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Estudo da correlacao das caracteristicas citolégicas
vaginais e os niveis séricos de estradiol e
progesterona em leao africano (Panthera leo)

mantidos em cativeiro

1 - Departamento de Reprodugao Animal da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sao Paulo - Sao Paulo,SP
2 - Fundacao Parque Zooldégico de Sao Paulo - Sao Paulo/SP

Resumo

Foram estudados 11 exemplares de fémeas adultas de ledes africanos
(Panthera les) mantidas na Fundacio Parque Zoolégico de Sio Paulo
(FPZSP) quanto as caracteristicas da citologia vaginal, nfveis hormonais
(estradiol e progesterona) e suas correlagoes. As caracteristicas celulares
vaginais encontradas nas leoas foram semelhantes as descritas para os
felinos domésticos. Adotando-se os padrées hormonais de estradiol
(E2) e progesterona (P4) que definem as fases do ciclo estral de felinos
domésticos, foi possivel caracterizar trés fases do ciclo ovariano nas
leoas: Diestro, Estro e Interestro. O nivel médio de E2 sérico
encontrado na fase caractetizada como Estro (23,33 +/- 2,92 pg/ ml),
apresentou-se mais alto do que nas outras fases estudadas e o nivel
médio de P4 sérico encontrado na fase de Diestro (20,12 +/- 17,55
ng/ ml) aptesentou diferenca estatistica significativa em comparagio s
outras fases estudadas. Demonstrou-se também, a existéncia de
correlagao de intensidade média entre os niveis séticos de P4 e o nimero
de células superficiais corneificadas (= - 0,603 ¢ p = 0,0496) ¢ entre P4
¢ células intermediarias (r = 0,637 ¢ p = 0,0350). Também foi
demonstrada a existéncia de correlagdo negativa de forte intensidade
entre os numeros de células superficiais corneificadas e o de células
intermediarias. (r=-0,979 ¢ p < 0,0007). Concluimos que a correlacio
entre as caracterfsticas celulares vaginais e os niveis séricos de
progesterona e estradiol permitiram-nos determinar trés diferentes
fases do ciclo ovariano da fémea de ledo africano.

Palavras-chave:
Panthera leo.
Leao africano.
Citologia vaginal.
Estradiol.
Progesterona.

Introducao

Os ecossistemas naturais de florestas,
savanas, pradarias e pastagens, desertos,
tundras, tios, lagos e mares contém a maior
parte da diversidade biologica da Terra. Os
esforcos visando a conservaciao da
diversidade bioldgica aumentaram muito
nos ultimos 20 anos, mesmo assim a
destruicio e a perda da diversidade biologica
continuam acontecendo. A acio humana
sobre as diferentes espécies de felinos
silvestres, se da pela caca e a captura de
forma legal ou ilegal que, juntamente com a

degradacio dos habitats naturais, levam a um
declinio das suas populacdes'. Neste
contexto, os zooldgicos sdo responsaveis
pela manutengdo de animais silvestres em
cativeiro, atuando de varias formas na
conservagdo das espécies, promovendo a
reproducdo em cativeiro e realizando
atividades em educacio ambiental,
aumentando o interesse, afeicio e
conhecimento do publico em geral sobre a
fauna silvestre. O desempenho reprodutivo
destas espécies em cativeiro, a chamada
reproducio ex-situ, depende de condi¢des
ideais de alojamento, nutricio, medicina
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preventiva e da adaptacido dos individuos a
estas condi¢oes. Muitas espécies, além disto,
dependem da aplicacdo de técnicas de
reproducio assistida para efetivamente se
reproduzir em cativeiro. Para tanto, sio
necessarios estudos basicos que descrevam
as caracteristicas endécrino-reprodutivas de
cada uma das espécies estudadas.

O Ledo Africano (Panthera leo) ¢ um
mamifero pertencente a Familia Felidae,
pesando de 120 a 200kg e com compri-
mento total variando de 2,6 a 3,3 metros?.
Os ledes sdo os tnicos felinos que apresen-
tam um sistema social altamente estruturado,
denominado “pride”, de carater matrilocal’.
Este é formado por um grupo de 2 a 18
fémeas geneticamente aparentadas e suas
crias, sem relacdo de dominancia entre elas,
sendo comum a sincronizacio dos estros®.
A sociedade ¢ liderada temporariamente por
um macho ou por uma coalizdo de 2 a 9
machos, onde todos eles copulam inumeras
vezes com as fémeas em estro, até que uma
nova coalizdo assuma o controle do “pride”
e os expulse’. As multiplas cépulas siao
caracteristicas da espécie, cujas fémeas
apresentam ovulacées induzidas e sdo
poliéstricas anuais.

