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RESUMO

GUIMARAES, M. A. B. V. Monitoracdo nio- invasiva da supressdo da atividade
ovariana ciclica e do comportamento de estro em fémeas de ledao africano
(Panthera leo), induzidos pelo uso de implantes de analogo de GnRH, deslorelina.
[Non invasive monitoring of suppression of the ovarian cyclic activity and estrus behavior
of female African Lions (Panthera leo), induced by the use of implants of GnRH analog,
deslorelin]. 2008. 78 f. Tese (Livre-Docéncia) — Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2008.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiéncia da utilizagdo da aplicagédo de implantes
sub-cutaneos de um analogo de GnRH, Deslorelina, para a supressdo da atividade
ciclica ovariana e do comportamento de estro, em cinco fémeas adultas de le&o
africano (Panthera leo). A monitorizagdo enddcrina foi realizada pela extragcéo e
dosagem de metabdlitos fecais de esterdides sexuais, progesterona e estradiol. Foi
também observada a presencga ou ndo de comportamento tipico de estro (cio). O efeito
do implante superou as expectativas, abolindo o comportamento de cio por 22, 31 e 33
meses para trés das fémeas. A quarta leoa, ainda ndo demonstrou comportamento de
cio e ja esta implantada ha 35 meses.A quinta leoa foi eutanasiada por razdes néo
relacionadas ao trabalho. Da mesma forma, a monitoracdo nao-invasiva mostrou-se
eficiente e precisa, demonstrando a abolicdo da atividade ovariana durante todo o
periodo do experimento. Durante o periodo estudado, houve marcada redugcdo da
agressividade das leoas, com consequente melhoria do aspecto geral. Embora a
reversibilidade da funcao ovariana nao tenha sido demonstrada no decorrer do periodo
experimental, os resultados obtidos sugerem que esta devera se re-estabelecer em
breve. Estas informacdes sdo de grande relevancia para a utilizagdo do método em
programas de contréle populacional e para a redugdo da agressividade de lebes e
potencialmente de outros felinos silvestres.

Palavras-chave: Ledo africano. Panthera leo. Ciclo ovariano. Comportamento

Deslorelina.



ABSTRACT

GUIMARAES, M. A. B. V. Non invasive monitoring of suppression of the ovarian
cyclic activity and estrus behavior of female African Lions (Panthera leo), induced
by the use of implants of GnRH analog, deslorelin. [Monitoracdo nao- invasiva da
supressao da atividade ovariana ciclica e do comportamento de estro em fémeas de
ledo africano (Panthera leo), induzidos pelo uso de implantes de analogo de GnRH,
deslorelina]. 2008. 78 f. Tese (Livre-Docéncia) — Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2008.

The objective of this study was to evaluate the efficiency of the use of application of
subcutaneous implants of a GnRH analog, Deslorelin, for the suppression of the ovarian
cycle activity and estrus behavior, in 5 adult female African Lions (Panthera leo). The
endocrine monitoring was performed by the extraction and measurement of fecal
metabolites of sexual steroids, progesterone and estradiol. It was also observed the
occurance of typical estrus behavior (heat). The effect of the implant overcame the
expectations, abolishing the heat behavior for 22, 31 and 33 months for three of the
females. The forth lioness, has not yet shown heat behavior and has already been
implanted for 35 months. The fifth lioness was euthanized for reasons unrelated to this
study. In the same manner, the non invasive monitoring was shown to be effective and
precise, demonstrating the abolishment of ovarian activity during the whole period of the
experiment. During the period studied, there was an remarkable decrease of
aggressiveness between the lionesses, with a consequent overall improvement.
Although the reversibility of the ovarian function has not been demonstrated during the
experimental period, the results obtained suggest that it should re-establish soon. This
information is of great relevance for the applying of the method for population control
programs and for the reduction of aggressiveness in lions and potentially in other wild
felids.

Key words: African Lion, Panthera leo, ovarian cycle, behavior, deslorelin.
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1 INTRODUGAO

A reprodugédo de animais silvestres em cativeiro € uma importante ferramenta
para a conservagao ex-situ de espécies ameacgadas de extingdo. No entanto, algumas
espécies, como o ledo africano (Panthera leo), adaptaram-se de tal forma as condigdes
de cativeiro, que passaram a se reproduzir de maneira excessiva, gerando situagdes
aonde o crescimento populacional levou ao esgotamento do espacgo fisico e dos
recursos financeiros para a sua manutencao (LINDBURG; LINDBURG, 1995; ASA et
al., 1996).

Fendmeno semelhante esta ocorrendo com essa espécie em reservas na Africa,
onde o espacgo fisico ndo pode ser aumentado (e as vezes € até reduzido) e o
excessivo numero desses predadores inviabiliza a manutencdo do equilibrio
populacional da area (BERTSCHINGER et al., 2002). Muitas vezes, a solugao torna-se
emergencial e apela-se para o abate de parte da populacdo de lebes para tentar
restabelecer o equilibrio perdido. Esta acdo, cada vez mais se torna inaceitavel do
ponto de vista ético, sendo necessaria a implementagao de outros métodos de controle
populacional.

Neste contexto, os meétodos contraceptivos surgem como opgao para que se
possa controlar o tamanho da populacdo sem ter que realizar abates periddicos
(GRANDY; RUTBERG, 2002). Dentre os métodos contraceptivos alguns possuem ainda
a caracteristica da reversibilidade, o que € de grande interesse, uma vez que uma
espécie hoje numerosa, por diversas razdes, pode ser amanha reduzida e tornar-se
ameacada de extincdo. Outra razdo que recomenda o uso de métodos reversiveis é a
possibilidade de ser preservada a diversidade genética de uma populagdo pela
potencial re-introdugdo de material genético ainda pouco representado.

O leado africano, além de se encaixar nas condi¢cdes citadas, ainda pode ser um
modelo biolégico importante para o desenvolvimento de técnicas que poderdo ser
utilizadas na manutencado de populagdes cativas de outros grandes felinos, como a
onga-pintada (Panthera onca) ou a onga-parda (Puma concolor), devido a sua

proximidade filogenética. Estas duas espécies citadas pertencem a fauna nativa
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brasileira e vém sofrendo reducdo das populagdes de vida livre em decorréncia da
ocupacgao das areas verdes e da fragmentacédo de seu habitat. Da mesma forma que o
ledo africano, sdo animais cujas populacbes mantidas em cativeiro devem ser
manejadas de maneira a ser evitada a superpopulagdo e, simultaneamente, ser
preservada uma reserva genética, como um verdadeiro banco genético, a ser utilizado
futuramente para projetos de re-introdugées (RODGER, 2003).

A opgao pelo implante de um analogo de GnRH, a deslorelina, deveu-se ao fato
de existirem informacgdes promissoras quanto ao seu uso como contraceptivo reversivel,
sem efeitos colaterais importantes, tanto em fémeas de carnivoros domésticos
(MUNSON et al., 2001; TRIGG et al., 2001; WRIGHT et al., 2001), quanto selvagens
(BERTSCHINGER et al., 2001, 2002).

A monitoragdo dos niveis de metabdlitos fecais dos esterdides sexuais,
progesterona e estradiol, permitira a verificagdo da supresséo da atividade ovariana e
da ovulagao, sendo este aspecto essencial para a constatagcado do efeito do tratamento
proposto. Técnicas nao-invasivas, como a mensuracdo de metabdlitos fecais de
horménios esterdides, sdo recomendadas para estudos em espécies silvestres, por
possibilitarem colheitas sucessivas durante longos periodos de forma segura e sem
induzir reagdes do tipo estresse (BROWN, 2006).



Fonte: GUIMARAES, M. L. A. C. V. - Praga, Rep. Tcheca, 2008.
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2 OBJETIVOS

Este projeto teve por objetivo avaliar a eficiéncia e reversibilidade do uso de
implantes de um analogo de GnRH, a Deslorelina, para a obtengdo da supresséo da
atividade ovariana ciclica e do comportamento de estro em 5 fémeas de ledo africano,
por um periodo de 32 meses.

Também foi objetivo validar a monitoracdo da atividade ovariana de forma
indireta com o uso de método nao-invasivo, extragdo e dosagem de metabdlitos fecais

dos hormoénios esterdides sexuais estradiol e progesterona.



Fonte: GUIMARAES, M. A. B. V. - Budapeste, 2008.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Aspectos culturais e histéricos

Diferentes culturas, religides e povos, no decorrer da histéria da humanidade,
utilizaram imagens de animais como personificagcbes de seres magicos ou divinos,
como os gatos domésticos no Antigo Egito, criaturas miticas na Grécia Antiga, como o
cavalo alado Pégasus, a serpente com multiplas cabegas, conhecida como a Hydra de
Lerna ou mesmo combinacgdes de diferentes animais em um s, como as Quimeras.
Personagens meio humanos — meio animais freqientam também as lendas e mitos de
antigas culturas, sendo bons exemplos o Minotauro (meio homem — meio touro) e a
Esfinge (cabega de mulher — corpo de leoa). Representagdes sagradas de animais ou
combinacdes de homem e animal sdao também encontradas como incorporagdes de
espiritos ou deuses de antigas religides, como os bisdes norte americanos (Bison bison)
em culturas indigenas da América do Norte e o deus egipcio Anubis (homem com
cabega de chacal), que conduzia a alma dos mortos até a presenca de Horus
(representado por um corpo humano com cabec¢a de gaviao) para o julgamento final.

Igualmente rico e interessante é o uso de animais como simbolos de qualidades
ou atributos humanos desejaveis como a “forga” dos touros, a “sabedoria” dos elefantes
ou a “esperteza” dos macacos. Da mesma forma, atributos humanos indesejaveis ou
despreziveis, foram culturalmente associados a animais, como a“baixa confiabilidade”
dos escorpides, a “dissimulacido” das raposas e acima de todos, o maior exemplo, a
“falsidade” das serpentes, imortalizada pela cultura cristd como a forma assumida pelo
demonio para induzir Addo e Eva a cometerem o pecado original, traindo a confianca
de Deus. Pobres serpentes condenadas pelo homem a eterna associagdo com o diabo.

