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O exame do conteido vaginal como processo de investigagio da atividade
ovariana foi praticamente introduzido em 1917 por StockArp & PapaNICOLAQU
(1), ao demonstrarem pela primeira vez que era possivel determinar a época do
estro na cobaia mediante o exame citologico de esfregagos vaginais. As varia-
¢es que apresentam as células, nas diversas fases do ciclo estral, sio tdo nitidas
nos roedores que permitiram a ALLEN & Doisy (2), alguns anos mais tarde,
crear o seu ja classico teste para pesquisa de estrogenos, baseado nas modifica-
¢oes induzidas por tais substincias na citologia vaginal de camundongas e ratas
castradas,

Variages periodicas do contetdo celular da vagina foram posteriormente
comprovadas em outras espécies superiores, inclusive na humana, mas nio com
a mesma nitidez que a observada nos roedores. Em relagio a espécie huma-
na, nem todos os autores concordam com a existencia de um paralelismo entre
essas variaches e a atividade ciclica do ovario, isto ¢, o ciclo menstrual, embora
nio se negue a existéncia de diferencas entre a citologia vaginal da infancia e
da menopausa ¢ a da mulher adulta em plena atividade ovariana. Di Paora
(3) que é um dos que negam o paralelismo acima citado, sugere ter o epitélio
vaginal um limiar de resposta baixo em relagio aos estrogenos, o qual, uma
vez atingido, nio The permite mais apresentar modificagdes em relagio ds pe-
quenas variaghes na concentragio de estrogenos da mulher adulta. Todavia,
desde que Paraxicoractu (4) publicou o seu exaustivo estudo afirmando de modo
convincente que as modificagdes periodicas encontradas na citologia vaginal hu-
mana estio diretamente relacionadas a atividade ovanana, muitos foram os au-
tores que o apoiaram nessa afirmagio, aduzindo muitas ¢ muitas provas que nio
poderiam ser desprezadas. Entre éstes se destaca RuBeNsTEIN (22, 7, 23, 24).

(*) Trabalho apresentado em 9 de fevereiro de 1944 4 Secio de Ginecologia ¢ Obste-
tricia da Associacio Paulista de Medicina.
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No presente trabalho sdo referidos os resultados do exame citologico vagi-
nal num grupo selecionado de casos, durante o ano de 1943, no Servigo Clinico
da Secio de Endocrinologia do Instituto Butantan, confrontando-os com os acha-
dos de outros autores, afim de julgar do valor do método como meio de ava-
liacio da atividade ovariana.

METODOS

A colheita de material tem sido feita de modo um tanto diverso pelos dife-
rentes pesquisadores,

ParAaNicoLAOU (4), em 1933, preconizou o uso de uma pipeta de vidro
curva numa extremidade e provida de uma pera de borracha na outra. A técni-
ca consistia em comprimir a pera, introduzir a por¢ao curva da pipeta na vagina
e, entio, por aspira¢io, colher o material e depositi-lo numa lamina, fixando-o
imediatamente. Esse é o processo adotado pela maioria dos autores, inclusive
por SHORR, cujo método de coloragio adotamos.

SaLmoN, WaLter & Gerst (5) adotaram um processo diferente. As pa-
cientes eram instruidas para fazer uma lavagem vaginal com igua na tarde em
que iam se submeter a exame. Este era feito, introduzindo um espéculo na va-
gina e limpando bem a cervice e os fundos de saco vaginais para, em seguida,
ao retirar o instrumento, arrastar com a sua valva posterior o fliido da parede
vaginal anterior. O f{liido vaginal presente na valva posterior do espéculo era
entio diluido em uma porgio igual de soro fisiologico e espalhado numa limina,
que se deixava secar ao ar para fixar.

Gerst & SaLmoN (6), em outro método, introduziam préviamente o espé-
culo na vagina, com o fim de observar a presenga ou nido de infecgio e, por
meio de uma pipeta de vidro, aspiravam uma pequena quantidade do fltido va-
ginal existente na superficie da sua valva posterior.

RUBENSTEIN (/) aconselha o emprégo de uma al¢a para a colheita do ma-
terial, que ¢ feita raspando-se brandamente a parede do fornix posterior da va-
gina, apos a introdugio prévia de um espéculo.

D1 Paora (3) utilizava a mesma técnica de PAPANICOLAOU, apenas introdu-
zindo a pipeta de vidro ja com algumas gotas de soro fisiolégico no seu interior,
que eram expelidas dentro da vagina, de modo a fazer com que o fliido vaginal,
entio diluido no séro fisiologico, entrasse espontineamente na pipeta pelo vasio
estabelecido.

Four~IiER, MANARo & Braxco (8), apés experimentarem virias técnicas
de colheita, deram preferéncia a uma pipeta de vidro ligada a um tubo de borra-
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cha, que por sua vez era ligado a um pequeno tubo de vidro que servia de peca
bucal, e dessa forma faziam a aspiragio por sucgdo, argumentando que a van-
tagem de tal processo era a de se poder graduar a aspiragio a vontade. Nos
casos de material escasso procediam como D1 PaAoLa, isto €, introduziam a pi-
peta jA com 0.3 cm?® de soro {isioloégico no seu interior e expeliam o liquido
na luz vaginal para, em seguida, fazer a aspiragio.

Mack (9) aconselha introduzir na vagina um bastio de vidro com a pon-
ta envolvida em algodio, fazendo um leve movimento de rotagio, cérca de uma
volta completa, contra as paredes vaginais e, em seguida, colocar a extremida-
de envolta em algoddo désse bastdo sobre uma limina bem limpa e imprimir-lhe
um movimento de rotacio, evitando a frigio, de modo a produzir um esfregaco
fino, com um minimo de pregueamento e destorgio celular.

