mobilidade embriondria, implantacdo tardia e complexa
comunicagdo entre endométrio-embrido reforcam a necessidade de um ambiente uterino

saudavel para o sucesso reprodutivo (Hinrichs, 2018; Antczak ef al., 2015).

2.1.4 Cérvix

A cérvix ¢ uma estrutura do trato reprodutivo feminino que atua como barreira
anatomica entre o ambiente externo e o ambiente uterino, além de exercer papel ativo no
transporte espermatico, protecao uterina e manutencao da gestagdo (Katila, 2016). Em equinos,
ao contrario do que se observa em bovinos, a cérvix na égua ¢ uma estrutura simples e tubular,
caracterizada por um canal cervical retilineo sem a presenca de anéis cervicais. A mucosa ¢
organizada em pregas longitudinais que se estendem em continuidade com as pregas
endometriais o corpo uterino (Getty, 1986).

Histologicamente, o epitélio cervical da égua ¢ predominantemente composto por
epitélio colunar simples com células caliciformes e células ciliadas distribuidas ao longo de
todo canal cervical. Essa caracteristica contribui para o transporte de muco e auxilia na
dinamica espermatica (Hafez; Hafez, 2004).

A cérvix € totalmente dependente do ambiente hormonal alternando entre o relaxamento
e o fechamento a depender da fase do ciclo em que o animal se encontra (Evans et al., 2011).
A presenga de muco também ¢ notada, quando a influéncia do estradiol, dominante no estro, ha
producao de um muco aquoso € aumento da hidratacdo do estroma facilitando passagem de
espermatozoides (Hafez; Hafez, 2004). J& no diestro, sob predominancia da progesterona, a
cérvix secreta um muco espesso que desempenha papel na prevengdo da contaminagio uterina
(LeBlanc et al, 2016). Falhas nessa producdo de muco e fechamento cervical sdo
frequentemente associadas a retengao de fluidos e endometrites em éguas (Canisso, 2020).

A auséncia de anéis cervicais da égua facilita a inseminagao transcervical e a drenagem
uterina pos-cobertura (McKinnon et al., 2011). Além disso, o sémen do equino ¢ depositado
diretamente no utero durante a copula, o que demanda uma cérvix complacente durante o estro
(Hafez; Hafez, 2004). Tais particularidades tornam as éguas mais suscetiveis a contamina¢ao
uterina durante essa fase de estro, aumentando as chances de problemas quando a conformacgao
perineal ou falhas no fechamento cervical ocorrem (Filho ef al., 2015). Essas particularidades
devem ser observadas na interpretacdo da citologia vaginal, pois os resultados podem estar

ligados a elas (Katila; Ferreira-Dias 2022).
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2.1.5 Vagina

A vagina da égua ¢ um 6rgdo tubular musculo membranoso que integra o trato genital
caudal, exercendo fungdes essenciais durante a cdpula, no manejo reprodutivo, na prote¢do do
trato genital cranial e no parto (Singh, 2017). Além disso, também se trata de uma estrutura
muito responsiva a variagdes hormonais do ciclo estral apresentando modificacdes
morfologicas, celulares e funcionais diretamente relacionadas aos niveis de estrogeno e
progesterona (Hafez; Hafez, 2004).

A parede vaginal ¢ distensivel o suficiente para acomodar o pénis do garanhdo durante
a copula e para permitir a passagem do feto durante o parto (Getty, 1986). A vagina equina
mede cerca de 15 a 20 cm e estende-se da cérvix até o vestibulo vaginal e estd posicionada
horizontalmente na cavidade pélvica da égua adulta (Evans et al., 2011).

E composta por quatro camadas principais: mucosa, submucosa, muscular e adventicia
(Singh, 2017). A mucosa ¢ revestida por epitélio pavimentoso estratificado ndo queratinizado,
apoiado sobre uma lamina propria rico em fibras colagenas e vasos sanguineos, estrutura que
permite rapida adaptacdo as alteracdes hormonais do ciclo estral (Junqueira; Carneiro, 2017).

O epitélio vaginal apresenta intensa renovagdo celular, com descamacdo epitelial
continua, caracteristica que fundamenta o uso da citologia vaginal como método auxiliar na
avalia¢do da fase do ciclo estral e da presenca de processos inflamatdrios (McKinnon ef al.,
2011).

As alteragdes morfologicas e a composigao celular sofridas pelo epitélio vaginal da égua
refletem diretamente o padrao hormonal dos ovarios (Hafez; Hafez, 2014). Durante o estro, sob
influéncia do estrogeno, observa-se aumento da vascularizacao da mucosa vaginal, crescimento
epitelial e maior descamacdo de celular epiteliais superficiais e queratinizadas, conferindo
coloragdo mais résea e aspecto umido a mucosa (Evans et al., 201).

No diestro, com predominio de progesterona, ocorre redugao da atividade epitelial, com
predominio de células parabasais e intermediarias, epitélio mais delgado e diminui¢do da
descamacdo celular (Hafez; Hafez, 2004). Durante o anestro sazonal, especialmente no inverno,
o epitélio vaginal torna-se ainda mais fino, com acentuado predominio de células parabasais,
refletindo a inatividade ovariana caracteristica das éguas (Evans ef al., 2011). Essas variagdes
sdo um importante marcador da ciclicidade reprodutiva, principalmente se associada a outras
ferramentas como ultrassonografia transretal para analise de estruturas reprodutivas internas
(McKinnon et al., 2011)

Do ponto de vista funcional, a vagina da égua atua como mecanismo de defesa contra



11

agentes patogénicos em conjunto com o vestibulo e a vulva compondo barreiras fisicas,
anatomicas e imunoldgicas do trato genital caudal (Singh, 2017). Alteragdes como
pneumovagina e entrada de secre¢des contaminantes, sdo causadas pela falha na conformagao
do perineo, perda de tonus muscular vaginal e/ou falhas no esfincter vestibulo-vaginal, e podem

estar associadas a condi¢des secundarias como vaginite e endometrites (McKinnon ez al., 2011).

2.1.6 Vestibulo Vaginal

O vestibulo vaginal corresponde a parte mais caudal do trato genital da fémea, fica
localizado entre a vagina e a vulva e exerce fungdes reprodutivas e urinarias. E considerado um
segmento de transi¢do anatdmica e funcional entre o trato reprodutivo interno € o meio externo,
desempenhando papel essencial na defesa uterina, copula, escoamento de secre¢des € no
mecanismo de prote¢ao contra contaminagdes ascendentes (Evans et al., 2011)

A vestibulo vaginal da égua apresenta uma parede relativamente espessa com
musculatura lisa e estriada associada ao esfincter vestibulo-vaginal, estrutura que ¢ fundamental
para a manutencdo do fechamento do trato genital caudal impedindo a entrada de ar, fezes e
microrganismos no trato reprodutivo (Singh, 2017). Essa musculatura ¢ considerada uma das
trés defesas naturais do utero, juntamente com a cérvix e a vulva estabelecendo a fun¢do de
vedagdo previne casos de pneumovagina, vaginites € endometrites cronicas (Canisso, 2020).
Falhas no desempenho dessa musculatura podem estar relacionadas a alteragcdes congénitas
(estenose e persisténcia parcial do himen), traumatismos obstétricos ou envelhecimento da égua
(Filho et al., 2015).