Neste discutivel, porém fascinante cenario zooldgico-cultural-religioso, poucos
animais ocupam uma posicéo tdo relevante e tdo profundamente associada as boas

qualidades como o ledo. Simbolo inconteste de coragem, for¢a, majestade e virilidade,
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a imagem do ledo aparece com frequéncia na iconografia heraldica medieval,
representando familias nobres e até mesmo como principal simbolo de grandes
impérios como o Império Britanico. Da mesma forma, em seu préprio continente, a
Africa, o ledo é personagem assiduo de lendas e histérias, com freqiiéncia,
representado como simbolo de tribos e nagdes, sempre associado a coragem e a forga.
Exemplo deste aspecto € a alcunha do famoso imperador etiope da década de 30 no
século XX, Hailé Selassié |, o auto proclamado “Ledo de Judah”.

Possivelmente, parte do fascinio do ser humano por este animal remonte as
relacdes do tipo, presa - predador, que sempre permearam essa coexisténcia. No inicio,
com o homem primitivo no papel de presa sendo cagado por estes grandes felinos.
Depois, com o passar do tempo, tornando-se ele o grande predador que além de
dizimar as populagdes de ledes, também destruiu e ainda destréi o seu habitat. Nao é
dificil imaginar o terror que certamente inspirava aos primitivos hominideos refugiados
em suas cavernas, os rugidos destes grandes carnivoros, ecoando em meio a
escuridao da noite. Até hoje, n6s homens modernos e senhores do planeta, trememos
ao escutar este som. Certamente, esta relacdo de fascinio e medo faz com que estes

animais sejam tao carismaticos para o ser humano.

3.2 Sistematica, ocorréncia e situacao populacional do ledo africano (Panthera

leo Linnaeus,7758)

Este mamifero da ordem Carnivora e da familia Felidae é classificado como
Panthera leo , uma Unica espécie, mas existindo porém duas sub-espécies, P.leo leo —
o ledo africano e P.leo persica — o ledo indiano. Outrora, este animal era encontrada por
toda a Africa, Oriente Médio e india (HANBY; BYGOTT, 1991). Hoje, o Panthera leo leo
ocorre em algumas regides africanas ao sul do Sahara e Botswana e o Panthera leo
persica, encontra-se ameacado de extingdo, por existirem poucos exemplares em

apenas uma regigo da india, conhecida como a Floresta de Gir (SUNQUIST, 1991).
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Os machos adultos da espécie medem 123 cm de altura da cernelha, 170 a 250
cm da extremidade do focinho a base da cauda e 90 a 105 cm de cauda.As fémeas sao
menores, medindo 107 cm de altura na cernelha, 140 a 175 cm de comprimento e
cauda com 70 a 100 cm.O peso dos machos varia de 150 a 250 Kg, enquanto as
fémeas pesam de 120 a 182 Kg (SUNQUIST, 1991).

Com o avango da ocupagao humana e consequente degradacéo e fragmentacao
do ambiente natural, as areas de ocorréncia estdo cada vez mais restritas as reservas e
parques, que por ndo poderem ser ampliadas, limitam o tamanho que as populacdes
podem alcancgar. Desta forma, existe hoje a necessidade de controlar o crescimento das
populacdes de lebes em vida livre ou “in situ”, preferencialmente com o uso de métodos
contraceptivos, reversiveis se possivel, em vez dos abates periddicos de individuos
considerados excedentes.

Da mesma forma, as populagdes cativas, ou “ex-situ”, distribuidas em diversas
partes do mundo, cada vez mais requerem a utilizacdo de métodos de controle
populacional de forma a evitar a superpopulagdo. Neste caso, razbes de falta de
espaco fisico e limitagdes financeiras devido ao alto custo de manutengéao de grandes
animais carnivoros, sdo determinantes para a tomada de decisdes (ASA; PORTON,
2005).

Em ambas as situacdes, cativeiro e vida livre, o aumento da consanguinidade,
resultante de seguidos cruzamentos entre os mesmos individuos, podem comprometer
a saude e a viabilidade genética das populagdes (WILDT, 1991; BROWN et al., 1993a;
RYAN; LACY; MARGULIS, 2003).

A contracepcgao reversivel, além de fornecer as ferramentas para esse desejado
€ necessario controle populacional, possibilita também que, na eventualidade de uma
brusca redugdo do numero de individuos de uma dada populagdo (epidemias por
exemplo), individuos geneticamente importantes possam ser “revertidos”, no sentido de
voltar a se reproduzir, e contribuir para a recomposicdo saudavel dessa populacio
(SEAL et al., 1975; ASA; PORTON, 2005). Por estas razdes, métodos contraceptivos,
preferencialmente reversiveis, sdo altamente desejados como verdadeiras ferramentas
para a conservagao, tanto “in situ”, quanto “ex-situ” (SEAL et al., 1975; ASA; PORTON,
2005).
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3.3 Caracteristicas e organizagao sociais dos clas de leées

Este fascinante animal apresenta caracteristicas comportamentais unicas entre
os felinos, sendo o unico representante da familia Felidae que apresenta habitos
gregarios, se organizando em grupos denominados “prides”, termo inglés que pode ser
traduzido como clas (SCHALLER, 1972; PUSEY; PACKER, 1987; PACKER; TATAR;
COLLINS, 1988; HANBY; BYGOTT, 1991; SUNQUIST, 1991; SCHRAMM; BRIGGS;
REEVES, 1994).

Os clas sao grupos sociais compostos por machos e fémeas adultos (4 anos ou
mais), sub-adultos (2 a 3,5 anos), filhotes grandes (1 a 2 anos) e filhotes pequenos (0 a
1 ano), segundo classificagcao etaria proposta por Schaller (1972). Estes grupos podem
conter de 4 a 37 individuos, sendo 15 a média. Apesar dos clas serem uma unidade
social coesiva, onde os individuos se inter-relacionam, isto ndo significa que todos os
seus membros permanegam sempre juntos. Na realidade, € comum que o cla se divida
em grupos menores e estes se afastem por muitos quildbmetros, cagando em separado
e assim permanecendo por longos periodos, sem, no entanto, perder o vinculo original
com o cla (SCHALLER, 1972; HANBY; BYGOTT, 1991). Quando individuos de um
mesmo cla se encontram, mesmo que apos longos periodos de separacdo, existe o
reconhecimento e a receptividade entre eles. No caso do encontro com animais de
outros clas, a reagdo é quase invariavelmente agonistica (SCHALLER, 1972; HANBY;
BYGOTT, 1991).

De maneira geral, um cld € dominado por um macho adulto ou por uma
associagao de 2 a 4 machos adultos, sendo as associagdes claramente vantajosas para
a conquista e manutengdo de um cla (BYGOTT; BERTRAM, HANBY, 1979). Esta
lideranca € mantida por periodos variaveis de tempo, sendo que em média dura de 5 a
6 anos (CRANDALL, 1964; SCHALLER, 1972; HANBY; BYGOTT, 1991). Ocorre que,
machos adultos nédmades, viajando sozinhos, em pares ou trios, tentam tomar posse
dos clas que encontram, lutando e expulsando os machos residentes dominantes.Desta

forma, uma nova lideranga se estabelece e possibilita a estes machos o acesso as
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fémeas do cla (SCHALLER, 1972; BYGOTT; BERTRAM; HANBY, 1979; PACKER;
PUSEY, 1982; HANBY; BYGOTT, 1991; SUNQUIST, 1991).

As fémeas adultas dos clas constituem a unidade basica e estavel destes
grupos, existindo diferentes graus de parentesco entre elas, ou seja, sdo irmas, filhas,
tias e avos (SCHALLER, 1972). Este chamado “nucleo duro” do cla sofre poucas
alteracdes ao longo do tempo, sendo que a maioria delas ocorre por morte e nao por
expulsdo ou abandono. No entanto, existe a expulsdo de membros, geralmente machos
jovens que acabaram de alcangar a puberdade e sao expulsos pelos machos adultos
dominantes. Fémeas jovens, mais raramente, também podem ser expulsas pelas
fémeas adultas. No caso de saidas de fémeas, o0 mais comum é que algumas jovens,
com o tempo, comecem a se afastar do grupo e o abandonem geralmente aos pares.
Estes individuos que abandonam os clas, as vezes retornam e sdo bem recebidos, no
entanto, outras vezes nunca mais retornam ou ao tentar fazé-lo sdo hostilizados pelos
demais membros (SCHALLER, 1972; BERTRAM, 1991; HANBY; BYGOTT, 1991;
SUNQUIST, 1991).

Essa dinamica da troca de machos dominantes, da expulsdo de machos jovens,
da saida de fémeas jovens e de eventuais chegadas de novas fémeas (ndo muito
frequente, mas possivel), permite um controle natural dos niveis de consanguinidade,
promovendo variabilidade genética na populagdo (HANBY; BYGOTT, 1991).

Em um cla, as relagdes entre os individuos sao bastante complexas, mas, alguns
aspectos sao conhecidos, como a divisdo de tarefas entre as fémeas. Quando um
grupo de fémeas sai para cacgar, algumas permanecem para cuidar dos filhotes de
todas. Os lacos familiares sdo fundamentais para a manutencdo da coesao entre as
fémeas. Essa convivéncia proxima entre elas, possibilita uma sincronizacédo de estros,
com consequente sincronizacdo de nascimentos, o que facilita muito as tarefas no
grupo (HANBY; BYGOTT, 1991).
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3.4 Caracteristicas reprodutivas, endécrinas e comportamentais

Em termos reprodutivos, o papel dos machos adultos dominantes é o de copular
com as fémeas em estro e afastar concorrentes, para tentar garantir a paternidade.
Quando um novo dominante ou associacdo de dominantes, se estabelece, € comum
que os filhotes existentes sejam mortos por eles. Acredita-se que este comportamento
esteja ligado ao fato das fémeas apresentarem aciclia lactacional (EATON; YORK,
1971) e, portanto, o desmame compulsorio, permitiria que elas voltassem a ciclar, ao
mesmo tempo em que o investimento paterno seria apenas nos filhotes de sua
descendéncia (HANBY; BYGOTT, 1991).

A maturidade sexual se da entre dois a trés anos para os machos e trés e meio a
cinco para as fémeas (SEAGER; DEMOREST, 1978) ou aproximadamente aos 24
meses de idade para ambos os sexos (HANBY; BYGOTT, 1991).