Mesmo nao sendo uma espécie nativa
do Brasil, o ledo africano é um excelente
modelo biolégico para estudos reproduti-
VOs, Uma vez que existe em nimero expres-
sivo em cativeiro e é uma das espécies mais
bem adaptadas a esta condi¢ao, com grande
facilidade para reproduzir-se nas mais
adversas condi¢des de manejo. Esta espécie
possui parentesco filogenético com espécies
de felinos brasileiros, como a onga-pintada
(Panthera onca), que apresenta expressiva
reducdo de populacdes em vida livre, pelas
razoes ja expostas. O presente estudo visou
avaliar a correlacdo entre as caracteristicas
celulares vaginais e os niveis séricos de
estradiol e progesterona em ledo africano
(Panthera leo), mantidos em cativeiro.

Material e Métodos

Foram estudados 11 exemplares de
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fémeas adultas de ledao africano (Panthera
leo) mantidos pela Fundagdo Parque
Zoolégico de Sio Paulo (FPZSP). Os
animais foram anestesiados apos jejum de
24 horas, com a associacio de Cloridrato
de Quetamina (Ketalar® Parker-Davis/
Warner-Lambert, EUA) na dose 10,0mg/
kg associados a 1,0mg/kg de Cloridrato de
Xilazina (Rompun® Bayer S.A., Brasil),
administrados por via intramuscular ou com
Cloridrato de Tiletamina associado ao
Zolazepam (Zoletil50®Virbac do Brasil Ind.
Com. Ltda, Brasil) na dose de 10,0mg/kg,
via intramuscular, a critério dos Médicos
Veterinarios da FPZSP.

Imediatamente ap6s a conten¢ao do
animal foi colhida a primeira amostra de
sangue por venopuntura da safena, em tubo
esterilizado com vacuo (Vacutainer®). A
partir da primeira colheita de sangue, foram
realizadas mais trés colheitas em intervalos
de 15 a 20 minutos. O sangue assim colhido
ficou em repouso a temperatura ambiente
até que ocorresse a retracdo do coagulo (40
minutos em média), quando entdo foi
centrifugado a 300G por quinze minutos.
Ap6s a separagiao do soro sangiiineo, cada
amostra foi acondicionada em criotubos
plasticos, congelada e mantida em freezer a
-29°C até a realizacdo das dosagens
hormonais.

Em seguida, ap6s higienizaciao da
regido do perineo e com o auxilio de um
espéculo vaginal esterilizado, foi introduzido
um “swab” estéril umedecido com solu¢io
salina estéril através do canal vaginal. O
“swab” introduzido foi rotado na mucosa
vaginal e retirado em seguida, quando foi
novamente rotado sobre duas laminas de
vidro. Apos secagem ao ar, as laminas foram
fixadas em solucio 1:1 de metanol/éter.

Os métodos utilizados para a
coloracdao das laminas obtidas foram o
método de Short” e o Panético Rapido (Kit
para Panético Rapido, Laborclin® Produtos
para Laboratérios Ltda, Brasil). A caracte-
rizagdo dos tipos celulares encontrados foi
feita segundo Herron® num estudo de
citologia vaginal durante as fases do ciclo
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estral no gato doméstico, caracterizando as
células em parabasais (CP), intermediarias
(CI) e superficiais corneificadas (CSC), estas
ultimas podendo apresentar nicleo picnético
ou ausente. A contagem e caracterizacao dos
tipos celulares vaginais (200 células/lamina)
foi realizada no Laboratério de Citologia
Vaginal do Departamento de Reproducio
Animal da FMVZ/USP, com o uso de
Microscopio de luz (Eclipse E600 Nikon®).