Além disso, o vestibulo abriga as glandulas vestibulares, responsaveis pela secrecao de
muco que mantém a mucosa Umida, contribui para lubrificacdo durante copula e facilita
passagem do feto no parto (Davies-Morel, 2008). Durante o estro, estas secrecdes também
participam da liberacao de odores e ferormonios que exercem papel na estimulagdo sexual do
macho (Cortés-Vidauri et al., 2018). Contudo, apresenta maior contato com a microbiota
externa, o que refor¢a a necessidade de uma mucosa funcionalmente integra e com secregdes
adequadas para impedir a proliferagdo bacteriana (Gil-Miranda et al., 2024; Donato, 2026).

Por mais que a amostra para citologia vaginal seja obtida da mucosa vaginal cranial, o
vestibulo pode influenciar indiretamente na qualidade do ambiente genital em casos de vaginite,
pneumovagina ou contaminagdes cronicas, visto que processos inflamatorios vestibulares
podem alterar o padrdo citologico, justificando sua consideragdo na interpretagdo dos

esfregacos (Filho et al., 2015; Andreta et al., 2022; Gonzalez-Martin et al., 2025).
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2.1.7 Vulva

A vulva constitui a por¢do mais externa do trato reprodutivo da égua e representa a
primeira linha de defesa anatomica contra a contaminagao ascendente do sistema reprodutivo
(Davies-Morel, 2008). E composta por dois ldbios vulvares revestidos por pele pigmentada que
se estende da comissura dorsal até¢ a comissura ventral que delimitam a abertura vulvar vertical
e internamente ¢ revestida por epitélio continuo do vestibulo vaginal (Le Blanc et al., 2016).
No tergo ventral da vulva, encontra-se o clitoris, alojado na fossa clitoriana, estrutura que pode
atuar como reservatdrio de microrganismos (Davies-Morel, 2018).

Localiza-se no perineo, regido composto pelos anus, vulva propriamente dita e pele
adjacente da regido caudal do animal (Hafez; Hafez, 2004). A conformacdo anatomica da vulva
influencia diretamente sobre a relevancia sanitaria do trato reprodutivo interno, visto que pode
ser local de armazenamento de agentes infecciosos associados a infecgdes pela copula e
endometrites cronicas e, consequentemente, a fertilidade da égua (Canisso, 2020).

A fungdo protetora também depende do musculo constritor da vulva, que promove o
fechamento ativo dos labios vulvares criando um selo vulvar. Esse selo, trabalha juntamente
com dois outros selos que protegem o utero contra patéogenos: o selo vestibulo-vaginal e o selo
cervical (Pycock, 2003). Além de fungdo protetora, a vulva participa ativamente no processo
de copula, micgdo, expressdo do comportamento estral e do parto, sendo, portanto, uma
estrutura de extrema importancia para eficiéncia reprodutiva (Hemberg et al., 2005).

A conformacdao vulvar ¢ um dos fatores morfofuncionais mais relevantes para a
fertilidade equina sendo idealmente uma vulva orientada verticalmente com 70-80% localizado
abaixo do assoalho pélvico e labios firmes que se encontram perfeitamente na linha média
(Davies-Morel, 2008). Alteragdes comuns envolve inclinagdo excessiva, retracao dos labios,
perda do tonus muscular e deslocamento cranial do anus (Trotter; McKinnon, 1988). Essas
condi¢des permitem que haja entrada de ar e/ou material contaminante como urina e fezes para
o vestibulo e vagina predispondo complicagdes como pneumovagina, endometrites e cervicites
(Hemberg et al., 2005). Eguas idosas, pluriparas e com perda significativa de escore corporal
sao animais predisponentes para tais condigdes (Hamouda et al., 2012; Baharduin; Sabri, 2026).

Eguas destinadas a reprodugéo precisam passar por um exame ginecoldgico completo e
cuidadoso que permita a identificacdo de alteragdes perineais. O exame externo permite
identificar sinais de conformacdo inadequada, presenga de secregdes, lesdes traumaticas e
alteragdes inflamatorias (Katila; Ferreira-Dias, 2022). Embora a citologia vaginal seja

diretamente relacionada a mucosa vaginal e predominancia hormonal, ¢ influenciada
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indiretamente pelo padrao vulvar, as consequéncias dessas alteracdes podem impactar a
qualidade do ambiente vaginal favorecendo processos inflamatérios que interferem no padrao

citologico observado podendo alterar resultados (Hemberg et al., 2005).
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Figura 1- Anatomia do trato reprodutivo da égua.
Fonte: ADAPTADO Ministry of agriculture, food and rural affairs.

2.2 Citologia Vaginal

A citologia vaginal em éguas baseia-se na identificacdo e quantificacdo dos diferentes
tipos celulares presentes nos esfregacos vaginais, que incluem células parabasais,
intermediarias, superficiais e células cornificadas, podendo estar presente células inflamatorias
e células reprodutivas haploides (Dascanio; McKinnon, 2007). A composicao celular reflete
diretamente a atividade descamativa do epitélio vaginal, sendo altamente influenciada pela agcdo
de hormonios ovarianos, principalmente estrogénio e progesterona (Davies-Morel, 2008; Evans
et al., 2016). Diversos estudos demonstram que também existe uma correlagdo entre o padrao
citologico e as fases do ciclo estral. Durante o estro, sob agdo estrogénica, observa-se
predominancia de células superficiais e queratinizadas, o que esta associado a maior espessura
e cornificagdo do epitélio vaginal. Ja no diestro sob influéncia da progesterona, ha aumento na
proporcao de células intermediarias e parabasais, refletindo redu¢do da atividade proliferativa
do epitélio. Durante o anestro sazonal, especialmente no inverno, ha predominancia de células
parabasais devido a baixa atividade ovariana caracteristica desse periodo (Ginther, 1992;

Troedsson, 2011).
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Além do valor no acompanhamento das fases do ciclo estral, a citologia vaginal constitui
ferramenta complementar relevante para diagndstico de alteracdes patologicas como vaginite,
processos inflamatdrios subclinicos e alteragdes relacionadas a contaminagao do ascendente do
trato reprodutivo, principalmente em éguas com conformagdo perineal inadequada, sendo
possivel notar a presenga aumentada de células inflamatdrias, principalmente neutréfilos
(Troedsson, 2011).

Outro fator importante ¢ a influéncia do ambiente vaginal e da microbiota local sobre
os achados citologicos. Estudos demonstram que a microbiota vaginal de éguas ¢ composta por
diversas bactérias comensais e pode apresentar variagdes sutis ao longo do ciclo estral, embora
mantenha relativamente estdvel em animais saudaveis (Samper, 2009). Alteragdes nesse
equilibrio microbioldgico, associadas a fatores como manejo incorreto, a idade ou repetidas
copulas, podem favorecer processos inflamatorios detectaveis por exame citologico (LeBlanc,
2010).

A conformacdo anatdmica do perineo e da vulva exerce influéncia indireta sobre os
resultados da citologia vaginal. Eguas com alteracdes de conformagio de perineo e/ou vulvar
apresentam predisposi¢dao a contaminagao ascendente por fezes e urina, o que pode modificar
o ambiente vaginal aumentando a carga bacteriana e presenca de células inflamatdrias nos
esfregacos citoldgicos (Ginther, 1992).