As leoas sao poliéstricas anuais, portanto apresentam ciclos férteis e se
reproduzem em qualquer época do ano (EATON; YORK, 1971; SCHALLER, 1972;
BERTRAM, 1975; SMUTS; HANKS; WHITE, 1978; BRIGGS et al., 1990; SCHRAMM,;
BRIGGS; REEVES, 1994). Dai a importancia da sincronizagdo dos nascimentos,
fazendo com que os filhotes tenham maior chance de sobrevivéncia, seja pela protegao
do grupo, seja pela maior disponibilidade de presas em determinadas épocas do ano
(HANBY; BYGOTT, 1991). A ovulagéo é induzida como na maioria das espécies felinas
(BERTRAM, 1975), mas € possivel que ocorra sem a copula (SEAL, 1979; SCHMIDT et
al., 1979; SCHRAMM; BRIGGS; REEVES, 1994). Autores acreditam que a ovulagao
possa ocorrer de forma espontanea (SEAL, 1979; SCHMIDT et al., 1979) ou induzida
pela interagdo fisica com outras fémeas em cio, realizando montas entre si, sugerindo
que o fato de ser esta uma espécie altamente social, possa favorecer este
comportamento homossexual e induzir ovulagdes mesmo sem a ocorréncia de copulas
(SCHRAMM; BRIGGS; REEVES, 1994). No entanto, a espécie é considerada como
sendo predominantemente de ovulacdo induzida ou reflexa (BERTRAM, 1975;
SCHMIDT et al., 1979; SEAL, 1979; SCHRAMM; BRIGGS; REEVES, 1994).
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O ciclo ovariano das leoas dura em média, 50 dias (SADLEIR, 1966a,b), 76,45
dias (EATON, 1974) ou trés a oito semanas (SCHMIDT et al.,, 1979). O proestro
geralmente ndo € observado ou dura 1 ou 2 dias. O estro ou cio, dura de quatro a 16
dias (SADLEIR, 1966a,b; SEAGER; DEMOREST, 1978), trés a 13 dias (EATON;
YORK, 1971), ou quatro a oito dias, porém variando muito entre diferentes individuos
(EATON, 1974). Neste periodo, as fémeas se mostram mais atrativas, proceptivas e
receptivas, vocalizando de forma caracteristica, movimentando-se com frequiéncia e
assumindo posturas e comportamentos tipicos de cio, como rolar, se esfregar em
troncos de arvores, apresentar lordose com desvio lateral da cauda e as vezes
chegando a se colocar sob o macho, quase que o constrangendo a copular
(SCHALLER, 1972). Durante a copula, o macho monta na fémea que permanece
deitada, imével, com a cauda desviada lateralmente e a segura, mordendo a parte
dorsal do pescogo, enquanto realiza a penetracédo (SCHALLER, 1972).

As copulas sao frequentes, ocorrendo aproximadamente a cada 20 a 30 minutos,
durante todo o periodo do cio (HANBY; BYGOTT, 1991). Possivelmente esta
capacidade dos machos de copular com tanta intensidade e freqiéncia, seja a base
para toda a alegoria e mistica que existe sobre o popular “rei dos animais”. Cépulas fora
do cio sdo extremamente raras, uma vez que as fémeas reagem com violéncia as
tentativas dos machos. No entanto, este comportamento, descrito como “estupro”, ja foi
observado em ledes de vida livre, possivelmente como parte de rituais de afirmacéo de
superioridade hierarquica (comunicacéo pessoal)'.

A gestacdo pode durar de 111 a 119 dias (SADLEIR, 1966a,b), 102 DIAS
(EATON, YORK, 1971), 100,48 dias (EATON, 1974), de 98 a 114 dias (SEAGER,;
DEMOREST, 1978), 106,2 dias (SEIFERT, 1978), 108 dias (SCHMIDT et al., 1979), 120
dias (HANBY; BYGOTT, 1991), produzindo tipicamente 2 a 4 filhotes por ninhada
(SMUTS; HANKS; WHITE, 1978). O investimento parental das fémeas € muito maior que
dos machos, que se limitam a copular com o maior numero possivel de fémeas em cio e
depois atuam como protetores do cla, contra invasores, indiretamente auxiliando na

protecdo dos filhotes. Ja as fémeas, além de amamentarem os filhotes, sao

! Informagio fornecida por BERTSCHINGER, em Omaha, EUA. no ano de 2005.
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responsaveis pela sua protecido direta e pelo ensino das técnicas de caca e protecao
(SCHALLER, 1972; HANBY; BYGOTT, 1991).

Conforme ja mencionado, durante a lactagéo, que dura de seis a oito meses
(SEAL, 1975), ocorre aciclia lactacional, ndo havendo, portanto neste periodo, atividade
ovariana ciclica e nem estros comportamentais (EATON; YORK, 1971).

O comportamento homossexual entre machos foi observado em ledes de vida
livre (SCHALLER, 1972) e em cativeiro (GUIMARAES et al., 2002a). No primeiro caso,
possivelmente este comportamento estivesse relacionado com a dominédncia e a
manutengdo das aliangas entre machos dominantes. No segundo caso, os autores
descrevem um caso clinico de disfungao hormonal, onde um macho adulto apresentou
uma sindrome feminizante com alteragbes fenotipicas (perda da juba e redugdo de
volume testicular), enddcrinas (baixos niveis de testosterona sérica) e comportamentais
(aceitacado de copula por parte de outros machos e apresentagdo de cuidados com os
filhotes). Neste caso, possivelmente, este comportamento estivesse relacionado aos
baixos niveis de testosterona detectados. No caso de fémeas, foram relatados
comportamentos homossexuais entre fémeas no estro, sem a presenca de machos,
ocorrendo até mesmo montas e indugdo da ovulagdo (SCHMIDT et al., 1979;
SCHRAMM; BRIGGS; REEVES, 1994).

O comportamento sexual esta relacionado, aos niveis hormonais de esterdides
sexuais. A funcéo testicular € regulada pelo eixo hipotalamo-hipofise-gbnadas (HHG),
da mesma forma que a atividade ovariana ciclica. Nos machos, o comportamento
sexual, a libido, a agressividade, a forca muscular e a fertilidade apresentam relagao
direta com os niveis de androgenos, principalmente a testosterona (LUMIA; THORNER;
McGINNIS, 1994; SENGER, 2003), responsavel também pela manutengcdo dos
caracteres sexuais secundarios, como a juba dos lebes (NELSON, 2000a; WEST;
PACKER, 2002). Aspectos comportamentais mais complexos como a relagdo de
caracteristicas fenotipicas dos machos e a escolha destes pelas fémeas, foram
estudadas por West e Packer (2002), que descreveram a preferéncia das leoas por
machos portadores de jubas maiores e mais escuras. Estas caracteristicas de juba
foram correlacionadas com niveis séricos de testosterona (WEST; PACKER, 2002).

Outros autores estudaram a populagdo de ledes naturalmente sem juba no Parque
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Nacional de Tsavo, no Kénia, onde resultados preliminares apontam que a auséncia
desta caracteristica parece nao interferir de maneira significativa na organizagdo dos
clas (KAYS; PATTERSON, 2002).

Nas fémeas, a integridade funcional do eixo HHG responde pela atividade
ovariana ciclica, que por sua vez caracteriza as alteragdes dos niveis hormonais de
estradiol e progesterona, que estdo na base do comportamento sexual das leoas. Com
o intuito de detalhar e melhor compreender o comportamento sexual das fémeas
mamiferas em geral, este comportamento foi desdobrado em trés fases distintas
conceituadas por Beach (1976), sendo elas: 1) Atratividade: Demonstrada pelo quanto
determinada fémea tém de capacidade de atrair machos para perto de si. 2)
Proceptividade: Caracterizada pelo comportamento claramente ativo de buscar o macho
e sinalizar disposicao para a atividade sexual. 3) Receptividade: Representada pela
aceitacdo da copula. Sabe-se que nos mamiferos em geral, a atratividade, a
proceptividade e a receptividade estdo positivamente correlacionadas aos altos niveis
de estradiol, em especial se houver uma prévia exposicao aos niveis aumentados de
progesterona (BEACH, 1976; SHILLE; LUNDSTROM; STABENFELD, 1979; NELSON,
2000b; SENGER, 2003; UMAPATHY et al., 2007). Da mesma forma, altos niveis de
progesterona reduzem ou até abolem o comportamento de atratividade, variando
bastante o seu papel nas outras fases, na dependéncia da espécie estudada (NELSON,
2000Db).

Uma vez que se consiga abolir a atividade ovariana ciclica, também estaréo
abolidos ou ao menos sensivelmente reduzidos os comportamentos sexuais
relacionados a ela, ou seja, se ndo houver atividade ovariana ciclica, ndo se espera que
ocorra comportamento de cio e nem cépulas. E o que ocorre no diestro, quando os
altos niveis de progesterona inibem a liberagdo hipofisaria de gonadotrofinas,
impedindo a estimulagdo ovariana e mantendo os niveis de estradiol baixos (BRIGGS
et al., 1990; UMAPATHY et al., 2007). No entanto, em leoas, Schmidt et al. (1979),
observaram que o comportamento de cio poderia, em alguns casos, néo ser observado
apesar dos niveis séricos de estradiol serem caracteristicos da fase de estro. Em outras
palavras, poderia haver dissociacédo entre o comportamento de estro e os niveis

aumentados de estradiol.
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3.5 Contracepgao em espécies silvestres

Contracepcdo € a prevencao deliberada da prenhes (HUTCHINS, 2005).
Tratando-se da reproducédo sexuada e de espécies mamiferas, diversos métodos
podem ser utilizados. Comegando com a simples separacgao fisica, entre fémeas e
machos passando por procedimentos cirurgicos para bloquear a passagem dos
gametas ou para retirar 6rgdos do sistema reprodutor, chegando a diferentes
tratamentos hormonais para alterar fungdes reprodutivas ou a aplicacéo de vacinas que
induzam a producao de anticorpos que, ocupando receptores, interfiram com a fungao
espermatica, ciclos hormonais das fémeas ou com a fertilizagdo (BOER; COHNEN;
MEINICKE, 1996; HUTCHINS, 2005).

Para a maioria das espécies, € consideravelmente maior o numero de opgdes
existentes para contracepcdo desenvolvidas e aplicadas em fémeas do que em
machos. Em parte, isto se deve, ao fato de as fémeas produzirem menos gametas e de
forma descontinua quando comparadas com os machos. No entanto, deve-se também
aos aspectos historico-sociais-culturais humanos envolvidos, que geraram um mercado
onde a maioria dos contraceptivos é direcionada as mulheres (ASA, 2005).