Depois de experimentar todos éstes métodos e outros de menor importin-
cia de que tivemos conhecimento, chegamos i conclusio de que o melhor déles
era o original de PapaNIcoLAoU, ligeiramente modificado para se poder graduar
a aspiracio do fltido vaginal. Utilizamos tubos de vidro esterilizados e secos,
com cérca de 17 cm de comprimento, 4 mm de diametro externo ¢ 2 mm de dia-
metro interno (correspondente i luz do tubo), apresentando, pois, uma parede
de vidro com 1 mm de espessura, que nos pareceu suficientemente forte para nio
quebrar no interior da vagina durante as manipulagbes necessarias,. O tubo é
curvo numa extremidade e apresenta um orificio proximo a outra, orificio ésse
situado em diregio oposta 4 do recurvamento da outra extremidade; ésse orificio
€ por nés chamado “orificio de escapamento” (Fig. 1). Para criangas, usamos
tubos semelhantes mas de dimensbes menores.

As peras de borracha por nés empregadas sio as de tipo Mercurio n.? 1
(Rio Grande do Sul), que sio suficientemente moles para fazer uma sucgio
moderada; elas sio adaptadas a extremidade retilinea do tubo.

O tubo de vidro é introduzido na vagina pela sua extremidade curva, até
que se tenha verificado que a mesma tocou o fundo de saco posterior, pois sé
o material contido nessa porgio da vagina ¢ que deve ser colhido. Comprime-
se, entiio, a pera de borracha, fazendo-se sair o ar pelo orificio de escapamento,
e, em seguida, oblitera-se éste com o dedo; a pera de borracha passa entio a
fazer sucgiio pela extremidade curva do tubo, cuja dire¢io conhecemos, através
da posicio do orificio de escapamento, que, como dissemos, esti situado no lado
oposto. Faz-se movimentos de rotagio com o tubo, da direita para a esquerda
e da esquerda para a direita, afim de aspirar o miximo possivel de flaido va-
ginal e, quando se verificar que nio hd mais aspiragio, destapa-se o orificio de
escapamento, fazendo assim entrar o ar para o interior da pipeta ¢ da pera de
borracha ; esta manobra é fitil porque evita o refluxo de material para o interior
do tubo de vidro, o que dificultaria a execugio posterior do esfregago. A pi-
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peta ¢é entio retirada e executa-se o esfregago, graduando, por uma combinagio
de pressio na pera de borracha e maior ou menor obliteragio do orificio de
escapamento, a quantidade de fliido a ser depositada na lamina. Tivemos sem-
pre a preocupagao de fazer um esfregago muito pouco espésso. Uma vez exe-
cutado o esiregago, éste é imediatamente imerso numa mistura de alcool a 95%
e éter, em partes iguais.

A coloragido dos esfregagos foi feita pelo método de Smorr (10), que nos
pareceu o melhor para o fim a que nos propuzemos e que consiste essencial-
mente no seguinte:

1. Fixar o esfregaco enquanto timido em alcool 959 — éter (1:1) por
1-2 minutos.

2. Corar 1 minuto com o corante tiico Shorr 3.

d. Desidratar em alcoois (70% — 95% e absoluto) mergulhando a la-
mina cérca de 10 vezes em cada frasco.

4. Clarificar pelo xilol.

5. Montar em damar ou em balsamo do Canadai.

O corante tinico recomendado por SHORR (SHORR 3 ou S 3) tem a se-
guinte composi¢ao:

AlCool etilicom N09GE S0 s s has asswinrs -4 i 100 cm?
Biebrich Scarlet (solavel em igua) ...... SRR ) L
Orange. (= < o5 . cnasi s A A 0,25 g
FamtiGreeniFCE: Gl va dires o sitine L il 0,075 g
Acidoxfostotingsticn. Ause ., oo iaesereans 0,5 ¢
Acido fosfomolibdico ......... P = anlhS g
Acido acético glacial .......... ISP .+ 10 cm?

EBsse método é o dltimo de uma série de modificagoes introduzidas por
SHORR em seu meétodo original (11, 12) e nele emprega corantes (Biebrich
Scarlet e Fast Green FCF) da firma americana “National Aniline and Chemi-
cal Company” em virtude da escassez dos produtos originalmente empregados
(Ponceau de Xylidene e Licht Griin), que provinham da Alemanha. Nés em-
pregamos o Biebrich Scarlet e o Licht Griin de GrUBLER, com bons resultados.

Uma vez corada, examinamos a lamina ao microscopio para analisar a ci-
tologia existente e fazer, quando se desejou, a contagem percentual dos diferen-
tes tipos celulares, assim como avaliar a quantidade de leucicitos, hematias, mu-
co e o tipo da flora microbiana encontrada. A diferenciagio morfolégica das
células vaginais foi feita de acordo com o critério estabelecido por ParaNicorLaou
(4, 13), que nos pareceu melhor traduzir a realidade, por fugir & complicada
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variedade de tipos descrita por outros autores (14, 7). Quanto i interpreta-
¢io das propriedades corantes dos diversos elementos encontrados, seguimos os
dados de SHorr (10); ao invés, porém, de denominarmos as células com cito-
plasma corado em vermelho-alaranjado de ctlulas cornificadas, chamamo-las de
ceélulas acidofilas, reservando o termo “‘cornificado™ para as células cujas alte-
ragbes morfolégicas permitam essa qualificagio. As células com citoplasma co-
rado em verde pelo Licht Griin e que SHORR denomina de celulas nido cornifi-
cadas, foram por ndés denominadas de células basofilas, embora realmente se
trate de elementos nio cornificados, e 1sso apenas para que houvesse harmonia
de denominagdes.

Baseados nesses dados, podemos, entdo, distinguir 3 tipos de células nos
esfregacos vaginais, que, em virtude de sua situagio num epitélio vaginal proli-
ferado pela agio de substincias estrogénicas, foram por Papaxicoraou deno-
minadas células basais, células intermedidrias e células superficais. As células
basais (outer basal cells), sio as mais profundas, situadas préximo a tunica
propria, e se caracterizam por serem de pequeno tamanho, nucleo vesiculoso e
muito grande em relagio ao tamanho da célula e com citoplasma sempre basofilo.
As chamadas células basais internas (inner basal cells) ndo sio encontradas
em esfregagos ¢ mesmo que o fossem nio poderiam ser diferenciadas das cha-
madas células basais externas (outer basal cells): tal divisio s6 é justificada
em cortes de. epitélio.

