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Resumo

Introdugdo: O ciclo reprodutivo de ratas Wistar, denominado ciclo estral, tem duragdo de 4 a 5 dias, ocorre no inicio da puberdade e termina com
a senitude, geralmente quando as ratas completam 12 meses, e é didaticamente dividido em quatro fases: proestro, estro, metaestro (ou dietro I)
e diestro (ou diestro II). A ovulagdo ocorre no inicio de proestro até o final do estro; a caracterizagdo de cada fase do ciclo baseia-se na proporgado
entre trés tipos celulares observados no esfregaco vaginal: células epiteliais, células cornificadas e leucdcitos. Objetivo: Implantar e padronizar a
técnica de citologia vaginal para a identificagdo e monitorizacdo das fases do ciclo estral em ratas Wistar no biotério das Faculdades Integradas
Padre Albino (FIPA) da cidade de Catanduva-SP. Material e Método: Para tanto foram avaliados os esfregacos vaginais de 10 ratas durante um
periodo de 30 dias. Resultados: Em proestro observou-se predominio de células epiteliais nucleadas, em estro células cornificadas e anucleadas,
metaestro apresentou aproximadamente a mesma proporcao entre leucdcitos, células cornificadas e epiteliais anucleadas e em diestro predominio
de leucdcitos. Conclusdo: O procedimento descrito no presente estudo permitiu a implantagdo da técnica de citologia vaginal para a identificagao e
monitorizagdo das fases do ciclo estral em ratas Wistar no biotério da FIPA da cidade de Catanduva-SP e o inicio de linha de pesquisa envolvendo
ensaios sobre a agdo teratogénia através do projeto intitulado “Avaliagdo da toxicidade materna e fetal em ratas Wistar tratadas com cha verde
(Camellia sinensis) durante a prenhez”.
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Abstract

Introduction: The reproductive cycle of Wistar female rats, called estrous cycle lasts from 4 to 5 days, occurs early in puberty and ends with
senitude, usually when the female rats complete 12 months and is didactically divided into four phases: proestrus, estrus, metaestrus (or diestrus
1) and diestrus (or diestrus II). Ovulation occurs in early proestrus until the end of the estrus cycle; the characterization of each phase is based on
the ratio of three cell types observed in vaginal smear: epithelial cells, keratinized cells and leukocytes. Objective: To implement and standardize
the vaginal cytology technique for identifying and monitoring the phases of the estrous cycle in female rats at the vivarium of the Faculdades
Integradas Padre Albino (FIPA) in the city of Catanduva-SP. Material and Method: Therefore, we evaluated the vaginal smears of 10 rats over a
period of 30 days. Results: In proestro there was a predominance of nucleated epithelial cells, while in estrus a predominance of cornified and
anuclear cells. During metaestrus there was approximately the same proportion of leukocytes, cornified and anucleated epithelial cells, while
during diestro there was a predominance of leukocytes. Conclusion: The procedure described in this study allowed the implantation of vaginal
cytology technique for identifying and monitoring the phases of the estrous cycle in female rats at the vivarium of the FIPA in the city of Catanduva-
SP and the beginning of the research line involving tests on teratogenicity action through the project entitled "Evaluation of maternal and fetal
toxicity in wistar female rats treated with green tea (Camellia sinensis) during pregnancy”.
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Resumen

Introduccién: El ciclo reproductivo de las ratas Wistar, llamado ciclo estral dura de 4 a 5 dias ocorre al comienzo de la pubertad y termina con
senitude, por lo general cuando las ratas completan 12 meses y se divide en cuatro fases didactica: proestro, estro, metaestro (o didmetro I) y
eldiestro (o diestro II). La ovulacion se produce en proestro temprano para el final de las caracteristicas del ciclo de estro de cada fase en base a
la relacion de los tres tipos de células observadas en frotis vaginal: células epiteliales, células queratinizadas y leucocitos. Objetivo: Implementar
y estandarizar la técnica de citologia vaginal para la identificacion y seguimiento de las fases del ciclo estral en ratas Wistar en el vivero de las
Faculdades Integradas Padre Albino (FIPA) en la ciudad de Catanduva-SP. Material y Método: Por lo tanto, se evaluaron las muestras vaginales
de 10 ratas durante un periodo de 30 dias. Resultados: En proestro hubo un predominio de células epiteliales nucleadas en las células del estro
cornified y sin nlcleo, metaestro aproximadamente mostraron la misma proporcién de glébulos blancos, glébulos cornified y epiteliales sin nlcleos
y predominio de leucdcitos diestro. Conclusion: El procedimiento descrito en este estidio permitio la implantacion de la técnica de citologia vaginal
para la identificacion y seguimiento de las fases del ciclo estral en ratas Wistars en el vivero de la FIPA en la ciudad de Catanduva-SP y la linea de
busqueda que comienza sobre ensayos con la accion teratogenicidad a través del proyecto titulado “Evaluacion de latoxicidad materna y fetal en
ratas Wistar tratadas con té verde (Camellia sinensis) durante el embarazo”.

Palabras clave: Ciclo estral. Frotis vaginal. Ratas Wistar.
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INTRODUCAO

A puberdade em ratas Wistar corresponde ao
periodo de crescimento e maturacao dos odcitos nos
ovarios, culminando no primeiro ciclo reprodutivo, e ocorre
de um a dois dias apds a abertura do canal vaginal que,
por sua vez, se da entre o0 280 e 0 490 dia de vida'.