A interpretagdo da citologia vaginal em éguas deve ser realizada de maneira integral,
considerando a fase do ciclo estral, sazonalidade, altera¢des e condicdes clinicas encontrados
no exame fisico e ultrassonografico e a conformagdo anatdmica do trato genital externo.
Combinados, aumenta significativamente a acuracia na avaliagdo da satde reprodutiva e

prognostico de fertilidade na espécie equina (Samper, 2009; Troedsson, 2011).

2.3 Técnica de coleta citologica vaginal

A técnica de coleta de citologia vaginal em €guas consiste em um procedimento simples,
mas que exige assepsia rigorosa € uma metodologia para evitar contaminagdes € garantir a
qualidade da amostra. O exame ¢ realizado como parte da avaliagdo ginecologica completa da
fémea equina, que inclui avaliagdo da genitalia externa, exame vaginal, coleta para andlise
citologica e microbiologica combinados com exame ultrassonografico para avaliar estruturas
reprodutivas internas e detectar possiveis alteragdes no trato reprodutivo da égua reprodutora
(Samper, 2009; McKinnon et al., 2011).

Antes da colheita, ¢ indispensavel a contengdo do animal e em casos de animais com
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temperamento agressivo ou ndo domados pode ser necessario sedacdo leve para garantir a
seguranc¢a do profissional veterindrio e do proprio animal (Blanchard et al., 2010). A cauda
deve ser devidamente envolvida com bandagem elastica ou algum método alternativo que
envolva toda regido, o perineo deve ser cuidadosamente higienizado com agua e sabao neutro
ou solu¢do antisséptica para reduzir as sujidades e microrganismos externos (Dascanio, 2014).

A colheita do material pode ser feita por meio de swab estéril, escova citologica ou
dispositivos protegidos. O instrumento ¢ introduzido manualmente e cuidadosamente na vagina
com auxilio de uma pessoa que devera abrir com cautela os labios vulvares da égua para evitar
contaminagdes. Pode ser utilizado o espéculo vaginal para melhor visualizagdo da mucosa

vaginal e ter um direcionamento melhor para a colheita (Samper, 2009).

Figura 2 - Técnica de colheita para citologia vaginal em éguas.
Fonte: Arquivo pessoal.

Em procedimentos mais padronizados, recomenda-se o uso de dispositivos protegidos,
nos quais o swab ou escova permanece envolto por uma bainha de protecao durante a introdugado
até que a seja alcancado a regido de interesse no interior da vagina, recolhendo a bainha e
friccionando o swab contra mucosa vaginal para obtencao de células epiteliais. Em seguida, o
dispositivo € recolhido para dentro da bainha antes da retirada, evitando contaminacdo do
material (McKinnon; Voss, 2011).

Apos a coleta, o material deve ser transferido para a superficies de laminas de
microscopia em movimentos giratorios delicados formando um esfregaco fino e uniforme,
seguindo para fixagdo e coloragao por métodos tradicionais, como o panoético rapido. Essa etapa

¢ essencial para preservar a morfologia celular e evitar degradagcao do material (Samper et al.,



16

2007).

A escolha do método de colheita influencia diretamente na qualidade da amostra, sendo
a escova citologica a mais indicada pois tende a fornecer maior quantidade de células
representando melhor o epitélio vaginal se comparado ao swab de algoddao. No entanto, a
técnica deve ser realizada com delicadeza, evitando trauma tecidual que pode afetar na
interpretagdo citologico (Blanchard et al., 2010).

Em relagdo a regido da colheita, pode haver variagdes conforme o objetivo diagnostico,
podendo incluir o vestibulo vaginal ou por¢cdes mais craniais da vagina. Em exames mais
completos da fun¢do reprodutiva, a citologia vaginal pode ser utilizada como associagdo com
outras técnicas, como citologia uterina e cultura bacterioldgica, aumentando a sensibilidade na
detecgdo de processos inflamatorios e infecciosos (Samper, 2009).

Sendo assim, para garantir acuracia diagnostica, o método de colheita citoldgica vaginal
de éguas deve ser executado de forma correta garantindo obtencdo de amostras confidveis e
representaveis, tornando esse método uma ferramenta pratica e valiosa na avaliacdo da satde

reprodutiva das fémeas equinas.

2.4 Técnica de armazenamento de material citologico

O armazenamento de amostras citologicas vaginais em éguas constitui numa etapa
critica do processo, determinante para preservacao da morfologia celular e, consequentemente
para interpretacdo correta dos resultados. Apesar da simplicidade da colheita citologica, a
manipulacdo inadequada da amostra pode favorecer a degradagao celular, presenga de artefatos
e perda da representatividade da amostra, comprometendo sua utilidade clinica (Blanchard et
al.,2010; McKinnon ef al., 2011).

Em cenarios ideais, o processamento deve ocorrer imediatamente ap6s a colheita, com
a confec¢do, fixagdo e coloracdo do esfregaco e subsequente secagem ao ar (Blanchard et al.,
2010). Na literatura, ¢ recomendado que o material ndo permanega armazenado por longos
periodos em swab ou escovas citologicas, uma vez que a retengdo do material nesses
dispositivos favorece a perda celular, acelera processos de autdlise e de degradacdo
citoplasmatica (Dascanio; McCue, 2014). Isso ocorre porque as células epiteliais e
inflamatorias presentes na mucosa vaginal sdo altamente sensiveis a alteragdes ambientais,
especialmente temperatura, umidade e atividade enzimatica residual. (Junqueira e Carneiro,
2017).

Ap0s a preparagdo do esfregaco vaginal, a fixacdo representa uma etapa essencial para
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o armazenamento adequado. Fixadores alcodlicos, como metanol, promovem a preservagao das
estruturas celulares, impedindo alteragdes decorrentes da desidratacio ou degradagdo
enzimatica (Blanchard et al., 2010). A fixacdo imediata também reduz a ocorréncia de artefatos
de retragdo citoplasmatica e distor¢ao nuclear, que podem dificultar a diferenciagdo entre
células epiteliais e infiltrado inflamatério (Samper et al.,, 2007). Quando fixadas
adequadamente, as laminas podem ser armazenadas por periodos mais prolongados sem
comprometimento significativo da qualidade diagnoéstica. (Dascanio; McCue, 2014).

Entretanto, em condi¢des de campo, nem sempre ¢ possivel realizar todas as etapas
ideais do processamento de imediato, gerando desafios para a preservacao do material. Um dos
principais fatores limitantes € o tempo entre a colheita e o preparo da lamina, esse lapso aumenta
significativamente a chance de degradacdo celular, proliferacdo bacteriana e alteracdes
morfoldgicas como vacuolizagdo do citoplasma, lise celular e perda da definicdo nuclear
(McKinnon et al., 2011)

A limitacdo de recursos técnicos também entra como fator limitante na pratica a campo,
como a auséncia de laminas, fixadores ou condi¢des adequadas de coloragdo. Nesses casos, 0
mais recomendado ¢ priorizar a confeccdo do esfregaco e sua protecdo imediata, mesmo com
coloragdo seja posteriormente realizada em laboratorio. O armazenamento das laminas deve ser
feito em porta-laminas com estrias para evitar contato entre elas, proteger contra umidade e
poeira, evitando assim a perda ou deslocamento do material (Dascanio; McCue, 2014).