Entre as células basais Paraxicoraou descreve, por também apresentarem
pequeno tamanho, as células de origem cervical; estas células tém caracteres
proprios e deverio ser reconhecidas, pois aparecem geralmente em esfregagos
de epitélio vaginal altamente proliferado, ao contririo das células basais tipicas
que sio encontradas em esfregaco de epitélio vaginal pouco ou nada proliferado.
As células intermediirias se caracterizam, de um modo geral, por serem alon-
gadas e apresentarem um nficleo comumente alongado e excentrico; o seu cito-
plasma ¢ baséfilo, podendo, todavia, ser acidofilo. As celulas superficiais sio
células chatas, de formato varidvel, nicleo vesiculoso ou picnético, citoplasma
basofilo ou acidéfilo. As células cornificadas apresentam de caracteristico a
reabsor¢io ou fragmentagio do niucleo, que poderd estar ausente nas células mais
tipicas.

Quando o epitélio vaginal esti em repouso, isto ¢, nio submetido a agio
proliferadora das substincias estrogénicas, éle é constituido unicamente por cé-
lulas basais, dispostas em um niimero de camadas muito reduzido, em geral
duas. Logo, porém, que éle fique submetido a agio do hormomio folicular,
0 que se di é, fundamentalmente, uma proliferagio a custa das células basais.
A medida que o epitélio se espessa, as células mais superficiais viio, a princi-
pio, se alongando e posteriormente se achatando, de modo a diferenciar as cé-
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lulas intermedidrias e superficiais. A medida que essas células se vio afastan-
do da camada basal torna-se cada vez mais dificil a sua nutrigio e elas vio
sendo sede de processos degenerativos, tais como picnose do ntcleo, acidofilia
do citoplasma e cornificagio. Tais processos, juntamente com as modificagdes
de tamanho das células, traduzem a agio das substincias estrogénicas sobre o
epitélio vaginal. A ordem de aparecimento dessas modificagies num epitélio
sob agiio de estrogenos nem sempre € a mesma e a importincia désse fenomeno,
assim como a do valor da sua maior ou menor intensidade, constitui objeto atual
de nossas investigagoes.

MATERIAL

Procedemos a exames do fliido vaginal em meninas, em fase comprovada-
mente pré-puberal, em adolescentes tanto normais como com atraso da menarca
ou com amenorréia primiria, em mulheres adultas eumenorreicas, em casos de
amenorréia secundiria (pelo menos um deles acompanhado repetidamente du-
rante o tratamento hormonal pelos estrogenos), em casos de menopausa e em al-
guns casos de distirbios menstruais nio especificamente aqui mencionados.

Nosso material ¢ ainda escasso, pois compreende apenas 26 casos; tratan-
do-se, porém, de casos bem selecionados, nos quais foi excluida a existéncia
de qualquer infeccido do trato genital susceptivel de alterar os resultados, parece-
nos licito tirar déles concluses.

Desejamos, como ja foi dito, relatar apenas o que o estudo do nosso ma-
terial e os trabalhos de outros autores nos sugeriram em relagio ao valor do
método como meio de se avaliar a atividade ovariana num dado caso. Poste-
riormente, quando contarmos com maior ntimero de casos, publicaremos dados
estatisticos sobre a freqiiéncia do que serid dito a seguir.

RESULTADOS E COMENTARIOS

Nos casos de auséncia total de atividade ovariana, isto &, de meninas em
fase comprovadamente prépuberal, em que nZo havia nem esbogo de caracteres
sexuais secunddrios e a genitilia era infantil, obtivemos sempre aquilo que
PapaNicoLAou chama de esfregago vaginal de tipo atrofico. Achamos mais con-
veniente denominar éste tipo de esfregaco, de esfregaco de epitélio vaginal em
repouso, isto é, ndo submetido a agdo estrogémica e justificamos essa denomi-
nagio em virtude da insignificante excregio de estrogenos encontrada em me-
ninas impuberes (15), bem como por ser a atividade estrogénica a tnica que
repercute de modo indubitivel sobre o epitélio vaginal (16, 17, 18). A agio
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da progesterona sobre ésse epitélio ainda é discutida, poucas sendo as pesquisas
até agora feitas para evidencia-la (19).

Nesse tipo de esfregago vaginal a quase totalidade das células encontradas
é de tipo basal, havendo apenas uma ou outra célula intermediiria ou superfi-
cial com citoplasma baséfilo, rarissimamente acidofilo. Hai, também, regular-
mente, um grande nimero de leucicitos e uma quantidade regular de muco
(Figs. 2 e 3).

Esfregacos vaginais désse tipo foram também encontrados na menopausa com
virios anos de duracio por PAPANICOLAOU e SHORR (16), apenas com a diferenca
de, a0 lado da abundincia de células basais, haverem aqueles autores encontrado
um niimero relativamente maior de células intermediarias e superficiais do que
o observado nos nossos casos de meninas em fase comprovadamente prépuberal.
Tais células eram, todavia, em namero escasso ¢ com citoplasma raramente aci-
défilo. Tinoco CaeraL (34) tem o mérito de haver sido o primeiro a descrever
esses esfregacos vaginais da menopausa.