No caso especifico dos ledes, o crescimento descontrolado das populagdes
cativas e de vida livre, gerou uma grande preocupacgdo. Tanto do ponto de vista
operacional (custos e espaco fisico), passando por razdes sanitarias (controle de
doencgas infecciosas) e chegando aos aspectos genético-populacionais, onde o alto
grau de consanguinidade tornaria estas populagdes, com o tempo, inviaveis, tornou
claro que o crescimento populacional teria que ser controlado (SEAL et al., 1975). Por
estas razoes, iniciaram-se estudos buscando métodos de controle populacional que
fossem eficientes e simultaneamente, reversiveis, como forma de se assegurar que em
uma eventualidade de subita mortandade em uma populagado, viesse a ser possivel
langar maos de outros individuos para recompor a variabilidade genética (SEAL et al.,
1975; ASA; PORTON, 2005).
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3.5.1 Métodos cirurgicos

Métodos cirurgicos tradicionais como a orquiectomia, a vasectomia (ou
deferentectomia), a ovario-salpingo-histerectomia, se mostraram eficientes, porém
irreversiveis. Possiveis excecbes seriam a vasectomia, na dependéncia da técnica
utilizada, como a proposta por Silber e Junge (2005), aplicada em cachorro-vinagre
(Spheotos venaticus) e a cauterizagao tubaria realizada por via laparoscépica em leoas
(SUDEMEYER et al., 2003). Em ambos os casos, os autores relataram a reversibilidade
das técnicas utilizadas.

Outro aspecto relevante a ser considerado € que apds a orquiectomia, ocorre
marcada reducdo dos niveis séricos de testosterona, o que leva a alteragbes das
caracteristicas sexuais secundarias fenotipicas (perda da juba nos ledes) e do
comportamento (relagbes de dominancia e posigcdes hierarquicas), com graves
repercussdes em espécies de habitos gregarios. No caso especifico dos lebes, tanto
aspectos comportamentais modulados por esterdides sexuais, como a agressividade,
quanto caracteristicas fenotipicas ligadas a estes horménios, como tamanho e cor de
juba, interferem de maneira significativa nas interrelagdes sociais e sexuais, afetando a
manutencdo dos clas (WEST; PACKER, 2002). Segundo estes autores, existe uma
preferéncia por parte das leoas, por machos com jubas maiores e mais escuras,

conforme ja mencionado no item 3.2.

3.5.2 Métodos hormonais

Tratamentos hormonais vém sendo utilizados para a obtengcédo da contracep¢ao
de diversas espécies de animais domésticos e silvestres (BRODNEY; FIDLER, 1966;
SEAL et al.,, 1975; SEAL et al.,, 1976; BURKE; REYNOLDS; SOKOLOWSKI, 1977;
TRIGG et al., 2001; WRIGHT et al., 2001; PELICAN et al., 2005; ASA; PORTON;
JUNGE, 2007; CHUEI et al., 2007; HALL-WOODS et al., 2007; PATTON; JOCHLE;



28

PENFOLD, 2007; PENFOLD et al., 2007; WHEATON et al., 2007; SCHOEMAKER et
al., 2008). A seguir analisaremos aspectos ligados a eficiéncia, reversibilidade,
praticidade e seguranca daqueles mais utilizados em felinos domésticos e silvestres,

com especial énfase nestes ultimos.

3.5.2.1 Progestagenos

Durante muitos anos, foi preconizado o uso de contraceptivos a base de
progestagenos sintéticos como Acetato de Megestrol - MA (via oral), o Acetato de
Medroxiprogesterona- MPA (via oral e injetavel), Acetato de Melengestrol- MGA
(implantes) e Levonorgestrel- LNG (implantes), tanto para felinos domésticos quanto
para espécies silvestres (MUNSON, 2006). O mecanismo (ou mecanismos) especifico
pelo qual a contracepg¢ao se daria, nao € totalmente elucidado, existindo possiveis
teorias: 1- “Feedback” negativo no hipotdlamo e na hipodfise, levando a supressao da
secrecao de GnRH, FSH e LH, abolindo a foliculogénese e a ovulagao. 2- Alteragao na
motilidade do trato tubular, causando falha de transporte do odcito e da fertilizagao. 3-
Receptividade alterada do endométrio resultando em falha na implantacdo (MUNSON,
2006). A literatura relata que nem implantes de MGA em felinos selvagens
(KAZENSKY; MUNSON; SEAL, 1998) e nem os de LNG em gatos domésticos
(BALDWIN et al., 1994) suprimiram o desenvolvimento folicular ou a ovulagéo,
sugerindo que a hipotese da supressao hipotalamo-hipofise ndo seja 0 mecanismo pelo
qual estes progestagenos efetuem a contracepgao.

O Acetato de Megestrol (MA) tém sido utilizado para suprimir o estro em gatos
domésticos (OEN, 1977; HOUDESHELL; HENNESSEY, 1977; MC DONALD, 1980) e
felinos silvestres em zooldgicos, sendo muitas vezes a administracdo oral diaria um
fator limitante para o seu uso (CAG-AZA [2003]).

O Acetato de Medroxiprogesterona (MPA) também foi utilizado como
contraceptivo para felinos domésticos (HENIK; OLSON; ROSYCHUK, 1985;
SORENSON; SCHULTZ, 1997) e de zoolégico (SEAL et al., 1975; KIRKPATRICK et al.,
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1991). Para felinos selvagens, o tratamento com injecado de 5mg/kg, IM é recomendado
a cada dois meses pelo Grupo de Aconselhamento em Contracepgédo da Associagao
Americana de Aquarios e Zoologicos (CAG-AZA [2003]). Também foi utilizado com
sucesso na dose de 1000mg (IM), seguido de 500mg (IM) a cada trés meses,
suprimindo o estro em leoas (SEAL et al., 1976).

O Acetato de Melengestrol (MGA) tém sido o contraceptivo mais amplamente
utilizado em felinos de zooldgicos, dada a sua confiabilidade, reversibilidade e agao
duradoura em todas as espécies testadas (SEAL et al., 1975; SEAL et al., 1976;
DEMATTEOQO, 2005). O MGA também foi utilizado para controlar a reprodugao de leoas
de vida livre (ORFORD; PERRIN, 1988). O MGA ¢ utilizado em implantes silasticos, que
aplicados SC ou IM, promovem a liberagcdo continua do progestageno e desta forma,
mantendo a contracepg¢do. O uso de implantes contendo 20 mg de MGA/kg, pode
promover a contracepgdo por no minimo dois anos, com algumas variagdes entre as
espécies (DEMATTEO, 2005).

O Levonorgestrel (LNG) tém sido utilizado em implantes com 16 mg em gatos
domésticos, promovendo contracepgao por até 1 ano de forma reversivel (BALDWIN et
al., 1994). No entanto, nao existem estudos que avaliem a sua eficiéncia, seguranga e
reversibilidade a longo prazo (MUNSON, 2006).

Embora os progestagenos tenham se mostrado eficientes, econémicos e até
reversiveis, foram observados inumeros efeitos colaterais indesejaveis em todas as
espécies estudadas (MUNSON, 2006).

Com o tempo, informagdes foram compiladas e consolidadas pelo (CAG-AZA [2003]),
que concluiu ser este método eficiente, porém desaconselhavel o seu uso a longo
prazo. A utilizacdo destes produtos por mais de 6 anos, mesmo que de forma
descontinuada, aumentava significativamente a incidéncia de problemas como :
hiperplasia endometrial cistica, piometra (LONG, 1972; HENIK; OLSON; ROSYCHUK,
1985; BELLENGER; CHEN, 1990; MUNSON, 2002; MUNSON; MORESCO; CALLE,
2005), neoplasias ovarianas, uterinas e em glandulas mamarias (HERNANDEZ;
CHERTACK; GAGE, 1975; KOLLIAS; CALDERWOOD-MAYS; SHORT, 1984;
LINNEHAN; EDWARDS, 1991; MUNSON; STOKES; HARRENSTIEN, 1995;
HARRESTIEN; MUNSON; SEAL, 1996; MISDORP, 2002; MUNSON, 2006), diabetes
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(KOLLIAS; CALDERWOOD-MAYS; SHORT, 1984; KOLLIAS JR., 1996; MUNSON,
2006), androgenizacao (SEAL et al., 1976) e ganho de peso (CHEN; BELLENGER,
1987; BALDWIN et al., 1994).

3.5.2.2 Andrégenos

A utilizagdo de andrégenos em fémeas de felinos foi tentada com o objetivo de
promover bloqueio da liberacao hipofisaria de LH e conseqliente supressado da fungao
gonadal (BURKE, 1977). Com esta intencao, foram aplicadas diferentes doses ( 7- 8
pug/dia V.0O.) do androgeno mibolerone em fémeas de trés espécies de felinos
selvagens, onga-pintada (Panthera onga), leopardo (Panthera pardus) e ledo africano,
concluindo serem os tratamentos eficientes na supressado do estro nas trés espécies.
No entanto, efeitos colaterais indesejaveis como aumento da agressividade e
masculinizagdo (crescimento de juba na leoa) foram observados, contra indicando o
seu uso (GARDNER et al., 1985).

3.5.2.3 Agonistas de GnRH

O hormonio liberador de gonadotrofinas (GnRH) é produzido no hipotalamo e
age sobre o lobo anterior da hipofise, promovendo a liberagao das gonadotrofinas FSH
e LH (MUNSON, 2006). Agonistas de GnRH apresentam a mesma agao, porém com
maior intensidade e duragao. Diversos agonistas de GnRH sdo comercializados, como
0 acetato de triptorelina, o acetato de leuprolide, a buserelina, a nafarelina, a goserelina
e a deslorelina (ASA, 2005). Entre os produtos disponiveis no mercado, a deslorelina
(Suprelorin®, Peptech Animal Health, Australia), sob a forma de implantes SC, vém

sendo utilizada em diferentes espécies de animais domésticos e silvestres
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(BERTSCHINGER et al.,, 2001, 2002; MUNSON et al., 2001; TRIGG et al., 2001;
WRIGHT et al., 2001;).