Outro fator critico ¢ a temperatura ambiente, o clima quente e em regides tropicais
acelera a degradacdo das células e favorece a proliferagdo de microrganismos devido as altas
temperaturas podendo comprometer seriamente a qualidade das amostras. O ideal ¢ manter o
material sob refrigeracdo moderada entre 4°C e 8°C até que seja possivel fazer o processamento,
especialmente amostras ndo fixadas, evitando o congelamento para que ndo ocorra a formagao
de cristais de gelo que podem causar rupturas de membranas celulares e artefatos (McKinnon
etal.,2011).

Fatores mecanicos como vibragdes excessivas, impactos e friccdo entre laminas podem
provocar fragmentagdo celular e perda da organizagdo do esfregaco, por isso, recomenda-se o
uso de embalagens rigidas e protegidas com material amortecedor para garantir a estabilidade
durante o transporte (Samper et al., 2007).

Em algumas situagdes, o material pode ser mantido temporariamente em solucao salina
estéril ou meios especificos, essa pratica deve ser limitada pois a permanéncia em meio liquido
favorece a diluicdo e pode reduzir a concentragdo celular e dificultar anélise citologica (Del

Prete et al., 2024). Dessa forma, o padrao-ouro continua sendo a preparacdo imediata do
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esfregago e fixagdo precoce, sendo cada lamina identificada com informagdes de cada animal,

data, local de coleta e quando possivel a fase do ciclo estral (Blanchard et al., 2010).

2.5 Tipos celulares encontrados em citologia vaginal

O epitélio vaginal ¢ constituido por um epitélio pavimentoso estratificado, apresentando
multiplas camadas celulares que sofrem maturagdo progressiva sob influéncia hormonal e ¢ a
partir dessas células que ocorre a interpretacdo na citologia vaginal (McKinnon et al., 2011).
Essas, podem ser classificadas em células parabasais, células intermediarias, células
superficiais, células queratinizadas ou cornificadas, classificadas de acordo com caracteristicas
morfoldgica e grau de diferenciacdo (Solano, 2026). Também ¢ possivel visualizar, caso
presente, algumas células inflamatdrias, como neutrdfilos, de grande importancia na clinica
reprodutiva pois pode estar relacionado a resposta inflamatoria ou a processos infecciosos
(Ahmadi et al., 2006). Outros achados que podem ser observados ¢ a presenga de bactérias da
microbiota vaginal, eritrocitos, células degeneradas e espermatozoides, caso tenha ocorrido
copula recente (Samper, 2009).

As células parabasais sdo consideradas jovens e nos esfregacos vaginais sao observadas
com cé¢lulas que possuem tamanho pequeno, arredondadas ou ovais com nucleo relativamente
grande e pouco citoplasma basofilico (Solano, 2026). Em éguas, ¢ predominante principalmente
durante o anestro sazonal quando ha baixa atividade ovariana ou em fases com maiores
influéncias da progesterona, como o diestro (Andreta et al., 2022).

As células intermedidrias, por sua vez, representam um estdgio mais avancado de
diferenciagdo em relagdo as parabasais, sendo maiores, com citoplasma abundante e nucleo
menor (Sharma e Sharma, 2026), possuem formatos variaveis entre arredondadas ou
ligeiramente irregulares (Solano, 2026). Esse tipo celular ¢ comumente observado em fases de
dominancia progesterdnica e baixa atividade proliferativa do epitélio vaginal, como o diestro,
e podem ser associadas a outras populacdes celulares ao longo do ciclo estral (Andreta et al.,
2022).

As células superficiais sdo as mais diferenciadas do epitélio vaginal e apresentam grande
tamanho, citoplasma abundante e bordas irregulares, podendo ser anguladas (Solano, 2026). O
nucleo tende a ser pequeno e picnotico, que indica processo de degeneragdo celular (Sharma;
Sharma, 2016). Estdo associadas a dominancia de estrogénio, visto que o estrogeno estimula a
proliferagdo e diferenciacao do epitélio vaginal (Samper, 2009). A citologia nessa fase de estro

¢ marcada pelo aumento significativo dessas células, observado durante a interpretacdo do
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esfregaco citologico vaginal (Andreta et al., 2022).

No estagio final de diferenciagdo celular das células superficiais, caracteriza-se as
células queratinizadas, observadas como células anucleadas ou com nticleo altamente picnotico,
com citoplasma eosinofilico e apresenta aspecto achatado devido ao processo de cornificacao
(Sharma; Sharma, 2016). Essas células estdo ligadas a intensa acdo de estrogénio, observado

durante o estro das éguas, indicando um ambiente favoravel a reprodu¢do (Andreta et al., 2022).

Figura 3 - Células encontradas em citologia vaginal de cadelas. A: células parabasais (PB); B: células
intermediarias (I); C: células intermediarias (I) com hemacias (He); D: células superficiais
nucleada (SN); E: célula superficial anucleada (SA) e F: célula superficial anucleada (SA) e células
parabasais (PB).

Fonte: Maria Clara Daude (2026).

Além das células epiteliais, podem ser encontradas em esfregagos citoldgicos vaginais,
células inflamatorias que podem indicar, em grande quantidade, processos, inflamatorios ou
infecciosos do trato reprodutivo. A presenca significativa de neutréfilos esta relacionada a
inflamagdes endometriais, ja o aumento de linfocitos pode ser indicativo de repostas imunes ou
variagoes fisioldgicas relacionadas ao ciclo estral (Ahmadi ef al., 2006).

Dessa forma, os tipos celulares variam de acordo com o ciclo estral, hormodnio
dominante e condigdes clinicas (Samper, 2009; Andreta ef al., 2022). Assim, a interpretagdo
citologica permite detectar o estado fisioldgico reprodutivo da animal e condi¢des inflamatorias

e patologicas (McKinnon et al., 2011).
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2.6 Importancia da citologia vaginal na clinica veterindria

As particularidades anatomicas e citoldgicas da vagina equina justificam sua
importancia no estudo da citologia vaginal em éguas, uma vez que este orgao ¢ revestido por
epitélio pavimentoso estratificado altamente responsivo as variagdes hormonais do ciclo estral
(Mckinnon et al., 2011). Sob influéncia de hormonios ovarianos, especialmente estrogénio e
progesterona, ocorrem modificagdes dinamicas na morfologia € na propor¢ao dos tipos
celulares vaginais, refletindo diretamente o estado fisioldgico reprodutivo do animal (Sharma;
Sharma, 2016).

Além disso, fatores ambientais, como fotoperiodo e sazonalidade, também exercem
influéncia sobre a atividade reprodutiva das éguas, impactando diretamente as caracteristicas
citologicas do epitélio vaginal, especialmente am animais que apresentam anestro sazonal
(Andreta et al., 2022). Dessa forma, a citologia vaginal constitui um reflexo ndo apenas da
condi¢do hormonal imediata, mas também das influéncias ambientais que modulam o eixo
reprodutivo equino (McKinnon et al., 2011).

Nesse contexto, a avaliacdo citoldgica vaginal apresenta-se como uma ferramenta
diagndstica pratica, de baixo custo e minimamente invasiva, amplamente utilizada na rotina da
reproducdo equina para auxiliar na determinacgao da fase do ciclo estral, identificar alteragdes
inflamatoérias e complementar o diagnoéstico de disturbios reprodutivos (Samper, 2009). Quando
associada a outros métodos, como exame clinico ginecoldgico, ultrassonografia e avaliagdo
hormonal, a citologia vaginal contribui de forma significativa para aumento da acuracia
diagnostica, permitindo melhor entendimento das condi¢des reprodutivas das éguas (McKinnon

etal.,2011; Ahmadi et al., 2006).