Em adolescentes ainda nio menstruadas, mas cujos caracteres sexuais secun-
dirios estavam se desenvolvendo normalmente e assim como nos primeiros anos
da menopausa, isto é, em periodos de transi¢io entre a auséncia de atividade
ovariana ¢ a plena atividade ovariana da mulher adulta, o aspecto dos esiregagos
vaginais que obtivemos foi muito varidvel, dependendo do grau dessa atividade
e da sua repercussio sobre o epitélio vaginal. Como a atividade ovariana é uma
atividade ciclica, que se traduz por uma alternincia de periodos em que ora hd
aumento e ora diminuicio na concentragiio de estrogenos do organismo, é possivel
que ela possa se realizar em niveis subnormais, onde a menstruagio ou nio exista
ou, se existir, se traduza apenas pelo aparecimento microscopico de hematias,
Pelo menos, em relacio 4 menopausa, é o que poude evidenciar PapANICOLAOU
(20, 16), que encontrou, por duas vezes, em um caso de menopausa examinado
didriamente durante seis méses, a transformagio gradual do esfregaco de tipo atré-
fico em um esfregaco de tipo folicular, seguido de um pequeno periodo em que
apareciam eritrocitos e do retorno do esfregago novamente ao tipo atrofico. E
possivel, num exame diirio de um grande nimero de casos, nio s6 de menopausa
mas também de adolescentes normais niio menstruadas, descobrirmos em que
extensio tal ocorréncia existe ¢ assim contribuir para esclarecer alguns aspectos
do fenémeno da menstruagio.

Dessas consideragbes se deduz que a citologia vaginal em tais periodos de
transicio nio s6 é varidvel em relagio ao nivel em que o ovirio exerce a sua
atividade, mas também, numa mesma paciente, em relagio as variagdes por que
passa essa atividade. Todavia, baseado num tnico exame, pudemos, de um modo
geral, encontrar nesses periodos dois tipos de esfregagos vaginais, a que deno-
minamos:
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1. Esfregago de epitélio vaginal sob pequena agdo estrogénmica, em que as
células epiteliais encontradas sio, na grande maioria, ainda de tipo basal; em
numero pequeno e variavel, de tipo intermediario e superficial, com citoplasma
basofilo e, mais raramente, acidofilo (Fig. 4). O ntmero de leucdcitos é varii-
vel e, de um modo geral, tanto maior quanto menor for a porcentagem de células
epiteliais superficiais existentes. A quantidade de muco é também variivel e, nos
casos de menopausa, os esfregagos vaginais deste tipo contém com freqiiéncia um
nimero maior ou menor de eritrocitos.

2. Esfregaco de epitélio vaginal sob moderada a¢do estrogémica, em que
predominam de modo nitido as células epiteliais superficiais, em grande maioria
com citoplasma basofilo e algumas vezes acidofilo. A picnose nuclear é rara.
As células de tipo basal e intermediario, principalmente as primeiras, sio encon-
tradas em quantidade pequena e variavel e os leucocitos, em geral, sio abundantes,
Nio ha eritrocitos e a quantidade de muco é variavel (Fig, 5).

Os dois tipos de esfregacos mencionados representam, todavia, apenas dois
pontos de referéncia, necessirios num estudo descritivo como o que estamos
fazendo, durante uma série crescente de modificaches encontradas desde o esfre-
gaco de epitélio vaginal em repouso até o esiregago de epitélio vaginal sob franca
aciio estrogénica, encontrado na maior parte do ciclo menstrual da muther adulta
normal, como veremos mais tarde. Sempre os encontramos em nossos casos de
adolescentes ainda nio menstruadas, com excegiao de um tmnico, em que o esfregaco
era nitidamente de tipo folicular, revelando agdo estrogenica normal, exatamente
igual a encontrada no meio do ciclo menstrual da mulher adulta normal; neste
caso, as mamas e a genitilia eram bem desenvolvidas, havendo regular nimero
de pélos pubianos, e é de se pressupor que o ovario ja estivesse desempenhando a
sua fungio em nivel normal e que essa nossa paciente estivesse ja em vésperas da
menarca. Nio nos tendo sido possivel acompanhar com exames repetidos éste
caso, nio podemos, porém, tirar conclusdes a respeito dele.

Os dois tipos descritos de esfregagos foram por nos também comumente
encontrados em casos de amenorréia, tanto primaria como secundiria, e nos pri-
meiros anos da menopausa. PapaxicoLaov (21), baseado no exame da citologia
vaginal, propés para as amenorréias em geral uma classificagio em 3 grupos: a)
em que o esfregago vaginal é permanentemente atréfico, indicando auséncia de
atividade ovariana; b) em que o esfregago vaginal é permanentemente de tipo
intermediario entre o atréfico e o encontrado na mulher adulta normal, indicando
atividade ovariana subnormal e uniforme e ¢) em que o esiregago vaginal revela
a existéncia de modificacdes ciclicas e irregulares, imitando as que existem no ciclo
menstrual normal e traduzindo uma atividade ovariana periodica, todavia, insu-
ficiente para produzir a menstruagio. Os casos déste ultimo grupo sio em tudo
andlogos aos de menopausa um pouco atras relatados, em que foram demonstradas
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variages periodicas no esfregago vaginal. Este fato foi por nés também verifi-
cado em u'a mulher solteira de 335 anos de idade, que apresentava amenorréia

secundiria de 20 anos de duragio e obesidade; de acordo com PapaNicoraou,
deve-se supor que o ovario de tal paciente estivesse funcionando em nivel subnor-
mal, provavelmente sendo essa a causa da falta de menstruagio. Em outro caso
de amenorréia secundiria, no qual fizemos exames repetidos da citologia vaginal,
encontramos sempre esiregagos vaginais de tipo sob moderada agio estrogénica;
éste mesmo caso, sendo tratado posteriormente pelos estrogenos, apresentou, ao
exame citologico do esfregago vaginal, modificagdes caracteristicas de uma reagio
folicular, seguidas, alguns dias apés a 3a. injegio de 10.000 U. L. de benzoato de
estradiol, da eliminagio de uma serosidade sanguinolenta. Neste caso havia con-
comitantemente obesidade do chamado tipo ovariano, antecedentes de hipo e oligo-
menorréia e esterilidade.

Na mulher adulta eumenorreica ¢ geralmente admitido que o aspecto do
esfregago vaginal varia periddicamente, sendo em numero muito pequeno os auto-
res que negam a existéncia de tais variagdes. A discussio entre os autores comega,
entretanto, como j4 salientamos, quando se procura saber se tais variacbes periodi-
cas apresentadas pelo epitélio vaginal e conseqientemente refletidas no exame do
fliido vaginal, estio ou nio relacionadas com a fungio ciclica do ovirio, como
acontece com a mucosa uterina que indubitavelmente apresenta uma fase de pro-
liferacio e uma de secregio em cada ciclo menstrual normal.