O tratamento com a deslorelina, inicialmente promove uma estimulacido da
liberacdo das gonadotrofinas, com consequente indugdo da foliculogénese e da
ovulacéo, podendo também induzir o comportamento de estro devido ao aumento dos
niveis séricos de estradiol. Com a manutengdo da liberagdo do agonista pelos
implantes, ocorre uma reducao da liberacdo das gonadotrofinas provocada pela
saturagao dos receptores hipofisarios (“down regulation”), e esta redugao por sua vez,
diminui a produgéo de esterdides sexuais pelos ovarios, bloqueando a foliculogénese e
a ovulacdo. Como efeito final deste processo, a inatividade ovariana proporciona uma
condicao anticoncepcional mantendo os niveis de esterdides sexuais, estradiol e
progesterona, em niveis basais, evitando assim os efeitos colaterais indesejados
(BERTSCHINGER et al., 2001; MUNSON et al., 2001; BERTSCHINGER et al., 2002).

Implantes de deslorelina contendo de 5 a 10 mg (na dependéncia do peso do
animal) mostraram-se eficientes por até dois anos em leopardo da neblina (Neofelis
nebulosa) e guepardo (Acinonyx jubatus), sem a ocorréncia de efeitos adversos
(BERTSCHINGER et al., 2001; BERTSCHINGER et al., 2002).No entanto, a
reversibilidade do método ainda necessita de mais tempo e experimentos para ser

determinada.

3.5.3 Métodos imunocontraceptivos

O processo de fertilizagdo envolve a ligagao do espermatozdéide a zona pelucida,
composta de glicoproteinas que recobrem o odécito. A imunizagdo de animais, nao
suinos, contra estas proteinas induz a produgao de anticorpos que interferem com o
processo de fertilizagdo por ocuparem os sitios de ligacdo (PATERSON; AITKEN,
1990).
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3.5.3.1 Vacina de Zona Pelucida Porcina (PZP)

Conhecida pela sua sigla inglesa PZP, esta vacina tém sido utilizada com
sucesso em diferentes espécies de ungulados silvestres (KIRKPATRICK, 1996a,b;
PATTON; JOCHLE; PENFOLD, 2007). Esta técnica, tém se mostrado eficiente,
reversivel, podendo ser aplicada durante a prenhes e a lactagao. Entretanto, estudos de
longo prazo realizados com o veado-da-cauda-branca (Odocoileus virginianus) e
cavalos ferais (Equus caballus), demonstraram que a manuteng¢ao do tratamento por
cinco ou mais anos estava associada a uma crescente faléncia ovariana
(KIRKPATRICK et al., 1997). Outro aspecto importante € que este método impede a
fertilizacdo, mas mantém a ciclicidade ovariana, podendo prolongar a duragdo da
estacao reprodutiva e até mesmo aumentar a agressividade dos machos, uma vez que
as fémeas apresentam cios por mais tempo.

A PZP foi testada em diferentes espécies de felinos silvestres, com resultados
insatisfatérios. Além de nao promover a contracepg¢dao, também produziu niveis
inaceitaveis de efeitos colaterais produzidos pelos adjuvantes vacinais, como extensas
e dolorosas reagdes nos locais de aplicagdo, levando ao surgimento de processos
necroticos cutadneo-musculares e aumentando a agressividade dos animais
(HARRESTIEN et al., 2004; MUNSON, 2006).

3.6 Métodos nao-invasivos para o estudo endécrino-reprodutivo

Os tradicionais métodos de estudos enddcrinos pressupdem colheitas seriadas
de sangue para que sejam realizadas as mensuragées hormonais. Estes métodos se
mostraram inadequados, ou mesmo inexequiveis para a maioria das espécies
silvestres, tanto pelo alto risco de acidentes nos procedimentos das colheitas, como
pela impossibilidade de se anestesiar seguidamente um mesmo individuo. Outro

aspecto ndo menos importante é alto nivel de estresse produzido durante as
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contencbes para as colheitas. A interferéncia no funcionamento do eixo hipotalamo-
hipofise-gonadas, produzido pelos hormodnios liberados durante a resposta do tipo
estresse, cortisol e corticosterona, ja foi descrita e pode comprometer os resultados do
experimento (BROWN et al, 2006). Desta forma, tornava-se necessaria a
implementacdo de métodos n&o invasivos que permitissem colheitas seriadas, sem
produzir respostas estressantes e que pudessem ser utilizados de maneira segura para
0s operadores e para 0s animais.

No fim da década de 70 e meados da de 80, surgiram os primeiros trabalhos que
propunham extrair e dosar metabdlitos fecais ou urinarios de horménios esteroides,
como uma ferramenta auxiliar para o estudo da endocrinologia de primatas néao
humanos (HODGES; CZEKALA; LASLEY, 1979; RISLER.; WASSER; SACKETT, 1987).
A partir de trabalho pioneiro, realizado em seres humanos (ADLERCREUTZ; MARTIN,
1976), foram realizados também estudos com equinos (BAMBERG et al., 1984) e
bovinos (MOSTL et al., 1984) domésticos. Uma série de estudos longitudinais foram
realizados com diferentes espécies silvestres ao longo dos anos 80, 90 e nesta década,
abordando aspectos reprodutivos como sasonalidade, ciclicidade ovariana, prenhes,
comportamento reprodutivo e a influéncia do estresse alterando caracteristicas
hormonais e comportamentais (POOLE et al.,, 1984; KIRKPATRICK et al., 1991;
MONFORT; ARTHUR; WILDT, 1991; BROWN et al., 1993a,b,1994; WASSER et al.,
1994; WHITE et al., 1995; BROWN et al., 1996, 1997; CREEL et al.,1997; WASSER et
al., 1997; MORROW; MONFORT, 1998; STRIER; ZIEGLER; WITTWER, 1999;
ALBUQUERQUE et al., 2001; GUIMARAES et al., 2002b).

Outro aspecto de grande relevancia é que a utilizagao da extragdo e dosagem de
metabdlitos fecais e urinarios de horménios esterdides, possibilitou também que os
resultados pudessem ser analisados sem a interferéncia das flutuacbes circadianas,
uma vez que o que se mensura é a somatoéria de todas as variagcdes que ocorreram em
um determinado periodo de tempo. Na dependéncia da matriz utilizada e da espécie em
questdo, existira um intervalo de tempo onde as variagbes de um determinado
hormdnio, apés a metabolizacdo e excrecdo, serao refletidas ou manifestadas nos
niveis de seus metabdlitos fecais e urinarios (MONFORT et al., 1997). Por esta razéo

as colheitas devem ser realizadas sempre em um mesmo periodo do dia.



34

No caso de metabdlitos urinarios, o tempo necessario para a eliminacdo dos
metabdlitos é geralmente inferior a 12 horas (MONFORT et al., 1997) e no caso dos
fecais, de 12 a 24 horas para ruminantes (MORROW; MONFORT, 1998), 24 horas para
carnivoros € 24 a 48 horas para primatas (WASSER et al., 1994) e herbivoros
monogastricos (WASSER et al., 1996).

As vias de metabolizacéo e excregao também variam de acordo com o horménio
e com a espécie, sendo que para felinos, mais de 90% dos metabdlitos de esteroides
gonadais, sao eliminados pelas fezes (BROWN et al., 1994).

Com a introducdo destas ferramentas n&o invasivas, tornou-se possivel a
realizacdo de estudos enddcrino-reprodutivos em espécies silvestres em cativeiro e em
vida livre, gerando dados de grande relevancia para o conhecimento da fisiologia e do

comportamento destas espécies.



Fonte: GUIMARAES, M. A. B. V. - Budapeste, 2008.

Matesial e Métodos




36

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Os animais

Foram estudados 5 exemplares adultos, fémeas de ledo africano (Panthera leo),
identificadas como: Zomba, Salita, Pretéria, llara e Rouge. (Figuras 1 a 4), mantidas em
cativeiro com um exemplar macho vasectomizado, chamado Kirongozi (Figura 5), na
Fundagdo Parque Zooldgico de Sao Paulo, em Sao Paulo, capital. Todas as leoas
apresentavam em seu historico reprodutivo a ocorréncia de prenhes com parto, sendo
que nenhuma delas foi submetida anteriormente a qualquer tipo de manejo
contraceptivo, exceto a separacéo fisica e a manutengédo com machos vasectomizados.

As idades e o tempo de cativeiro no zooldgico estdo expressos na tabelal. As
leoas Salita, llara e Rouge nasceram no Zoologico de Sdo Paulo e Zomba e Pretoria

chegaram de outro cativeiro, com 6 meses de idade.

Tabela1- Composigdo do grupo experimental de leoas (Panthera leo), com nomes, idades e tempo de
cativeiro na Fundagéo Parque zoolégico de Sao Paulo

Nomes Zomba Salita Pretodria llara Rouge
Idade 7 anos 6 anos 7 anos 13 anos 6 anos
TCZSP* 6,5 anos 6 anos 6,5 anos 13 anos 6 anos

* Tempo de cativeiro no Zooldgico de Sao Paulo.



Figura 1 - Exemplar de leoa africana (Panthera leo), identificada como Salita
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Figura 2 - Exemplares de leoas africanas (Panthera leo), identificadas como llara (ao fundo) e Rouge
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Figura 3 - Exemplar de leoa africana (Panthera leo) , identificada como Zomba
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Figura 4 - Exemplar de leoa africana (Panthera leo), identificada como Pretéria
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Figura 5 - Exemplar macho, vasectomizado, de ledo africano (Panthera leo), identificado como Kirongozi

Os animais eram mantidos em uma area composta por um solario, medindo
aproximadamente 300m? e uma area coberta, medindo aproximadamente 200m?,
dividida em seis compartimentos, aonde a alimentagao era colocada no fim do dia e os
animais ali permaneciam por toda noite. Para facilitar as colheitas de fezes, os animais
dormiam separadamente. Durante o dia, permaneciam no solario. A alimentacao
fornecida foi a padronizada pela Fundagéo Parque Zooldgico de Sao Paulo, constituida
de musculo e visceras de bovino, pescogo de frango e suplementos vitaminicos. Os
lebes eram alimentados uma vez ao dia, seis dias por semana. O suprimento de agua

era “ad libitum”.
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4.2 Colheita de amostras

Por um periodo de 2,5 meses foram colhidas duas amostras fecais semanais de
cada uma das fémeas, sempre no periodo da manha. Este periodo inicial de colheita
visava caracterizar hormonalmente a ciclicidade das leoas, antes da colocagado dos
implantes de deslorelina.