OBJETIVO GERAL

e Investigar o impacto do tempo de armazenamento na preservacao morfoldgica e na

viabilidade diagnostica de amostras citologicas vaginais em éguas.

OBJETIVOS ESPECIFICO

e Avaliar integridade celular das amostras citologicas vaginais de éguas submetidas a
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diferentes tempos de armazenamento;

e Analisar a capacidade de interpretacdo das laminas citoldgicas em fun¢do do tempo de
armazenamento das amostras;

e Verificar a influéncia do tempo de armazenamento na qualidade da fixagdo e coloracao
das amostras citoldgicas;

e Determinar o intervalo de tempo em que as amostras mantém qualidade diagndstica
aceitavel sob refrigeracao;

e Identificar principais alteragdes morfologicas decorrentes da degradagdo celular ao
longo do tempo de armazenamento; e

e Correlacionar o tempo de armazenamento com a variabilidade dos resultados,

considerando fatores bioldgicos e técnicos.

MATERIAIS E METODOS

O presente trabalho faz parte de um projeto de pesquisa amplo e foi submetido ao
Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) sobre uso de animais em experimentagdo, com
numero 2077260326. Foram selecionadas 10 éguas em idade reprodutiva, variando de 10 a 15
anos de ragas mesticas e Mangalarga Paulista, clinicamente saudaveis, pertencentes ao
Regimento de Cavalaria da Policia Militar de Goias (CPM-GO) localizado em Goiania, Goias.
Para realizacdo dos exames, os animais foram contidos em brete de uso habitual do local e a
cauda levantada e envolta com bandagem eléstica de alta qualidade que adere a si mesmo
garantindo isolamento dos pélos e diminuindo as chances de contaminagao.

Em seguida, foi feito o esvaziamento retal manual com intuito de evitar contaminagdes
e realizou-se a higienizacdo da vulva com solucdo detergente neutra e agua. O método de
higienizagao foi repetido trés vezes e utilizou-se papel toalha descartavel para secagem da
regido.

Com auxilio de uma pessoa, os labios vulvares da égua foi aberta e introduziu-se a
primeira escova citoldgica a 45° até tocar o teto do vestibulo vaginal e depois alinhou-se a 90°
conduzindo até o terco médio na vagina. A escova citologica foi lateralizada atingindo a parede
vaginal e realizou-se 5 giros para a direita e 5 giros para a esquerda para aderéncia do material.
A retirada da escova citoldgica foi feita com cuidado para nao haver contaminacao, o material

foi imediatamente depositado em lamina de vidro identificado com o nimero do animal e tempo
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para armazenamento da amostra e direcionado para fixacdo e coloragdo utilizando o método
panotico rapido.

O processo de colheita foi repetido por mais quatro vezes em cada fémea, porém os
demais materiais foram armazenados em tubos tipo Falcon identificados com o nimero de
identificacdo da égua e colocados em sacos plasticos dentro de uma caixa de isopor com gelo
reciclavel e temperatura entre 2,5° a 7°C controlada por um Termo-higrometro Digital
separados pelo tempo de armazenamento que ficariam em refrigeragcdo, sendo 6, 12, 24 e 48
horas apos colheita. Todas as 50 amostras foram coletadas pelo método de citologia vaginal
utilizando escova endocervical de uso unico.

Para cada animal, foi produzido uma ficha contendo um niimero de identificagdo de 1 a
10, conforme a sequéncia que chegava ao brete de contencdo. Além disso, também foram
anotados o nome da égua e nimero de identificagdo utilizado pela CPM-GO, raga e idade. A
ficha também apresentava espago para descricdo de observagdes como presenca de nodulos,
prenhez, odor alterado, cobertura ou inseminagdo recente, possivel alteragdo na amostra,
historico de ovulacdo dupla ou outras alteracdes patoldgicas que poderiam ser encontradas.

As estruturas anatdmicas externas também foram observadas tomando nota sobre
conformagdo de perineo, coloragdo da mucosa e aspecto do assoalho vaginal avaliados durante
a inspecdao e classificados em adequado, levemente alterado, moderamente alterado ou
severamente alterado; normocorada, hipocorada, hiperémica ou alterada (icterérica ou
ciandtica); e normal, com conteudo (sujidades) ou alterado (irregularidades, flacidez excessiva,
desvio anatdmico evidente), respectivamente.

ApoOs a obtencdo das amostras para a citologia e da inspecdo anatdmica externa, os
ovarios, corpo do utero, cornos uterinos, edema uterino e simetria uterina foram avaliados via
ultrassonografia com aparelho modelo LOGIQ 100 PRO, fabricante DIASONICS VINGMED
ULTRASOUND DO BRASIL LTDA. Em nota destacou-se a presenca de corpo luteo,
localidade (esquerdo ou direito) e tamanho dos foliculos, que foram mensurados em milimetros,
e grau de edema uterino classificado de 0 a 4, onde “0” refere-se ao Utero sem edema, “1” para
edema leve, “2” para edema moderado, “3” para edema intenso e “4” edema severo.

Cada lamina de vidro posterior foi confeccionada em seu determinado o tempo de
armazenamento, seguindo a mesma técnica de coloragao e fixacao das demais. A Uinica variagao
entre a primeira lamina com a ultima foi o intervalo entre colheita e processamento e as
amostras que se encontravam com material seco foi utilizado uma gota de solugao salina 0,9%
para conseguir a transferéncia do material da escova endocervical para a lamina de vidro.

Depois de coradas, também pelo método pandtico rapido, foram armazenadas em tubos de
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plasticos com estrias proprio para separagdo das laminas e identificados com niimero da égua.

A leitura das laminas ocorreu nas semanas subsequentes a coleta no Laboratorio de
Patologia Clinica Veterinaria da Clinica Escola da PUC-GO, campus II. As laminas foram
avaliadas e classificadas considerando campos aleatorios divididos em 3 dominios (A, B e C)
cada um com escores de 1 a 3, bem como anotados todas as particularidades de cada lamina. O
dominio “A” refere-se a integridade celular, em que 1 = muito ruim, com muitas células
rompidas, 2 = boa, com algumas alteragdes mas que nao prejudicam a identificagao da célula e
3 = excelente, sem alteragdes; o dominio “B” a capacidade de interpretacao sendo 1 =
impossivel, 2 = possivel com limitagdes e 3 = possivel; o “C” a qualidade de fixacao e coloragao
onde 1 = ruim, sem visualizagdo adequada, 2 = presenca de artefatos que ndo interferem a
visualizagdo e 3 = sem artefatos e boa visualizacao.

Foram registradas alteragdes morfoldgicas como: alteracdes degenerativas relacionadas
a degradacao celular como vacuolizagdo nuclear, ruptura da membrana celular, citoplasma mal
definido e células fantasma que podem ocorrer por atraso no atraso no processamento,
armazenamento inadequado e acdo enzimatica (Dascanio; McCue, 2014; McKinnon et al.,
2011), alteracdes estruturais do esfregago relacionados a qualidade da ldmina como
desorganizacgdo do esfregago, aglomerados celulares, espalhamento irregular e espessamento
da lamina (Blanchard et al., 2010), artefatos técnicos por secagem inadequada, corantes mal
aplicados e/ou precipitados e contaminagdo ambiental (poeira e pelos) relacionados a colheita,
fixacdo e coloragao (Samper et al., 2007) e por fim, presenga de eritrdcitos por trauma na coleta,
espermatozdides, que indicam copula recente, e muco que varia conforme ciclo estral (Samper,
2009).