Nos casos eumenorreicos, que examinamos didriamente durante um a dois
ciclos menstruais completos, constatamos sempre variages periddicas da citologia
vaginal que, por se terem repetido com as mesmas caracteristicas durante cada
ciclo examinado e apresentado a mesma duragio dele, consideramos correlatas a
funciio ciclica do ovario. Experimentalmente tal correlacio ji foi demonstrada

em macacas por ALLex (25).

A nosso vér, a dificuldade encontrada pelos autores que niio puderam inter-
pretar essas variagbes, considerando-as pouco nitidas, de dificil interpretagio e
nio permitindo precisar o que realmente esti se passando no ovario, decorre do
uso de métodos que nio permitem uma boa diferenciagio entre os elementos celu-
lares, como ¢ o caso do primitivo método de PApANICOLAOU (4), geralmente empre-
gado por todos e hoje substituido até mesmo pelo proprio autor (26, 27). Demos
preferéncia ao método de coloragio de Snorr (10), que torna bem evidentes tais
variagdes, corando o citoplasma dos elementos acidofilos (cornificados, segundo
0 autor) em vermelho-alaranjado e o dos basofilos (nio cornificados, segundo o
autor) em verde, mais intenso nos elementos mais jovens e mais pilido nos ele-
mentos mais diferenciados.

As variagdes encontradas em nossos casos € cuja existéncia ji mencionamos
serdo descritas pormenorizadamente mais adiante, no estudo de cada fase do ciclo
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menstrual. O fato que nelas mais chama a atengido é o aumento do nuamero de
células acidofilas que ocorre durante a chamada fase folicular; o niimero dessas
células vai aumentando até atingir um valor maximo, mais ou menos no meio
do ciclo menstrual, para em seguida decrescer até atingir a um valor minimo na
fase menstrual e no inicio da fase folicular seguinte. Tal fato tem sido encon-
trado também por outros autores (13, 28, 14) e portanto repetidamente confir-
mado. Parpaxicoraou (13) diz mesmo textualmente: “During the early part
of the follicular phase both basophilic and acidophilic superficial type cells are
well represented with the basophilic usually in the majority. As the follicular
reaction approaches its peak, the superficial squamous cells become larger and
more discret, while the acidophilic cells increase in number and often become
predominant™.

Para ésse aumento do numero de células acidofilas adotamos a sugestiva
denominagio de PAPANICOLAOU, que se vé no texto citado, e que € a de “reagio
folicular”. Durante a fase proliferativa ou pré-ovulatoria désse autor, o que ha
é uma tipica reagio folicular. Essa reagio éle a interpreta como sendo conse-
giiente a um aumento da quantidade de estrégenos em agao sobre o epitélio va-
ginal. Experimentalmente ela tem sido induzida por injegdes de estrégenos em
casos de menopausa (16) e de amenorréia secundaria, conforme relatamos um
pouco atras.

Afim de documentar e demonstrar de uma maneira clara e objetiva as va-
riagbes da citologia vaginal por nds encontradas, fizemos, durante os ciclos mens-
truais normais que examinamos, a contagem didria dos elementos epiteliais com
citoplasma basé6filo e com citoplasma acidéfilo, afim de estabelecer o seu wvalor
percentual nas diferentes fases do ciclo. Tal procedimento ji foi também em-
pregado por outros autores (14, 28). O seguinte grafico traduz nitidamente
essas variagdes durante o ciclo menstrual normal de u'a mulher adulta eumonor-
reica, com intervalos de 28 dias entre as menstruagies. A porcentagem de cé-
lulas acidéfilas é pequena tanto na fase menstrual, como nos dias subseqiientes,
a grande maioria dos elementos epiteliais existentes nessa ocasiio apresentando
citoplasma baséfilo. A medida que decorrem os dias, o niimero de células aci-
dofilas vai, de um modo geral, com pequenas oscilagdes diirias, aumentando
até as proximidades do meio do ciclo menstrual, quando entio apresenta um
aumento mais ou menos sabito que, no caso em apréco, foi de 27 para 68%
em 48 horas. O valor percentual das células acidofilas permanece nesse nivel
mdximo por alguns dias, com pequenas oscilagbes, e dai por diante vai, de um
modo geral, através de grandes oscilagbes didrias, decrescendo, de sorte que na
fase menstrual seguinte existem novamente poucas celulas com citoplasma
acidéfilo.

A reagio folicular traduz o aumento da taxa de estrogenos que se dia du-
rante o periodo de maturagio folicular e o seu dpice, segundo PApANICOLAOU,
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traduz o momento em que a ovulagio deve se dar. Por essa raziio, é possivel
que o sibito aumento do numero de células acidéfilas encontrado néste caso
seja o reflexo de uma ruptura folicular recente, com conseqiiente subito aumento
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da taxa de estrogenos no Organismo e mais intensa atividade estrogeénica sobre
o epitélio vaginal em constante descamagio. Todawvia, como tal fenomeno nem
sempre é encontrado, o aumento das células acidofilas se fazendo as vezes de
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modo gradual, nio sabemos por enquanto qual seja a sua importincia. O nii-
mero relativamente alto de células acidéfilas encontrado na segunda metade do
ciclo menstrual talvez seja devido ao fato de o corpo lateo também secretar hor-
monio estrogénico.

Nio temos ainda elementos, isto é, um nimero suficiente de casos, para,
baseado neles, dividir o ciclo menstrual em fases e, por isso, adotamos a divisio
estabelecida por Paraxicoraou (4, 13).