As amostras fecais colhidas foram homogenizadas e acondicionadas em sacos
plasticos do tipo "zip-lock" e mantidas congeladas em freezer a - 29°C até o momento
das extragbes. Também foram observados os aspectos comportamentais relativos a
ocorréncia de cios e cépulas.

Apods a aplicacdo dos implantes, foram realizadas colheitas de fezes das leoas,
duas vezes por semana por 32 meses, sempre pela manha, armazenadas de forma
semelhante a ja descrita, com o objetivo de monitorar os niveis de metabdlitos
hormonais fecais buscando caracterizar a ocorréncia de ciclos ovarianos.Também neste
periodo, foram observados padrées comportamentais sugestivos de estro.

Caso, ap6s este periodo, alguma leoa ainda ndo demonstrasse sinais de retorno
ao estro comportamental ou de atividade hormonal ciclica ovariana, o periodo de

monitoragao poderia ser prorrogado por mais trés meses.

4.3 Monitoragao endécrina

A ciclicidade ovariana das leoas foi monitorada, em térmos enddcrinos, com o
uso de extragdo e dosagem de metabdlitos fecais de hormdnios esterdides sexuais, a
saber: estradiol e progesterona (neste trabalho também chamadas de progestinas),

conforme recomendado por Graham e Brown (1996).
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4.3.1 Técnica de extracao

A técnica utilizada para a extragcdo foi a descrita por Brown et al. (1993a,b,
1994,1996) e Brown e Wildt (1997). O procedimento utilizado para cada amostra sera
descrito de forma sumaria a seguir: Inicialmente, as amostras foram liofilizadas para
padronizagdo da matéria seca, em aparelho liofilizador Speed Vac (Speed vc-Sc110,
Savant). Foram pesadas 0,2 g de fezes liofilizadas, de cada amostra e foram acrescidos
5 ml de etanol 90% (90% etanol:agua destilada). Apdés homogeinizacao em aparelho
vortex (PHOENIX, MOD AT 56) por 1 minuto, as amostras foram fervidas por 25
minutos. Durante esse tempo, o etanol evaporado foi gradativamente reposto para que
nenhuma amostra ficasse seca, de forma que ao final desta etapa, o volume inicial
estivesse mantido. Foram entdo centrifugadas por 15 minutos a 500G em centrifuga
Excelsa (Mod 206 MP-Fanem), e o sobrenadante recuperado. O “pellet” foi
ressuspendido em 5 ml de etanol 90%, homogenizado em aparelho vortex por 1 minuto
e recentrifugado. Os dois sobrenadantes foram combinados, secos completamente e
entdo, ressuspendidos em 1 ml de metanol. Os extratos foram homogenizados por 1
minuto, colocados em copo limpador ultrassdnico (Ultra Sonic Cleaner, USC-1450 —
Unique) por 15 minutos e encaminhados para dosagem por radioimunoensaio. Para
estas dosagens, foram adicionadas as amostras, uma solugédo tampédo de PBS +
gelatina 0,1 mol.

4.3.2 Técnica de dosagens hormonais

Apos a ressuspensao das amostras, uma aliquota de 200 ul da solugao foi
encaminhada para realizagdo das dosagens através da técnica de radioimunoensaio
(RIE) em fase solida com o uso de conjunto comercial “Estradiol Coat-a-Count®
(Diagnostic Products Corporation, Los Angeles, EUA) para metabdlitos fecais de

estradiol. Para as dosagens de metabdlitos fecais de progesterona, optou-se pelo
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conjunto comercial “Progesterone DSL-3900° (Diagnostic System Laboratories Inc.,
Webster, EUA), por apresentar anticorpo com maior percentual de reagbes cruzadas
com os metabdlitos de progesterona.

Os percentuais de reagdes cruzadas de ambos os conjuntos comerciais estao
informados na tabela 2. As leituras foram realizadas em duplicata, em contador Packard
Cobra Auto-Gamma®, no Laboratério de Dosagens Hormonais do Departamento de
Reproducdo Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade
de Sao Paulo.Os resultados foram obtidos em ng/ml em cada tubo e depois convertidos

para ng/g de fezes liofilizadas ou sécas com o uso da formula:

CF=C x VF
Pi
Sendo:
CF = concentragao final em ng/g de fezes
C = concentragao fornecida pelo RIE em ng/mi

VF = volume final da resuspensao em ml

Pi = peso inicial da amostra em gramas

Foram realizadas validagbes para os ensaios de ambos os horménios. As
validagbes sdo necessarias porque 0s conjuntos comerciais para dosagens hormonais
sdo confeccionados para dosar horménios na forma quimica integra, ou seja, com a
estrutura molecular com a qual eles circulam no sangue em seres humanos e deveriam
ser dosados os metabdlitos destes horménios em fezes de animais. O método utilizado
para as validacdes é teste do paralelismo, onde uma curva de diluicdo seriada do
hormdnio padrao foi comparada com outra, obtida por diluicdo semelhante do mesmo
padrdo na matriz (extrato fecal) depletada de esterdides com o uso de carvao dextran.
A existéncia de paralelismo entre as curvas foi mensurada pela analise de regressao
linear.

Para a caracterizacdo de picos nos niveis de metabdlitos de ambos os
hormbnios estudados, foram calculados média e desvio-padrdo de todo o periodo

estudado para cada animal. Em seguida foi utilizado o critério matematico de considerar
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como pico todos os valores que excederem ao valor da soma da média mais um e meio
desvios-padrédo.Os valores inferiores foram considerados como elevagdes e quedas

dentro dos niveis basais.

Tabela 2 - Percentuais de reagbes cruzadas dos conjuntos diagndsticos comerciais para
Radioimunoensaio para dosagem de estradiol (“Estradiol Coat-a-Count® (Diagnostic
Products Corporation, Los Angeles, EUA) e progesterona (“Progesterone DSL-3900°
Diagnostic System Laboratories Inc., Webster, EUA)

Estradiol Coat-a-Count®

% de reagao cruzada Esteréide
100 Estradiol 1783
10,0 Estrona
4.4 d- Equinilina
1,8 Etrona-B-D-glucoronide
0,8 Equilina
0,58 Sulfato de estrona

Progesterone DSL-3900°

% de reagdes cruzadas Esteroide
100 Estradiol 1783
6,9 Estrona
0,27 Estradiol 17B-3-glucuronide
0,03 Equilina

0,4 Equilenina
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4.4 Monitoragdao comportamental

Os animais foram observados por, no minimo, trés vezes por semana, em 2
periodos de 30 minutos, pela manha e a tarde. As variaveis comportamentais avaliadas
para identificagao de estro foram:

- Vocalizacéao, inquietacao, rolamento, lordose, atracdo do macho e aceitacédo de

monta e copula, conforme descritos por Schaller (1976).

4.5 Aplicacao dos implantes

Os animais foram contidos quimicamente com o uso de cloridrato de cetamina
(Vetaset®, Fort Dodge do Brasil) na dose de 10mg/Kg, |.M., associado ao cloridrato de
xilazina (Rompun®, Bayer do Brasil) na dose de 1mg/Kg, |.M. (Figura 6). O implante
utilizado contém 9,5 mg de acetato de deslorelina (Suprelorin® Peptech Animal Health,
Sidney), (Figura 7). Foi aplicado 1 implante por animal, por via sub-cutanea na regiao
do dorso, no espaco inter-escapular, seguindo a recomendagao de Trigg et al. (2001),
com o auxilio de aplicador especifico fornecido pelo fabricante (Figura 8). Os implantes

sao absorvidos pelos animais, ndo sendo necessaria a sua retirada.



Figura 6 - Leoa Zomba, sob efeito da anestesia, com venda e membros amarrados
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SUPRELORIN 5.5 mg

CONTEP‘{TS One implanter preioar
Peptech Code No 975 ‘B.'lc';‘-“lé):‘;s’ one implant
1A

Peptech Animal Health

Figura 7-. Embalagem do implante de deslorelina (Suprelorin®), com o aplicador
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Figura 8 - Aplicagao sub-cuténea do implante de deslorelina na leoa Zomba
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Fonte: GUIMARAES, M. A. B. V. - Budapeste, Hungria 2008.

Resultados e Discussa
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na primeira fase, com duragdo de 2,5 meses, foram observados 9 estros
comportamentais, sendo 3 da leoa Zomba, 2 de Salita, 2 de Pretoria, 1 de llara e 1 de
Rouge. As caracteristicas comportamentais observadas foram as mesmas descritas na
literatura (SCHALLER, 1976), como rolamento, vocalizagbes, lordose e aumento da
proceptividade da fémea em relacdo ao macho presente e mesmo a outras fémeas.
Durante estas manifestagdes de estro, ocorreram diversas brigas entre as leoas,
concordando com o comportamento descrito por Schaller (1976). A duragdo média dos
estros foi de 5,8 + 2,2 dias, dentro do intervalo reportado na literatura por Sadleir
(1966a,b) e Seager e Demorest (1978), 4 a 16 dias (média 8,7) e por Eaton (1974), de 4
a 8 dias. Na literatura existem referéncias a grandes variagcbes em animais de vida livre
em, como mencionado por Schaller (1976), variando de menos de 24 horas até 22 dias.
Se excluirmos a leoa Rouge, que apresentou apenas um estro comportamental e com
duracéao de 2 dias, obteremos uma média de 6,3 + 1,8 dias.