O ciclo reprodutivo destes animais, denominado
ciclo estral, tem duracdo de 4 a 5 dias, ocorre no inicio da
puberdade e termina com a senitude, geralmente quando
as ratas completam 12 meses, e é didaticamente dividido
em quatro fases: proestro, estro, metaestro (ou dietro I)
e diestro (ou diestro II). A ovulagdo ocorre no inicio de
proestro até o final do estro; a caracterizagdo de cada fase
do ciclo baseia-se na proporcdo entre trés tipos celulares
observados no esfregaco vaginal: células epiteliais, células
cornificadas e leucdcitos'2.

Durante a fase proestro os niveis de LH,
prolactina e FSH permanecem baixos e aumentam no
final do proestro. O estradiol comega a aumentar em
metaestro, atingindo seu pico maximo durante o proestro,
retornando aos niveis basais na fase estro. A secrecdo
de progesterona também aumenta durante o metaestro
e diestro com reducdo posterior, quando os valores de
progesterona sobem para alcancar o seu segundo pico no
final do proestro?.

A identificacdo das fases do ciclo estral é realizada
através da observagdo do esfregaco vaginal. Proestro é
caracterizada por um grande nimero de células redondas,
polinucleadas que se apresentam dispersas ou agrupadas.
Em estro o esfregago vaginal evidencia a presenca de
células queratinizadas e anucleadas. Em metaestro sao
visualizados inimeros leucdcitos e filamentos de muco e
em diestro a mucosa vaginal € fina com poucos leucdcitos,
algumas células queratinizadas e muco®*.

O monitoramento do ciclo estral permite a
realizacdo de ensaios sobre aspectos do ciclo reprodutivo,
a influéncia de fatores ambientais sobre a reproducdo e a
acdo de substdncias potencialmente teratogénicas sobre
a progénie.

OBJETIVOS

O objetivo do presente estudo foi implantar e
padronizar a técnica de citologia vaginal para a identificacdo
e monitorizacdo das fases do ciclo estral em ratas Wistar
no biotério das Faculdades Integradas Padre Albino (FIPA)

da cidade de Catanduva-SP.

MATERIAL E METODO

Foram utilizadas 20 ratas Wistar fémeas (Rattus
norvergicus), com trés meses de idade, pesando 200 a
300g. Durante o experimento, os animais permaneceram
em gaiolas de polietileno, dois por gaiola, mantidos em
ambiente com temperatura controlada (22 a 250° C)
sob condigao constante de umidade (50% =+ 5) e ciclo
de luz claro/escuro de 12 horas, alimentados com racao
comercial Nuvilab® CR1 Nuvital Nutrientes S/A, Brazil, e
agua ad libitum. Os procedimentos experimentais foram
realizados na Unidade Didatica de Pesquisa Experimental
(UDPE) da FIPA.

A coleta do lavado vaginal foi realizada com uso
de pipeta Pasteur contendo 0,5 mL de solucdo salina de
cloreto de sddio a 0,9%. A ponta da pipeta foi introduzida
no orificio vaginal do animal, uma gota da solucdo salina
foi coletada, aspirada e gotejada em laminas de vidro.

Durante 30 dias, todas as manhas, entre 9 e 10
horas foi realizada coleta de lavado vaginal e observacao
do esfregaco vaginal em microscopio dptico comum sem
uso de condensador (campo escuro), em aumentos de 10
e 40 vezes. A coleta foi realizada diariamente por 30 dias,
sempre no mesmo horario para assegurar a regularidade
do ciclo antes do inicio da realizacdo do experimento.

Trés tipos de células foram identificados: células
epiteliais, células cornificadas e leucdcitos, possibilitando
o reconhecimento da fase do ciclo estral de cada animal.

Os ciclos foram considerados irregulares quando
se mantinham na mesma fase durante 4-5 dias ou quando
ndo era observada a sequéncia proestro, estro, metaestro
e diestro (ou intermediarios) entre as fases.

O trabalho foi aprovado pela Comissdo de Etica
no Uso de Animais (CEUA - FIPA), através do protocolo
n°, 150424-03.

DISCUSSAO E CONCLUSOES

A duracdo média do ciclo estral foi 4-5 dias
para 65%-70% das ratas. Entretanto, alguns animais
apresentaram ciclos mais regulares, dados concordantes
com a literatura consultada®”.

De um modo geral, alguns ratos apresentam maior
agressividade nas fases iniciais das coletas da secrecao
vaginal. Entretanto, apds a primeira semana os animais
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mostraram-se menos agressivos, provavelmente por
habituarem-se aos procedimentos de coleta. Ressaltamos
que, diante do comportamento observado nos primeiros
dias de manipulacdo dos animais, os experimentos
envolvendo o monitoramento das fases do ciclo devem ser
iniciados apds o décimo dia de coleta a fim de evitar que
0 estresse resultante da manipulacao ndo influencie nos
resultados experimentais’.

O procedimento descrito no presente estudo

permitiu a implantacao da técnica de citologia vaginal para
a identificagdo e monitorizacdo das fases do ciclo estral
em ratas Wistar no biotério das Faculdades Integradas
Padre Albino (FIPA) da cidade de Catanduva-SP e o inicio
de linha de pesquisa envolvendo ensaios sobre a agdo
teratogénia através do projeto intitulado “Avaliacao da
toxicidade materna e fetal em ratas Wistar tratadas com

cha verde (Camellia sinensis) durante a prenhez”.
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