Durante todo o ciclo menstrual normal predominam as células de tipo su-
perficial. As células de tipo intermedidrio sio as vezes encontradas em qual-
quer época do ciclo e as de tipo basal s raramente e apenas durante o periodo
que vai do fim da fase pré-menstrual até o inicio da fase pré-ovulatéria seguinte.
Em virtude deste fato e por serem geralmente de citoplasma basofilo os ele-
mentos superficiais existentes nesse periodo, os esfregagos vaginais feitos na fa-
se menstrual e no inicio da fase pré-ovulatéria ou folicular, se assemelham aos
esfregagos de epitélio vaginal sob moderada agiio estrogénica e, como tal, podem
ser classificados, mesmo em se tratando de mulher adulta eumenorréica.

Os esfregagos vaginais feitos desde o fim da fase pré-ovulatdria até quase o
fim da fase pré-menstrual seguinte, em que ha um nimero variivel de células epi-
teliais superficiais baséfilas e acidéfilas e, as vezes, um nimero variivel de cé-
lulas intermediarias, constituem o que denominamos de esfregago de epitélio va-
ginal sob franca acdo estrogémica. Neles o niimero de leucécitos e a quantidade
de muco sio variiveis em relagio as diferentes fases do ciclo. As figuras 8,
9 e 10 sio exemplos déste tipo de esfregago, durante as varias fases do ciclo
menstrual.

Fase menstrual: Tem a duragio de 7 dias e se inicia quando se notam
0$ primeiros sinais macroscopicos de menstruacio; caracteriza-se nos trés a qua-
tro primeiros dias pela perda macroscopica de sangue e, nos esfregacos vaginais,
pela existencia de numerosas hematias.

A presenca de hematias em outras épocas do ciclo s6 raramente é encon-
trada, exceto na chamada zona ovulatéria, onde foi descrita (4) uma pequena
hemorragia microscopica subsegiiente & ruptura do foliculo e sobre cujo signifi-
cado nio hi acordo entre os autores.

Sob outros aspectos o esfregago vaginal da fase menstrual é anilogo ao do
inicio da fase pré-ovulatéria ou folicular a ser descrita logo a seguir. Ble pode
apresentar, todavia, de caracteristico, células do endométrio exfoliado, principal-
mente nos 2.2 e 3.2 dias quando o sangramento menstrual ¢ mais intenso.
Essas células, quando isoladas, sio dificilmente reconheciveis, confundindo-se
com os histiocitos, e porisso as percebemos sob a forma de fragmentos de te-
cido que uma vez encontrados tém valor patognoménico para o diagndstico
da fase,
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Fase pré-ovulatiria ou folicular: Tem a duragio de cerca de 4 dias, ou
seja, dura do 8° ao 12° dia do ciclo. Predominam as ceélulas epiteliais super-
ficais e, entre estas, as de citoplasma basofilo; todavia, 4 medida que se vai
aproximando o fim da fase, as células epiteliais superficiais com citoplasma aci-
défilo vao gradativamente aumentando em namero. Ha também fregiientemente
células de tipo intermediirio e, as vezes, apenas no inicio da fase, células de
tipo basal (Fig. 6).

A medida que aumenta o nimero de células acidofilas, as células vio se
tornando maiores e mais chatas e vai havendo uma diminuigio do tamanho do
niicleo, que tende a tornar-se picnético (Fig. 7). Esse aumento é, todavia, va-
riavel ¢ o numero maximo de células acidofilas encontrado seria maior ou me-
nor segundo éste ou aquele caso; PapaNicoLaou fala apenas em predominancia
(13), RUBENSTEIN encontrou valores até 1009% (28) e nos valores de 60 a 80%.

No inicio desta fase ha uma grande quantidade de muco e numerosos leu-
cocitos, e 4 medida que se aproxima o fim vai havendo, geralmente, uma pro-

gressiva leucopenia.

Fase pés-ovulatéria: Tem a duragio de cérca de 5 dias, isto ¢, dura do
132 ao 172 dia do ciclo. Entre ela e a anterior estaria a zona de ovulacio de
ParaNicOLAOU, que se caracteriza por um stbito aumento da quantidade de leu-
cocitos e, as vezes, pela presenga de uma hemorragia microscopica (4); estas
modificacdes siio, todavia, de dificil constatagio, nio existindo ainda acordo
geral em relagio i sua existéncia.

Predominam como sempre as células superficiais e o inicio da fase se ca-
racteriza por uma leve diminui¢io ou uma igualdade do valor percentual das
ctlulas acidofilas em relagio a ultima verificagio feita. De um modo geral, os
elementos baséfilos vio gradativamente aumentando em numero e, em virtude da
maior descamacio existente, as células apresentam os bordos comumente do-
brados oferecendo um aspecto muito irregular, tendendo a se colocarem em gru-
pos, is vezes grandes, de células descamadas. Sido freqiientes as placas de ce-
lulas descamadas e a picnose do niicleo é ainda freqiientemente encontrada. Os
leucécitos, a principio escassos, tendem a aumentar em nlimero com o decorrer da

fase (Fig. 8).

Fase pré-menstrual: Tem a duragio de cérca de 10 dias, isto é, dura do
18° ao 289 dia do ciclo. As células epiteliais superficiais basofilas predomi-
nam francamente sobre as acidofilas e essa predominancia é tanto maior quan-
to mais proxima a fase menstrual, embora seja vanavel, isto é, maior ou menor,
com o decorrer da fase. A picnose nuclear é mais rara e vai gradualmente desa-
parecendo. O numero de leucdcitos ¢ muito variavel, tanto maior quanto mais
proxima a fase menstrual (Fig. 9).
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E dificil estabelecer um marco de separacio entre esta fase e a anterior,
assim como é possivel confundir-se um esiregaco feito nesta fase com outro
feito no inicio da fase pré-ovulatéria. Por esssa razio, as vezes, sio necessa-
rios 2 a 3 esfregacos consecutivos para se conseguir determinar a fase do ciclo.