Por um periodo de 1 a 9 dias, apds a colocacao do implante, foram observados
comportamentos de estro em duas leoas, Pretoéria (duragcéo de sete dias) llara (duragéo
de 9 dias), sendo que em nenhum dos casos houve copula, apenas vocalizagbes e
mimicas posturais como, rolamento, lordose, e evidente aumento da proceptividade das
fémeas em relagdo ao macho vasectomizado que era mantido no grupo. E interessante
notar que em ambos os casos, 0 cio foi mais longo do que o observado antes da
colocacdo dos implantes, sem, no entanto, ter ocorrido copula. Os resultados da
validagao laboratorial de ambos os hormdnios estdo apresentados a seguir, nas figuras
9e 10.
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Regression Summary
Curva adapt E2 fezes vs. Curva kit E2

Count 6

Num. Missing 0

R ,995

R Squared ,990

Adjusted R Squared ,987

RMS Residual 134,503
ANOVA Table

Curva adapt E2 fezes vs. Curva kit E2
DF Sumof Squares Mean Square F-Value P-Value

Regression 1 7156899,701 | 7156899,701 | 395,606 <,0001
Residual 4 72363,993 18090,998
Total 5 7229263,694

Regression Coefficients
Curva adapt E2 fezes vs. Curva kit E2
Coefficient Std. Error  Std. Coeff. t-Value P-Value
Intercept 76,324 69,950 76,324 1,091 ,3365
Curva kit E2 ,850 ,043 ,995| 19,890 <,0001

Regression Plot
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Figura 9 - Resultados da validacdo laboratorial do conjunto comercial Estradiol ® Cont-a-Count DPC
MEDIab, para dosagem de estradiol
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Regression Summary
Curva adapt vs. Curva kit

Count 5
Num. Missing 0
R ,990
R Squared ,980
Adjusted R Squared ,973
RMS Residual 3,793
ANOVA Table
Curva adapt vs. Curva kit
DF Sumof Squares Mean Square F-Value P-Value
Regression 1 2116,148 2116,148 | 147,061 ,0012
Residual 3 43,169 14,390
Total 4 2159,317
Regression Coefficients
Curva adapt vs. Curva kit
Coefficient ~ Std. Error ~ Std. Coeff. t-Value P-Value
Intercept 5,028 2,400 5,028 2,095 1271
Curva kit 1,422 17 990 | 12,127 ,0012
Regression Plot
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Figura 10 - Resultados da validagao laboratorial do conjunto comercial Progesterone ® DSL, para
dosagem de progesterona
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Analisando os resultados das validagdes, vemos que em ambos os casos, 0s

anticorpos dos conjuntos comerciais foram eficientes, tanto para progesterona quanto

para estradiol, conforme demonstrado pelos valores encontrados para R%= 0,98 % e

R? = 0,99 %, respectivamente. Estes resultados validam o uso destes anticorpos

comerciais em matriz fecal de leoas.

Os resultados dos Controles de Qualidade dos ensaios hormonais estao

expressos nas tabelas 3 e 4.

Tabela 3 - Controles de Qualidade dos ensaios hormonais de progesterona

HORMONIO: PROGESTERONA

Controle COoM COM | Cap Lig. L.N.E L.N.E | Sensibilidade | CV Intra | CV Intra
Ensaio c1 C2 C3 C4 Ponto 0 | total B/B0 CcoMm (%) % (dose) Baixo Alto
1 0,89969 89012 0,82249 8,1044 158985 29111 55% 25450 0,87%  93,47(0,07) 6,34%  6,63%
2 1,0296 9,0182 1,1226 9925 156665 287525 54% 270,00 0,94%  94,38(0,07) 6,11%  6,77%
3 1,1244 10,651 1,1487 11,827 177155 328235 54% 426,50 1,30%  94,6(0,01) 151%  7,40%
CV Inter ensaio | 1,0178967 9,5234667 1,0312633 9,9521333 092%  3,11%
Tabela 4 - Controles de Qualidade dos ensaios hormonais de estradiol
HORMONIO:ESTRADIOL
Controle CPM COM | Cap Lig. L.N.E L.N.E | Sensibilidade | CV Intra | CV Intra
Ensaio c1 ‘ C2 ‘ C3 ‘ C4 | ponto0 | Total B/B0 CPM (%) % (dose) Baixo Alto
1 1790 23,015 18208 24,771 90375 17413 52% 132,50 0,76%  95,7(3,85) 121%  520%
2 610,62 22,513 623,05 25151 131405 272735 48% 27550 1,01%  94,9(1,83) 142%  7,83%
3 600,02 21,356 612,23 20,452 14732,5 30320,5 49% 331,00 1,09%  95,9(2,07) 142%  3,06%
CV Inter ensaio | 0,122445 20,9235 0,148015 20,3015 129%  3,60%




55

Como demonstrado, o Coeficiente de Variagdo (CV) Intra-ensaio e Inter-ensaio
para progesterona foram 7,40% e 3,11% e para o estradiol, os CV Intra-ensaio e Inter-
ensaio foram 7,83% e 3,60%, respectivamente.

Os resultados das mensuragdes de metabdlitos fecais de ambos os horménios

estudados estédo apresentados individualmente, nas figuras 11,12,13,14 e 15.
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Figura 11 - Perfil dos metabdlitos fecais de progesterona e estradiol da leoa llara (Panthera leo) - Sao
Paulo - 2007

Analisando o grafico da figura 11, percebe-se que llara apés uma fase de
progestinas aumentadas, certamente um diestro, apresentou aumento marcado nos
niveis de metabdlitos de estradiol, coincidindo com a observacdo de cio
comportamental e a ocorréncia de cépulas, caracterizando a presenga do estro. Em
seguida, novo aumento de progestinas, sugerindo ovulagéo e iniciou-se outro diestro. O
implante foi aplicado no fim desse diestro. Apds a colocacédo do implante, foi verificada
uma pequena elevagdo dos metabdlitos de estradiol e observado comportamento de
cio, desta vez, porém sem coépulas e sem indicios de ter ocorrido ovulacdo. A partir de
entdo, os niveis de metabdlitos de ambos os horménios se mantiveram em niveis
considerados basais e constantes por aproximadamente 12 meses, quando foram

notados dois aumentos pronunciados dos metabdlitos de estradiol, sem, no entanto ter



56

sido observado nenhum comportamento de cio. Lamentavelmente, a leoa llara foi
eutanasiada em dezembro de 2005, aproximadamente 15 meses apds a colocagao do
implante, por ter apresentado uma neoplasia maligna em laringe. Foi uma decisao da
instituicdo mantenedora, a qual respeitamos, especialmente por tratar-se de um
procedimento ético no sentido de evitar maiores sofrimentos para o animal, uma vez
que a neoplasia era inoperavel e o estado geral do animal comegou a deteriorar. Por
esta razao, todas as informacdes referentes a leoa llara, cessam em dezembro de
2005. Curiosamente, llara foi a Unica dentre todas as leoas a apresentar estes picos de
metabdlitos de estradiol a partir de aproximadamente 12 meses apods a colocagao dos
implantes. Embora n&o tenha apresentado comportamento de estro neste periodo, o
perfil hormonal encontrado sugere que poderia estar-se iniciando um processo de
retorno da ciclicidade ovariana, que infelizmente, em decorréncia de sua morte, néo foi
possivel mais ser acompanhado. Por razdes que escaparam a vontade do autor, o
aparelho reprodutor de llara ndo foi conservado apds a necropsia, inviabilizando um
exame macroscopico e histopatolégico de utero e ovarios, que poderiam fornecer

preciosas informacdes sobre o estado funcional reprodutivo do animal.
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Figura 12 - Perfil de metabdlitos fecais de progesterona e estradiol da leoa Pretéria (Panthera leo) - Sao
Paulo - 2007
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Observando o grafico da figura 12, nota-se que a leoa Pretéria apresentava
comportamento de cio coincidente com niveis aumentados de metabdlitos de estradiol,
demonstrando em seguida aumento dos niveis de progestinas, compativeis com a
ovulagdo induzida pelas cépulas observadas durante o estro, portanto, entrando no
diestro. Apds este diestro, verificou-se novo aumento dos niveis de metabdlitos de
estradiol, cujo pico foi acompanhado de novo cio comportamental, quando entédo foi
aplicado o implante. Apds a colocacao do implante, houve manifestacdo de cio, com os
niveis de metabdlitos de estradiol ainda altos, porém sem a ocorréncia de cépulas e
sem indicios de ovulagdo, uma vez que os niveis de progestinas nao se alteraram. Dai
em diante, os niveis de ambos os metabdlitos permaneceram basais até o término do
experimento, 35 meses depois de aplicado o implante. No entanto, apés 31 meses,
Pretdria apresentou comportamento de cio, com coépulas, sem, no entanto, ter ocorrido
aumento dos niveis de metabdlitos de estradiol e nem de progestinas, sugerindo que
ndo tenha ocorrido ovulagdo apesar das cépulas. E interessante destacar a ocorréncia

de cio comportamental desacompanhado de aumentos de metabdlitos de estradiol.
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A figura 13 mostra os resultados da leoa Rouge, onde se percebe, logo no inicio,
que apesar dos altos niveis de metabdlitos de estradiol, ndo foi observado
comportamento de cio, mas houve aumento subsequiente nos niveis de progestinas,
sugerindo a ocorréncia de ovulagdo. Este resultado pode refletir uma ovulagéo
espontanea ou pode ter ocorrido cio comportamental com copula, que nao foi percebido
por falha de observacdo. Em seguida, foi observado comportamento de cio, com
copula, coincidente com aumento dos niveis de metabdlitos de estradiol, atingindo
valores de pico, embora inferiores aos observados anteriormente. O implante foi
aplicado no fim do estro e depois disso, ndo foram observados comportamentos de cio
e o0s niveis de progestinas apresentaram discreta elevagdo, dentro de limites
considerados basais. Por 33 meses, ambos os metabdlitos apresentaram elevacgoes,
porém sempre dentro dos limites basais. Apds este periodo, foram observados
comportamentos de estro com coépulas. Este cio comportamental foi observado durante
uma fase caracterizada pelos niveis baixos de metabdlitos de estradiol e foram
sucedidos por um marcado aumento dos niveis de progestinas, que alcangaram valores
de pico, sugerindo que possa ter ocorrido ovulagdo espontanea. Os niveis de
metabdlitos de estradiol se mantiveram oscilando dentro de limites basais até o fim do
experimento, ndo havendo, neste caso correlacdo entre os niveis deste horménio e o

comportamento de cio observado.
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Figura 14 - Perfil de metabdlitos fecais de progesterona e estradiol da leoa Salita (Panthera leo) - Séo
Paulo - 2007
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A figura 14 apresenta os resultados hormonais da leoa Salita. Este animal
apresentava cio comportamental com copulas e subsequente aumento de progestinas,
sugerindo ovulagao e caracterizando a ocorréncia de diestro. Em seguida iniciou outro
ciclo, com marcado aumento dos niveis dos metabdlitos de estradiol, alcangando
valores de pico e apresentando comportamento de cio, com cépulas. O implante foi
colocado durante o estro e subsequentemente, os niveis de metabdlitos de estradiol
apresentaram um novo pico, quando nao foi observado comportamento de cio. Os
niveis de progestinas apresentaram um marcado aumento logo apds esta ultima
elevagdo de estradiol, atingindo valores de pico e sugerindo que tenha ocorrido
ovulacdo, mesmo na auséncia de copula, caracterizando um diestro. Estes resultados
podem indicar a ocorréncia de ovulacdo espontdnea ou pode ter ocorrido cio
comportamental que nao foi observado. Outra hipétese é que a aplicagdo do implante
induziu a ovulagdo de foliculo ou foliculos pré-ovulatorios ja presentes naquele
momento. Apos este diestro, os niveis de progestinas se mantiveram basais pelo resto
do experimento. Os niveis de metabdlitos de estradiol apresentaram discretas
elevagdes sucessivas, a partir do 22 ° més, acompanhadas de comportamento de cio,
com copulas, mas sem indicios de ovulagdo, uma vez que nado houve elevacbes das
progestinas. Estes resultados podem ser interpretados como indicios de inicio de
atividade ovariana, sendo esta capaz de produzir elevagbes de estradiol suficientes
para desencadear o comportamento de cio com copulas, mas ainda nao funcional a
ponto de sensibilizar o hipotalamo e permitir, apds o estimulo mecanico da cépula, o

surgimento de pulsos ovulatérios de LH.