As dosagens hormonais foram
realizadas no Laboratério de Dosagens
Hormonais do Departamento de Reprodugao
Animal da FMVZ/USP, pela técnica de
Radioimunoensaio (RIE) em fase soélida,
utilizando-se Kits Comerciais (Cont-a-
Count® DPC), no qual os hormonios
marcados com I'* competem com o
hormonio ndo marcado da amostra pelos
sitios de ligacdo no anticorpo especifico.

Na analise estatistica, foram calculados
as médias e os desvios-padriao dos valores
de estradiol e progesterona obtidos para
cada animal e foi estudada a possivel
correlacao entre estes valores ¢ as
caracteristicas celulares vaginais.

Os dados obtidos foram analisados
com o uso do programa SAS System for
Windows (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA,
2000). Através do aplicativo Guided Data
Analysis, os dados foram testados quanto a
normalidade dos residuos e homogeneidade
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das variancias e caso nao obedecessem a estas
premissas, eram transformados. Se a
normalidade nio fosse obtida, empregar-
se-ia entdo, o procedimen-to NPARTWAY
de analise de variancia ndo paramétrica.

Para a descricao dos resultados,
foram utilizados as médias, os desvios-
padrio e os niveis de significancia (p) dos
dados originais, quando estes obedecessem
as premissas e dos dados transformados,
quando ndo.

Para a comparagdo entre as médias
de niveis séricos hormonais das fases do
ciclo ovariano foi utilizado o Teste de Tukey
com p < 0,05. Na avaliacdo das correlagdes
entre os niveis séricos hormonais e as
diferentes populagdes celulares foi utilizado
o Coeficiente de Correlacio de Pearson com
p < 0,05.

Como parametros hormonais para a
caractetizacdo das fases do ciclo ovariano,
foram utilizados os valores de progesterona
(P4) e estradiol (E2) séricos do gato
doméstico: Estro, P4 < 1,5 ng/ml e E2 >
20pg/ml; Diestro, P4 > 1,5ng/ml e E2 <
20pg/ml e Interestro, P4 < 1,5ng/ml e E2
< 20pg/ml, segundo Verhage, Beaner ¢
Brennet’ e Johnston, Root Kusttitz e Olson®.

Resultados

Com base no critério adotado, foi

Tabela 1-Valores hormonais séricos (Média +/-SD) e porcentagem de tipos celulares vaginais (Média +/-SD) encontrados em leoas (Panthera
leo),caracterizando as fases de DIESTRO, ESTRO e INTERESTRO. Sao Paulo, 2004

Fases Niveis Hormonais Médios % Média de Tipos Celulares Vaginais
P4 (ng/ml) | E2 (pg/ml) 2 csce ar® CP®
DIESTRO 20,12 +/-17,55 6,32 +/-1,23° 57,25 +/- 37,92 +/- 4,83 +/-0,95
P4 > 1,5mg/ml A 30,19 29,49
E2 < 20pg/ml
ESTRO 0,88 +/-0,31% 23,33 +/-2,92% 99,63 +/-0,48 0,38 +/-0,48 0,00 +/- 0,00
P4 <
1,5mg/ml

E2 > 20pg/ml

INTERESTRO 0,73 +/-0,14% 7,62 +/-4,31"

P4 <
1,5mg/ml
E2 < 20pg/ml

86,50 +/- 7,69 +/-8,62 581 +/-8,37
16,84

1 - P4: Progesterona Sérica; 2 - E2: Estradiol Sérico; 3 - CSC: Células Superficiais Comeificadas;
4-Cl: Células Intermediarias; 5 - CP: Células Parabasais. Letras sobrescritas indicam diferenca estatistica - A/a: P=0,0024; B/b: P=0,0002.
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Figura 1- Aspecto geral do esfregaco vaginal de leoas (Panthera leo) na
fase de diestro. Cada barra equivale a medida de Tmm
(Coloragao: Shorr; Objetiva: 20x)

possivel caracterizar trés diferentes fases do
ciclo estral no grupo de leoas estudadas
(Tabela 1), a saber, Diestro (n = 3), Estro (n
= 4) e Interestro (n = 4).