Acao dos andrégenos: A agao do hormonio androgénico sobre o epitélio
vaginal se exerce em sentido contrario ao das substancias estrogénicas e, porisso,
tem sido demominada de antiestrogénica. Tal agdo foi pesquisada por varios
autores (28), tendo ficado demonstrado que ela determina em mulheres adul-
tas normais, a parada do fluxo menstrual e uma involugio do epitélio vaginal
que se torna atrofico; estas modificagbes segundo os referidos autores podem
ser acompanhadas pelo exame da citologia vaginal, onde se notari a transicdo
gradual do esfregaco de epitélio vaginal sob franca agio estrogénica da mu-
lher adulta normal para um esfregaco de epitélio vaginal em repouso ou sob
agao estrogenica nula.

A maneira pela qual os androgenos exercem essa agdo sobre o epitélio va-
ginal ainda é discutida; se bem que pareca que éles atuem diretamente sobre
o epitélio vaginal (29), é possivel que a sua atividade se exerga inibindo a
a¢io gonadotrépica da hipofise, désse modo diminuindo indiretamente o esti-
mulo estrogénico sobre o epitélio vaginal (30, 31).

Acdo do fator gonadotrépico: A agio da fragio gonadotrdpica da hipofise
sobre o epitélio vaginal se exerce através do ovirio e é porisso idéntica a dos
estrogenos; ela jia foi demonstrada na especie humana por SHORR e Papa-
Nicoraou (32).

O exame da citologia vaginal, em virtude da simplicidade de sua técnica,
pode ser utilizado rotineira e intensamente no estudo dos problemas concernen-
tes i fisiologia e patologia ovariana, permitindo nio s6 uma melhor compreensio
das diversas ginecopatias enddcrinas, como também uma terapéutica melhor o-
rientada das mesmas,

Assim, pelo seu estudo, nos é possivel determinar o estado funcional dos
ovirios em casos de amenorréias, tanto primdrias como secundirias, e de me-
nopausa. A existéncia de variagbes ciclicas nesses casos revela um ovirio fun-
cionante mas ndo em grau suficiente para que a menstruagio se de.

A terapéutica estrogenica nesses casos podera ser regulada pelo exame re-
petido da citologia vaginal, evitando-se consequentemente o emprégo de doses
excessivas, superiores ds necessirias para a produgio de uma reagio folicular
tipica, que, de per si, bastaria ao tratamento, como ja foi demonstrado para a
menopausa (16).
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A terapéutica pelos hormonios gonadotropicos também de muito se bene-
ficiard sendo acompanhada pelo exame da citologia vaginal; a falta de respos-
ta do ovirio, no caso de uma glindula atréfica ou hipoplisica, assim como a in-
suficiéncia da dose empregada, poderiam ser precocemente descobertas pelo nio
aparecimento das alteragGes de tipo folicular no esfregago vaginal.

No tratamento androgénico das ginecopatias seri util, através dos esfre-
gacos vaginais, determinar a dose necessaria para induzir modificagbes atro-
ficas no epitélio vaginal e assim evitar o emprégo de doses excessivas. Do mes-
mo modo, a castragio radiologica poderi ser controlada e avaliada através das
modificagbes que aparecerem na citologia vaginal.

O método dos esfregagos vaginais tem ainda, ao que parece, uma grande
aplicacio como meio de testar na espécie humana as substancias estimulantes ou
inibidoras da estrogénese, 4 semelhanca do que se faz para a tirdide dessecada,
em que se empregam casos de mixedema com metabolismo basal baixo.

Nos problemas de esterilidade, ésse método pode ser usado para a deter-
minagio da época em que a ovulagio se deve dar. D’Amour (33), em traba-
lho recente, comparando diversos métodos utilizados para a determinagio da
época da ovulagio, di grande valor ao método dos esfregagos vaginais.

No nosso entender o exame da citologia vaginal é um exame de real valor
¢ com multiplas aplicagbes, das quais citamos apenas as principais; de um modo
geral, sempre que o estudo da fungio ovariana se fizer necessirio ésse método
podera ser utilizado para refletir, de modo facil ¢ mais ou menos seguro, as
variagies da taxa de substincias estrogénicas, que, em ultima anilise, traduzem
fenémenos que ocorrem nos ovirios durante o ciclo menstrual e particularmente
durante as diversas fases da vida sexual feminina. O exemplo mais recente
de um tal estudo é o do emprégo dos esfregagos vaginais com o fim de tradu-
zir as alteragbes ciclicas da fungio ovariana para correlaciond-las com as alte-
ragbes que se operam no psiquismo e interpretadas i luz da psicanilise (23, 24).

SUMARIO

Foram relatados os resultados obtidos com o exame da citologia wvaginal
humana durante o ano de 1943, na Secio de Endocrinologia do Instituto
Butantan,

Preliminarmente foi estudada a questio técnica, e entio apresentada uma
modificacio da pipeta utilizada por PapaNicorAou.

Os casos estudados foram os mais variados de modo a tornar possivel uma
visio de conjunto. Foram feitos exames em meninas em fase comprovadamen-

te prepuberal, em adolescentes, tanto normais como com atraso da menarca ou
Com amenorréia primdria, em mulheres adultas eumenorréicas, em casos de ame-
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norréia secundaria, pelo menos um déles acompanhado repetidamente durante
o tratamento hormonal pelos estrogenos, em casos de menopausa e em alguns
casos de disturbios menstruais.

Foi sugerida a classificacio dos esfregagos vaginais encontrados em 4 ti-
pos gerais: 1.9) esiregacos de epitélio vaginal em repouso, isto é, nio subme-
tido 4 agio estrogénica; 2.9) esfregagos de epitélio vaginal submetido a peque-
na agio estrogenica; J3.%) esfregacos de epitélio vaginal submetido a moderada
agdo estrogenica e 4.9) esfregacos de epitélio vaginal sob franca agdo estrogénica.

Foram encontradas, confirmando os achados de PapaNIicoLAOU, RUBENSTEIN
e outros, modificagbes ciclicas da citologia vaginal durante o ciclo menstrual
normal, tendo sido possivel, por meio da contagem dos diferentes elementos
celulares, tornar mais evidente a chamada reagio folicular caracteristica da épo-
ca em que a ovulagio deve se dar,

Finalmente, com base nos resultados obtidos e no de outros autores, foram
analisadas as possibilidades do método como meio de estudar a fungio ovariana
e traduzir as variagbes da taxa de substincias estrogénicas, durante o ciclo
menstrual e as diversas fases da vida sexual feminina.