Posteriormente, as avaliacOes foram registradas em planilha Excel para serem
interpretadas. Os dados foram analisados descritivamente e os escores registrados como analise

de frequéncia.

RESULTADOS

Foram avaliadas amostras citologicas vaginais de éguas submetidas a diferentes tempos
de armazenamento, 0, 6, 12, 24 e 48 horas, sob refrigeragdo entre 2,5 a 7°C, sendo analisados
parametros quanto a integridade celular (A), (B) capacidade de interpretacdo e qualidade de
fixagdo e coloracdo (C). De modo geral, observou-se um padrao progressivo de alteragdo

morfologica das células ao longo do tempo, com reducao da integridade celular e da capacidade
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interpretativa das laminas.

Tabela 1 - Médias dos escores de integridade celular (A), capacidade de interpretacdo (B) e qualidade de
fixacdo/coloragdo (C) com seus respectivos desvios padrdo em amostras citologicas vaginais de
éguas.

Tempo de Integridade Interpretacio Fixacao e coloracao

armazenamento (h)

“ 2,3+0,52 2,7+0,52 2,3+0,42
_ 2,0+ 0,47 2,0+ 0,63 2,0 + 0,00
2,1+0,57 1,9 + 0,67 2,1+0,74
2,3+0,48 1,7+ 0,67 2,3+0,67
“ 1,4 £0,48 1,3+£0,52 2,1+0,67

Fonte: elaborado pelo autor.

Os valores de desvio padrio indicam variabilidade moderada entre amostras,
especialmente nos tempos intermedidrios, sugerindo que a degradacdo celular ndo ocorre de
maneira uniforme. A maior variacdo ocorreu entre 12h e 24h nos dominios de fixagdo e
interpretagdo, com desvio padrao que varia entre 0,4 e 0,7, sendo considerado uma variagao
moderada. A andlise do desvio padrao demonstrou que, além da queda progressiva dos escores
médios, ocorre aumento da variabilidade entre as amostras ao longo do tempo, evidenciando
que a degradagdo celular ¢ um processo dindmico e influenciado por fatores bioldgicos
individuais.

As amostras fixadas e coradas imediatamente apds a colheita apresentaram, em sua
maioria, escores elevados para os pardmetros avaliados, com boa preservacdo da morfologia
celular, adequada coloragao e auséncia de alteragdes significativas. Observou-se predominancia
de células integras, boa definicdo nuclear e citoplasmatica e alta capacidade de interpretagao
diagnostica.

Apo6s 6 horas de armazenamento, as amostras ainda apresentaram preservacao
morfoldgica satisfatoria, porém com inicio de alteragdes discretas, como presenca de
aglomerados celulares, leve reducao da celularidade e ocorréncia de artefatos. Apesar dessas
alteracgoes, a interpretacdo citoldgica permaneceu viavel na maioria das amostras.

A partir de 12 horas, observou-se inicio mais evidente de alteragdes celulares incluindo
degradacdo citoplasmatica, alteragdes nucleares iniciais (vacuolizacdo nuclear) e reducdo da

qualidade de coloragdo em algumas laminas. O desvio padrao aumenta sugerindo instabilidade
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bioldgica. Além disso, houve diminuicdo da capacidade interpretativa, sendo observado
dificuldades na identificag¢ao celular em determinadas amostras.

ApOs 24 horas, as alteragdes tornaram-se mais frequentes e acentuadas, com destaque
para presenca de degradagdo citoplasmatica, aumento de artefatos, reducdo significativa da
celularidade e maior dificuldade de interpretagao. Embora ainda possivel em algumas amostras,
a interpretagdo citoldgica apresentou limitagdes importantes.

As amostras analisadas apds 48 horas apresentaram comprometimento severo da
qualidade citoldgica, caracterizado por intensa degradagdo celular, tanto de ntcleo quanto de
citoplasma, lise celular, auséncia ou escassez de células e impossibilidade de interpretagdo de
grande parte do material. Apesar da reducdo generalizada desses escores, a variabilidade
observada indica que algumas amostras sofrem degrada¢cdo mais acentuada do que outras.

Observou-se reducdo progressiva dos escores médios de integridade celular e
capacidade de interpretagcdo ao longo do tempo, enquanto os escores de fixa¢do e coloragdo

permaneceram relativamente estaveis.

Integridade celular ao longo do tempo
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Figura 4 - Variagdo dos escores médios de integridade celular em funcao
do tempo de armazenamento as amostras citoldgicas vaginais
Fonte: elaborado pelo autor.
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A analise dos escores de integridade celular demonstrou uma reducdo progressiva ao
longo do tempo de armazenamento, com média inicial de 2,4 no tempo zero e queda acentuada
para 1,3 apods 48 horas. Essa queda sugere uma forte relacdo temporal com degradacao celular,
indicando alta probabilidade de influéncia de processos de autdlise. Considerando o desvio
padrdo moderado, 0,47 a 0,57 nos tempos 12h e 24h, observa-se que a degradag¢do ndo ocorreu
de forma completamente homogénea entre as amostras, o que permite deduzir que fatores
individuais, como estado fisioldgico da égua e composi¢do celular inicial, podem ter

influenciado a resisténcia das células durante o armazenamento.
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Figura 5 - Estado fisiologico/folicular das éguas avaliadas,
evidenciando a distribuicdo das fases reprodutivas
Fonte: elaborado pelo autor.

Além disso, a queda mais visivel ap6s 24 horas sugere um ponto critico de degradacao
celular, a partir do qual ha maior probabilidade de ruptura de membranas e perda da integridade
estrutural. Esse padrdo também indica que o ambiente de armazenamento, mesmo sob
refrigeracdo, ndo foi capaz de interromper completamente as atividades enzimaticas
intracelulares, sendo observado que a autdlise foi o principal fator responsavel pelas alteracdes

observadas.
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Capacidade de interpretagao ao longo do tempo
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Figura 6 - Variag¢ao do escore médio da capacidade de interpretagdo das
laminas citologicas em fun¢do do tempo de armazenamento.
Fonte: elaborado pelo autor.

Os resultados referentes a capacidade de interpretagdo evidenciaram queda progressiva
mais consistente que a observada na integridade celular, com média inicial de 2,6 e reducao
continua até 1,4 em 48 horas. Esse comportamento indica alta sensibilidade da interpretagao a
degradacao celular, sugerindo que pequenas alteragdes morfologicas ja impactam
significativamente a leitura citologica. A queda continua da interpretacao ao longo de todos os
tempos indica que esse pardmetro ¢ mais sensivel do que a integridade celular isoladamente,
sendo provavelmente influenciado tanto por alteragdes no fundo da lamina, como artefatos e
contaminagao.

O aumento do desvio padrao nos tempos 12 e 24 horas, de aproximadamente 0,67, indica
maior variabilidade entre as amostras nesses periodos, o que sugere que a capacidade
interpretativa ¢ influenciada ndo apenas pelo grau de degradagdo celular, mas também pela
qualidade do esfregaco e pela distribuicao das células na lamina. Dessa forma, pode-se sugerir
que existe alta probabilidade de fatores técnicos, como a formacao de aglomerados, presenca
de muco e distribuicdo irregular do material, terem contribuido para a dificuldade de

interpretacao.
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Fixacao e coloragdo ao longo do tempo
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Figura 7 - Variagdo do escore médio de qualidade de fixag@o e coloragdo das amostras
citologicas em fungdo do tempo de armazenamento.
Fonte: elaborado pelo autor.