Para a comparacao entre as médias
de progesterona sérica (P4) nas diferentes
fases do ciclo ovariano, uma vez que os
resultados ndo obedeceram as premissas da
normalidade dos residuos e homogeneidade
das variancias, os dados obtidos foram
transformados para 1/P4, segundo
recomenda¢io do programa estatistico
utilizado. A média dos dados transformados
do Diestro foi significativamente maior do
que nas outras duas fases (p = 0,0024). Entre
as fases de Estro e Interestro nio houve
diferenca (p > 0,05).

A comparacio das médias dos
valores de estradiol sérico (E2) nas trés fases
do ciclo ovariano, revelou que o nivel de
estradiol na fase de Estro foi
significativamente maior do que nas outras
duas fases (p = 0,0002), sendo que entre o
Diestro e o Interestro nao houve diferenca
significativa (p > 0,05).

Nao foi possivel analisar a presenca
de correlagio entre as varidveis
considerando-se cada fase isoladamente
devido ao baixo numero amostral. A analise
foi realizada considerando-se o total das
amostras nas trés fases, obtendo-se, apds o
calculo do Coeficiente de Correlagio de
Pearson (r) com os correspondentes niveis
de significancia (p), as seguintes correlagoes:

P4 e CSC (r = -0,603; p = 0,0496); P4 e CI
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Figura 2 - Aspecto geral do esfregaco vaginal de leoas (Panthera leo) na
fase de estro. Cada barra equivale a medida de Tmm.

Colooragao: Shorr; Objetiva: 20x)
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Figura 3 - Aspecto geral do esfregago vaginal de leoas (Panthera leo) na
fase de interestro. Cada barra equivale a medida de Tmm.
Colooragao: Shorr; Objetiva: 20x)

(r = 0,637; p = 0,0350); CSC e CI (r = -
0,979; p < 0,0001).

A Figura 1 apresenta o aspecto geral
do esfregaco vaginal caracteristico de cada
fase do ciclo estral em leoas.

Discussao

Ambos os métodos empregados
para a colorac¢do das laminas forneceram
resultados satisfatérios. O método de Shorr
apresentou uma melhor qualidade quanto a
definicao dos tipos celulares, em virtude da
diferenca de coloragio existente entre o
citoplasma de uma Célula Parabasal ou
Intermediaria e o de uma Célula Superficial.
As primeiras se apresentavam com diferentes
graus de basofilia enquanto que as células
superficiais apresentavam tons variados de
eosinofilia devido a progressiva querati-
nizacao. O método do Panético provou ser
uma boa alternativa de coloracio pois seu
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uso ja ¢ bem difundido, de facil execucio e
rapido. Deve-se ter o cuidado de filtrar os
reagentes do Panético a fim de se reduzir a
quantidade de precipitados (artefatos de técnica)
que se depositam na lamina, dificultando a
avaliacio citolégica.

Em relacao as caracteristicas citolbgicas
vaginais das leoas, pode-se dizer que as células
apresentam caracteristicas semelhantes as das
espécies domésticas de carnivoros mais estudadas
como a canina e a felina. No presente estudo, as
colheitas de material vaginal foram bem
sucedidas, sendo a quantidade de material obtido
suficiente para uma perfeita avaliagdo das
caracterfsticas citologicas vaginais.

Analisando os resultados das dosagens
séricas de Estradiol (E2) e Progesterona (P4),
observou-se que os niveis hormonais obtidos
foram semelhantes (em média) aos niveis
desctitos em literatura para felinos domésticos™™’.
Desta forma foi possivel utilizar o mesmo
critério para caracterizar trés diferentes fases do
ciclo ovatiano, a saber: Estro, Diestro e Interestro.

O nivel médio de estradiol sérico (E2)
encontrado na fase caractetizada como Estro,
apresentou-se maior do que nas outras duas
fases estudadas (p=0,0002). Verificou-se
também que ndo houve diferenga estatistica
quanto aos niveis médios de estradiol entre as
fases de Diestro e Interestro (p>0,05). No caso
dos niveis médios de progesterona sérica (P4),
os dados obtidos demonstraram diferenca
significativa entre os niveis do Diestro e as outras
duas fases (p=0,0024), sem haver, no entanto,
diferenca entre os niveis deste hormonio entre
estas duas ultimas fases (p>0,05).