ABSTRACT

The results with the vaginal smear technic in patients from the “Secio de
Endocrinologia do Instituto Butantan™ are presented. The material was obtained
by using a curved glass pipette, a slight modification of that of Paraxicoraou,
and stained by the Shorr’s method.

The cases studied were of normal prepubertal or adolescents girls, with
delayed menarche or primary amenorrhea, adult eumenorrheic women, secondary
amenorrhea or others disorders of the menstrual cycle and menopause.

A classification of the vaginal smears in four general types was suggested:
1.) smears from vaginal epithelium no submitted to estrogenic action, characte-
rized by cells of the outer basal type and numerous leucocytes: 2) smears from
vaginal epithelium submitted to slight estrogenic action, characterized by an
increasing number of cells of the intermediate and superficial types with baso-
philic cytoplasm and vesiculous nucleus; 3.) smears from vaginal epithelium
submitted to moderate estrogenic action, characterized by a greater number of
superficial cells with still predominantly basophilic cytoplasm and vesiculous
nucleus, and, finally; 4.) smears from vaginal epithelium submitted to full estro-
genic action, characterized by the greatest number of superficial cells with pre-
dominantly acidophilic cytoplasm and picnotic nucleus and a few leucocytes.
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In the adult eumenorrheic women, cyclic modifications of the vaginal citology

Were encountered, in agreement with the findings of PApaNIcoLAoU, RUBENS-
TEIN and others. The so called follicular reaction was evidenced by counting the
cells during all the cycle.

The possibilities of the vaginal smear technics a method of studying the

flﬂnmn ovarian function through the variations in organic estrogenic levels and
its action in vaginal epithelium were considered.
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Fic. 1
Pipeta de vidro. Notar o orificio de escapamento.

(lass papette. Note the opeming for air passage.
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F1G.
Esfregaco de epitélio vaginal nio submetido 4 acio estrogenica, obtido de menina impa-
bere. Pode ser encontrado também nos dltimos periodos da menopausa. > 50,
Smear from wvaginal epithelium no submitted to estrogenic action, from a girl in the
prepubertal state. It is also found in the last periods of menopanse.

L&)

Fic. 3
Esiregaco de epitelio vaginal nio submetido 4 acio estrogénica, em mailor aumento para
se verificar as células basais, > 300,
Smear from vaginal epithelium no submitted to estrogenic action in higher-power view,
to sce the outer basal cells

20
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Fic. 4
Esfregago de epitélioc vaginal sob pequena acio estrogénica, obtido de uma mulber mno
scgundo ano da menopausa. E encontrade também na adolescéncia. % 300,
omear from vaginal epithelium submitted to slight estrogenic action, from a woman with
two years of menopause. It is also found in adolescent girls.

Fic, §

Esfregago de epitélio vaginal sob moderada acio estrogenica obtido em um caso de in-
suficicncia ovariana (amenorréia). £ também encontrade mno inicio da menopatisa, na
adolescéncia ¢ no inicio da fase préovulatéria, 3 300
Smear from vaginal cpithelium submitted to moderate estrogenic action, from a case of
ovarian failure (amenorrhea). It is also found in early menopanse, adolescent girls and
in the first part of the preovulative phase.
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Fic. &
Esfregaco de epitélio vaginal sob meoderada acio estrogémica, do inicio da fase pré-
ovulatéria. Assinalada ve-se uma cflula intermedidria. X 300,
Smear from vaginal epithelium submitted to moderate estrogenic action, from the carly
part of the preovulative phase. The arrow shows an intermediate cell

Fic. 7

Esfregago de epitélio vaginal sob franca agio estrogénmica, do fim da fase préovulatiria
ou folicular, traduzindo o dpice da reacio folicular. Veém-se sdmente cclulas superficiais,
a grande maioria com ndcleo cariopicnitico e citoplasma acidofilo. X 300,

Smear from vaginal epithelium submitted to full estrogemic action, from the end of the
pre-ovulative or follicular phase, corresponding to the peak of the follicular reaction. There
is only superficial cells in the view, the great majority with picnotic nucleus and acido-
philic cytoplasm.
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Fic. 8
Fsfregaco de epitélio vaginal sob franca acio estrogenica, da fase postovulatiria. Nota-se
grande nimero de cflulas dobradas, tradozinde grande descamagio. X 300,
Smear from vaginal epithelium submitted to full estrogenic action, from the post-ovulatory
phase. There is a greater number of folded cells, corresponding to great descamation.

T T T o e oy e g
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Fic. 9
Esfregaco de epitélio vaginal sob franca acio estrogenica da fase pré-menstrual. Notar o
grande ntmero de lencicitos. 3 300,
Smear from vaginal epithelium submitted to full estrogenic action, from the premenstrual
phase. There is numerous leucocytes,
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Fic. 10
Pequenos trechos a cores das microfotografias apresentadas. O nimego a0 lado é o mesmo da figura
4 microfotografia correspondente. Os nameros 3, 4, § ¢ 7 traduzem os 4 tipos gerais de esfregacos
vaginais, a saber:
3 — Esfregago de epitelio vaginal em repouso,
4 — Esfregago de epitelio vaginal submetido a pequena acio estrogénica.
5 — Esfregaco de epitélio vaginal submetido a moderada acio estrogénica.
¢ — Esiregago de epitchio vaginmal submetido a framca acio estrogénica.
O nimeros 5, 7, 8 e 9 traduzem as modificacles ciclicas da citologia vaginal durante o ciclo menstrual
normal :
§ — Inicio da fase préovulatiria.
— Fim da fase préovulatiria ou dpice da reacio folicular, indicando o
momento em que a ovulacio deve se dar.
§ — Fase post-ovulatonia.
9 — Fase pré-menstrual
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