Os escores relacionados a fixacao e coloragdo apresentam comportamento distintos dos
demais parametros, manteve-se relativamente estaveis ao longo do tempo, com médias variando
entre 2,0 e 2,3. Esse padrdo sugere baixa influéncia direta do tempo de armazenamento sobre a
qualidade de coloracdo em si, indicando que o método de preparo das laminas foi tecnicamente
consistente.

Entretanto, o aumento do desvio padrdo nos tempos 12, 24 e 48, de até 0,73, indica
maior variabilidade na qualidade visual das laminas, o que pode ser associado a interagdo entre
o estado de degradacio celular e a fixagdo tardia. E muito provavel que a degradacfio prévia das
células tenha afetado a capacidade de reten¢@o dos corantes, resultando em areas com coloragao
irregular ou deficiente, conforme analisados durante a leitura das amostras. Além disso, a
presenca de artefatos, relatada com maior frequéncia nos tempos prolongados, sugere que
fatores externos, como umidade, tempo de exposi¢do ao ambiente e manipulagdo da amostra,

possam ter contribuido indiretamente para a variabilidade observada na qualidade da coloragao.
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Distribuicdo das observacgbes citolégicas nas amostras

Frequéncia

Tipo de observacao

Figura 8 - Distribui¢ao das principais observacdes citologicas registradas nas 55 amostras
avaliadas, evidenciando a frequéncia de alteracdes como degradacdo celular,
presenca de poucas células, aglomerados celulares, artefatos e outras
alteracdes.

Fonte: elaborado pelo autor.

A analise conjunta dos trés parametros evidencia que a perda da qualidade citoldgica ¢
um processo multifatorial, com alta probabilidade de interagdo entre componentes bioldgicos e
técnicos. Enquanto a integridade celular sofre influéncia predominante de processos de autélise
dependentes do tempo, a capacidade de interpretagdo apresenta sensibilidade adicional a fatores
como distribui¢do celular e presenca de artefatos. Ja a fixacdo e coloragdo, embora menos
diretamente afetadas pelo tempo, demostram variabilidade associada ao estado estrutural das
células no momento do processamento.

Dessa forma, os resultados sugerem que a varidvel tempo atua como principal fator
determinante da degradacdo celular, enquanto fatores secunddrios, como técnica de coleta,
composicao da amostra e condigdes ambientais, modulam a magnitude e a variabilidade das

alteragOes observadas.

DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste estudo demonstram de forma consistente que o tempo de
armazenamento sob refrigeragdo exerce influéncia direta progressiva sobre a qualidade das
amostras citologica vaginais de éguas, especialmente no que se refere a integridade celular e a

capacidade de interpretacdo diagnostica. Esse comportamento estd amplamente descrito na
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literatura e pode ser atribuido a processos de degradagdo celular decorrentes da auséncia de
fixacdo imediata (McKinnon et al., 2011; Dascanio; McCue, 2014).

As amostras analisadas imediatamente apos a colheita apresentam padrao superior de
qualidade, com células integras, boa definicdo nuclear e citoplasmatica e elevada capacidade
interpretativa. Esse achado estd em concordancia com o descrito por Blanchard e equipe.
(2010), que ressaltam que o preparo imediato das laminas ¢ fundamental para preservar a
estrutura celular e evitar artefatos e degradacdes celulares o que permite a interpretagao
fidedigna da amostra.

Além disso, Samper (2009) destaca que a citologia vaginal depende diretamente da
preservagao morfoldgica das células, sendo extremamente sensivel aos tempos entre colheita e
processamento. Dessa forma, os achados do presente estudo refor¢gam o conceito de que o tempo
zero representa o padrdo-ouro na citologia vaginal.

A utilizagdo da refrigeracdo como método de conservagdo mostrou-se eficaz apenas
parcialmente, retardando, mas ndo impedindo, a degradagdo celular. Assim como descreve
McKinnon e colaboradores (2011), que relatam que a reducao da temperatura diminui a
atividade metabolica e enzimatica, porém nao ¢ capaz de interromper processos autoliticos. De
forma semelhante, Dascanio ¢ McCue (2014) descrevem que, mesmo sob refrigeracdo, as
células epiteliais continuam sofrendo alteragdes estruturais progressivas, especialmente quando
mantidas em ambiente umido e sem fixagdo. Assim, os resultados confirmam que a refrigeracao
representa uma estratégia atenuante, mas nao substitui a fixagdo precoce.

A progressiva deterioracdo morfoldgica observada nas amostras, caracterizada por
vacuolizacdo citoplasmatica, lise celular e alteracdes nucleares, podem ser explicadas por
processos de autolise celular e degradacao enzimatica. Segundo Junqueira e Carneiro (2017), a
autdlise ocorre devido a liberacdo de enzimas lisossomais apos a morte celular, resultando na
perda da integridade estrutural das células. Esse fenomeno ¢ acelerado em condi¢des de
armazenamento na auséncia de agentes fixadores. Além disso, Sharma e Sharma (2016)
destacam que células epiteliais expostas ao ambiente externo sofrem rapida degradagao,
principalmente quando sujeitas a variagdes de temperatura e umidade, fatores também presentes
nas condi¢des experimentais desse estudo.

Um dos principais pontos de relevancia deste estudo foi a identificacdo de limites
temporais para viabilidade das amostras, sendo até 6 horas de qualidade preservada, entre 12 e
24 horas leve comprometimento e 48 horas apresentando inviabilidade diagnostica. Esses
achados sdo compativeis com a recomendacao pratica descrita por Blanchard e equipe. (2010),

que indicam que atrasos superiores a poucas horas podem comprometer a qualidade das
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amostras citologicas. Entretanto, um achado importante, de forma experimental, ¢ que o estudo
demonstra que mesmo sob refrigeracdo héd perda significativa apds 24 horas, evidenciando
limite pratico para uso clinico.

Em relacdo a capacidade de interpretacao observada ao longo do tempo representa um
dos achados de maior relevancia clinica. A deterioragdo celular compromete diretamente a
identificacdo das diferentes populacdes celulares, dificultando a determinagao de fase do ciclo
estral, identificagdo de processos inflamatérios e diferenciacdo entre células epiteliais e
inflamatorias.

Segundo Ahmadi et al. (2006), a presenga de neutrofilos e alteragdes celulares depende
da qualidade da preservagdo adequada das estruturas celulares, sendo a qualidade da amostra
determinante para o diagnostico. Dessa forma, a perda de integridade celular compromete nao
apenas a qualidade técnica da 1amina, mas também a confiabilidade do diagndstico reprodutivo.

A andlise do desvio padriao evidenciou aumento da variabilidade entre as amostras,
especialmente em 12 ¢ 24 horas. Esse comportamento sugere que a degradagdo celular nao
ocorre de maneira homogénea entre os individuos. Esse fenomeno pode estar relacionado a
fatores como: diferengas na composicdo celular inicial, presenca de muco ou secrecdes €
variagoes individuais na resisténcia celular. Segundo Cowell et al. (2008), a variabilidade em
amostras citologicas ¢ esperada e pode ser influenciada por multiplos fatores bioldgicos e
técnicos, reforcando a importancia de interpretacao criteriosa.