Quando a progesterona e o estradiol
mostraram-se baixos pelo critério adotado, isto
foi interpretado como Interestro, uma vez que
estes niveis ndo seriam compatfveis com a
ocorréncia de ovulacio e nem de maturacio
folicular. O Anestro foi descarta-do pela
presenca em grande quantidade de células
superficiais corneificadas, o que suge-re,
possivelmente, o inicio do Interestro®.

Quando consideradas todas as trés fases,
houve correlagio positiva de intensi-dade média
entre os nfveis de progesterona sérica (P4) e células
intermediarias (CI), negativa de intensidade

média entre P4 e células superficiais corneificadas
(CSC) e negativa de forte intensidade entre CSC
e CL Estes resultados sao compativeis com o
esperado para mamiferos carnivoros
domésticos, para os quais o alto nivel de
progesterona caracteriza a ocorréncia de
ovulagdo, portanto o Diestro, quando um
aumento do percentual de células inter-mediarias
e reducdo das superficiais cornei-ficadas ¢é
esperado®.

Na fase de Estro, foi possivel encon-trar
uma grande predominancia de células superficiais
corneificadas associada ao alto nivel de estradiol,
como ja desctito para espécies domésticas®. No
entanto nao foi possivel demonstrar a existéncia
de correlagio estatistica devido ao baixo numero
amostral utilizado.

A fase de Interestro, apesar de bem
caracterizada pelos niveis de progesterona e
estradiol séricos (P4 < 1,5ng/ml e E2 < 20pg/
ml) como citado por Verhage, Beamer e
Brennet’ e Johnston, Root Kusttitz e Olson®,
nao apresentou as carac-teristicas tipicas de
celularidade, quando seria esperado um
predominio de CI e encontrou-se uma ampla
maioria de CSC. Este aspecto pode estar
refletindo o inicio da fase de Interestro, como ja
sugetido.

Do ponto de vista comportamental, da
mesma forma que para felinos domés-ticos, as
leoas apresentam o comportamento
caractetistico de rolar, vocalizar, esfregar-se em
objetos e nos proprios machos, quando no
proestro e estro, sendo que as cpulas ocorrem
exclusivamente durante o estro.

Conclusao

- Os métodos tintoriais empregados
mostraram-se satisfatorios para a andlise
citolégica vaginal em leoas.

- As caracteristicas celulares vaginais das
leoas apresentaram-se de forma semelhante as
de outras espécies de carnivoros domésticos.

- Foram caracterizadas trés fases do
ciclo ovariano da leoa.

- Demonstrou-se a existéncia de
correlacao entre os niveis séricos de
progesterona e duas caracteristicas celulares.
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- Demonstrou-se também a existéncia de

Recomenda-se que o trabalho seja

correlagao entre células superficiais corneificadase  continuado com um aumento do niimero amostral

células intermediatias.

paramelhor caracterizacao dos aspectos estudados.

Vaginal citology, serum estradiol and progesterone: a correlation study

on captive African lions (Panthera leo)

Abstract

Eleven captive adult female African lions (Panthera leo) at the Fundagao
Parque Zoologico de Sio Paulo were blood sampled in order to
assess the serum hormone levels (estradiol and progesterone) and
their correlation with the vaginal citology. The morphological and
stainning characteristics of vaginal cells were similar to those described
for domestic cats. Based on hormonal profiles of estradiol and
progesterone described for domestic cats, three different phases for
the ovarian cycle of the lionesses were clearly described: diestrus, estrus
and interestrus. The mean serum estradiol concentrations in the estrus
(23,33 +/- 2,92 pg/ml) were significantly higher than in diestrus and
interestrus. The mean serum progesterone values in diestrus (20,12
+/- 17,55 ng/ml) were significantly higher than in estrus and
interestrus. There were correlations between progesterone values and
the number of supetficial cornified vaginal cells (r = - 0,603 and p =
0,0496) and between progesterone and intermediate cells (= 0,637and
p=0,0350). There were also a strong negative correlation between the
number of superficial cornified vaginal cells and intermediate cells (r
=-0,979 ¢ p < 0,0007). It concluded that the correlations between
vaginal cells and the serum estradiol and progesterone levels allowed
us to identify three different phases of the ovarian cycle in female
African lion.

Key words:
Panthera leo.
African lion.
Vaginal citology.
Estradiol.
Progesterone .
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