Do ponto de vista clinico, os resultados indicam que o uso de refrigeragdo ¢ viavel
apenas a curto prazo, que atrasos prolongados comprometem a acurdcia diagnostica e a
padronizagdo da técnica ¢ essencial e possuem impacto direto na rotina veterinaria,
especialmente em condi¢des de campo. Em muitos casos, o processamento imediato nao ¢
possivel, sendo necessario o transporte do material até o laboratorio. Nesse contexto, Samper
(2009) destaca que a qualidade da citologia ¢ fundamental para decisdes reprodutivas, como
manejo do ciclo estral e diagndstico de endometrites e vaginites.

Apesar das evidéncias relevantes sobre o efeito do tempo de armazenamento na
qualidade de amostras citologicas vaginais de éguas, o estudo apresenta limitagdes relacionado
a variabilidade de amostras citologicas, uma vez quem a composicdo celular vaginal sofre
influéncia direta do ciclo estral e de fatores hormonais (Samper, 2009), visto que, diferentes
fases reprodutivas, como estro, diestro e anestro, podem impactar a quantidade, o tipo ¢ a
resisténcia das células epiteliais, interferindo na taxa e no padrao de degradagao. Dessa forma,
¢ plausivel supor que amostras coletadas em fases distintas apresente, diferencas em relacao a

quantidade de células obtidas, na resisténcia a degradacao e na qualidade geral da lamina, o que
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pode ter impactado, mesmo que indiretamente, os resultados observados neste estudo.

Além disso o método de colheita por escova endocervical, amplamente utilizado e mais
recomendado na pratica clinica para esse tipo de amostra, pode apresentar limitagdes quanto a
padronizacao da quantidade de material obtidos, principalmente se associado as diferentes fases
do ciclo estral, como descrito anteriormente. Em algumas amostras, foram observadas pouca
celularidade, o que pode ter influenciado a avaliacdo dos escores, especialmente nos tempos
mais prolongados de armazenamento.

Adicionalmente, embora o tempo de armazenamento tenha sido realizado sob
refrigerag@o controlada, variagdes discretas de temperatura e condigdes ambientais, comuns em
situacdes de campo, podem ter influenciado a estabilidade das amostras. Fatores como umidade,
manipulacdo e transporte também podem impactar a qualidade citologica.

Outro ponto a ser destacado ¢ que a avaliagdao das laminas foi realizada por meio de
escore subjetivo, baseado na interpretagdo do examinador. Apesar de amplamente utilizada em
citologia, essa abordagem pode apresentar variabilidade observador-dependente, o que poderia
ser minimizado com andlise por multiplos avaliadores ou métodos quantitativos
complementares.

Esses resultados e limitagdes abrem novas possibilidades para investigagdes futuras na
area de reproducao equina e citologia aplicada. Entre as possiveis linhas de pesquisa, destaca-
se a avaliagdo do impacto da experiéncia do avaliador na interpretacdo de lamina citologicas
em diferentes condig¢des de preservagdo, incluindo estudos comparativos entre examinadores
com diferentes niveis de treinamento podendo ser utilizados testes estatisticos como o
Coeficiente Kappa para medir essa concordancia, o que contribui para padronizagao da analise
citologica e reducdo da variabilidade interobservador.

Na 4rea da patologia veterinaria, pesquisas com outras espécies demonstram que o
tempo de armazenamento influencia diretamente a qualidade citologica, com degradagado
progressiva das células e aumento de artefatos em amostras retardadas (Meinkoth e Cowell,
2002). Em medicina humana, estudos citologicos também associada a perda de detalhes
nucleares e citoplasmatico, comprometendo a acuricia diagndstica (Bibbo; Wilbur, 2014), o
que reforca a universalidade dos achados contribuindo para pratica clinica na reprodugao

equina.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo demonstram que o tempo de armazenamento exerce
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influéncia direta e significativa sobre a qualidade das amostras citoldgicas vaginais de éguas,
afetando principalmente a integridade celular e a capacidade de interpretacdo diagnostica.A
analise dos dados evidenciou que o processamento imediato das amostras representa a condi¢ao
ideal para preservagao da morfologia celular, proporcionando melhor defini¢do nuclear e
citoplasmatica e maior confiabilidade na avaliagdo citologica.

Embora a refrigeracao tenha demonstrado efeito positivo ao retardar o processo de
degradacao celular nas primeiras horas pds-colheita, verificou-se que essa estratégia nao ¢
suficiente para impedir a progressao dos processos autoliticos, especialmente apds periodos
superiores a 24 horas.

Verificou-se que amostras armazenadas por até 6 horas mantiveram qualidade aceitavel
para analise, enquanto periodos entre 12 e 24 horas apresentaram comprometimento
progressivo, € o armazenamento por 48 horas resultou em perda significativa da integridade
celular e limitagdo importante da capacidade integrativa das laminas.

Também observou-se, que a capacidade de interpretacao € o parametro mais sensivel as
alteracdes ocorridas durante o armazenamento, sendo impactada ndo apenas pela degradagao
celular, mas também por fatores técnicos, como distribuicao celular, presenca de muco e
formacgao de artefatos.

Dessa forma, conclui-se que o tempo de armazenamento ¢ um fator determinante na
qualidade citologica, e que, para garantir maior acurdcia diagnostica, recomenda-se fortemente

o preparo e a fixacdo imediata das amostras ap0s a colheita.

CONSIDERACOES FINAIS

Os dados obtidos neste estudo reforgcam a importancia da padronizagdo das etapas de
coleta, armazenamento e processamento das amostras citologicas na reproducdo equina,
evidenciando que pequenas variagdes no manejo do material podem impactar de forma
significativa a qualidade dos resultados.

Além disso, os achados demonstram que a interpretacdo citolégica ndo depende
exclusivamente da condi¢do da amostra, mas também da experiéncia do examinador,
especialmente em cendrios de qualidade intermediaria, como observado no tempo de 24 horas.
Nessas situagdes, profissionais com maior treinamento tendem a apresentar maior capacidade
de interpretacdo, mesmo frente a presenca de alteragdes celulares e artefatos.

O presente estudo também abre perspectivas relevantes para futuras pesquisas,
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destacando a necessidade de investigagdes que explorem a influéncia da experiéncia do
avaliador na andlise citoldgica, o impacto da fase do ciclo estral na qualidade e celularidade das
amostras, a relacao entre grau de celularidade inicial e resisténcia a degradacao e a avaliagao
de diferentes métodos de colheita e armazenamento visando maior preservagao das amostras.

A comparagdo com estudos de outras espécies e da citopatologia geral sugere que os
efeitos observados neste trabalho nao sdo exclusivos da espécie equina, reforgando a
importancia do tempo e das condi¢des de preservacao na qualidade das andlises citologicas
como um principio universal.

Do ponto de vista pratico, os resultados possuem aplicacdo direta na rotina veterinaria,
especialmente em condigdes de campo, onde o processamento imediato nem sempre € viavel.
Nesses casos, a refrigeracdo pode ser utilizada como estratégia temporaria, desde que
respeitados os limites de tempo identificados neste estudo.

Por fim, este trabalho contribui para o aprimoramento do uso da citologia vaginal como
ferramenta diagnostica na reproducdo equina, fornecendo subsidios técnicos e cientificos que

auxiliam na tomada de decisao clinica e na melhoria da qualidade dos exames laboratoriais.
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