60

12000 7 l l Seta azul - Dia da colocagéo do implante 40

Seta vermelha - Comportamento de estro

-+ 350
10000 +

-+ 300
8000 +
—+ 250
6000 + -+ 200
—+ 150
4000

+ 100

W 7 B M,.AMAA'«A N Amamn.“\ )

> ‘36%%%%6 b%b‘b‘b Q)’\ A&
QQ QQ Q Q QQQ QQQQQQ
'I/'L'I/
N Q

'L'L‘]/‘]/‘L’L‘L'L’I«'L'L'L‘L‘L‘l«
a8 T {b\%\&\\w@%@ S

Metabolitos fecais de Progesterona (ng/g de
fezes sécas)
Metabolitos fecais de Estradiol (ng/g de
fezes sécas)

0 -

(1/ > >
4\%\ {b\%@’\ K \QO/{L\\

v v

Data

‘ —=— Progesterona —e— Estradiol ‘

Figura15 - Perfil de metabdlitos fecais de progesterona e estradiol da leoa Zomba (Panthera leo) - Sdo
Paulo - 2007

Na figura 15, o grafico mostra os resultados da leoa Zomba e percebe-se que
estes se iniciam com um marcado aumento de progestinas apds a observacéo de cio
comportamental com copulas, portanto caracterizando um diestro. Em seguida ocorre
aumento pronunciado dos niveis de metabdlitos de estradiol, alcangando valores de
pico, coincidindo com novo comportamento de cio e copulas, enquanto os valores de
progestinas se encontravam basais, caracterizando o estro. O implante foi aplicado
proximo ao fim do estro e em seguida houve um aumento marcado nos niveis de
metabdlitos de estradiol, sem comportamento de cio e nem copulas. No entanto, apés
esta elevagdo, houve um aumento marcado nos niveis de progestinas, atingindo
valores de pico, sugerindo ter ocorrido uma ovulagéo. Estes resultados podem estar
refletindo a ovulacdo espontdnea ou o comportamento de cio pode ter ocorrido € nao
ter sido observado ou até mesmo, como ja sugerido para a leoa Salita, ter ocorrido a
ovulagao induzida pela agdo do agonista do implante sobre foliculos pré-ovulatorios ja

existentes naquele momento. Depois deste evento, os niveis de ambos os metabdlitos
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se mantiveram basais até o fim do experimento. Até o término deste trabalho, a leoa
Zomba n&o apresentou sinais comportamentais de cio ou hormonais de retorno da

funcao ovariana.

Analisando os graficos das figuras 11, 12, 13, 14 e 15, percebe-se que antes da
colocacdo dos implantes, todas as leoas apresentavam atividade ovariana e
comportamento de estro. Os aumentos verificados neste periodo para os niveis de
metabdlitos fecais de estradiol coincidiram com a ocorréncia dos comportamentos de
estro, havendo até mesmo copulas. Os aumentos de metabdlitos de progesterona ou
progestinas foram evidenciados em todas as leoas durante, ou logo apés o estro
comportamental observado, caracterizando a ovulagdo e inicio do diestro. Estes
resultados coincidem com os descritos na literatura em ledes, utilizando dosagens
hormonais séricas (SCHMIDT et al., 1979; BROWN et al., 1993b; SCHRAMM; BRIGGS;
REEVES, 1994) e fecais (GRAHAM et al., 1995; UMAPATHY et al., 2007).

Apds a colocacao dos implantes, llara e Pretoria, apresentaram comportamento
de estro nos dias imediatos ao procedimento, coincidindo com o relatado por
Bertschinger et al. (2001, 2002). Os perfis hormonais deste periodo sugerem que houve
atividade ovariana e possivelmente ovulagao. Este fato era esperado, uma vez que a
literatura relata que nos dias subsequentes a colocagdo do implante, como ha
exacerbagao da acado de GnRH, ocorre estimulagdo da liberacdo de gonadotrofinas
hipofisarias, que por sua vez agiriam sobre os ovarios, promovendo recrutamento e
maturagao de foliculos, aumentando os niveis de estradiol, levando ao comportamento
de estro, podendo haver cépula seguida de ovulagdo, confirmada pelos aumentos de
progestinas (BERTSCHINGER et al., 2001, 2002; TRIGG et al., 2001; WRIGTH et al.,
2001). No entanto, nossos resultados mostram que mesmo estas duas leoas que
apresentaram cio comportamental apés o implante, ndo copularam. Este fato pode se
dever ao fato de os niveis de estradiol serem insuficientes para desencadear a
receptividade, mas eficientes no sentido de desencadear a proceptividade.

Passados estes primeiros dias apds o implante, todas as leoas apresentaram

resultados comportamentais e hormonais compativeis com a supressdao do
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comportamento de estro e da atividade ciclica ovariana, evidenciada esta ultima pelos
perfis basais dos metabdlitos fecais de estradiol e progesterona.

Conforme ja mencionado, a leoa llara foi a unica a apresentar sinais de um
possivel retorno a atividade ovariana em aproximadamente 12 meses apds a colocagao
do implante, porém sem demonstrar comportamento de estro.

Trés outras leoas, somente comegaram a demonstrar o comportamento de estro
apos 22 meses (Salita), 31 meses (Pretéria) e 33 meses (Rouge). Pretéria manteve
niveis basais de metabdlitos fecais de estradiol e de progesterona, mesmo durante o
retorno do comportamento de estro (Figura12). Salita, manteve os niveis de metabdlitos
de progesterona basais e apresentou discretas elevagbes de metabdlitos de estradiol,
coincidentes com o retérno do comportamento de estro (Figura14), sugerindo que
mesmo esta atividade ovariana aparente ndo foi ainda suficiente para alcangar o
estagio ovulatorio, mas o foi para desencadear o comportamento de estro, permitindo
inclusive copulas. Rouge, apdés 33 meses apresentou comportamento de cio, com
copulas, coincidindo com elevagdes nos niveis de metabdlitos de estradiol, seguidas de
marcados aumentos nos niveis de progestinas, que alcangaram valores de pico,
sugerindo fortemente a ocorréncia de ovulagdo (Figura 13). Este resultado € muito
importante por poder caracterizar o Unico caso observado de retorno funcional da
atividade ovariana.

Cépulas desvinculadas do comportamento de estro ja foram observadas em
ledes de vida livre, podendo estar relacionadas a rituais de afirmacdo de dominéancia
pelos machos sobre as fémeas (comunicagdo pessoal)®. No entanto, neste trabalho, em
nenhum momento este fato foi observado, sendo que todas as cépulas ocorreram
durante o comportamento de cio. No entanto, os resultados sugerem que possa have
ruma desvinculacdo dos niveis de estradiol e do comportamento de cio, uma vez que
este foi observado em fases de altos e baixos niveis de metabdlitos de estradiol.

A leoa Zomba ndo apresentou até o presente momento (35 meses apds o
implante), qualquer comportamento de estro e manteve os perfis de ambos os

metabdlitos hormonais fecais em niveis basais (Figura 15).

? Informagao fornecida por Henk Berschinger, Omaha, Estados Unidos, 2005.
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Acreditamos que as variagdes encontradas nos valores absolutos dos
metabdlitos de ambos os hormonios, entre as diferentes leoas devam ser atribuidas as
caracteristicas da variacido individual, uma vez que sabemos ser o numero amostral
muito reduzido.

Embora a reversibilidade do tratamento n&do tenha sido demonstrada do ponto de
vista enddcrino, com a possivel excecdo de Rouge, o fato de trés das quatro leoas
restantes ja estarem apresentando o retorno do comportamento de estro e uma delas,
Salita, possa estar demonstrando discretos sinais de retorno da atividade ovariana, nos
faz crer que sera apenas uma questdo de tempo para que a total reversao,
comportamental e funcional ovariana, se estabeleca em todas elas.

Estes resultados apontam para um possivel uso destes implantes como
contraceptivos reversiveis em leoas, sendo, no entanto, necessario aguardar mais
algum tempo para se ter certeza deste retorno. Da mesma forma, acreditamos que o
uso como contraceptivo tera que ser comprovado com o desafio de alojar leoas
implantadas com machos adultos comprovadamente férteis e intactos.

Neste trabalho, nao foi possivel realizar este desafio dado ao carater
experimental da metodologia e o n&o interesse da instituicdo mantenedora em obter

filhotes, caso o método falhasse.

5.1 Comentarios gerais

Outro possivel uso para os implantes, baseado nos resultados encontrados, seria
a sua utilizacdo para a redugdo de agressividade, evitando assim lutas e ferimentos
constantes, tdo comuns nos animais mantidos em cativeiro. O resultado encontrado em
leoas concorda com as informagbdes publicadas que descrevem a eficiéncia da
deslorelina na redugdo da agressividade em machos de diversas espécies de
carnivoros domésticos e silvestres (BERTSCHINGER et al., 2001; TRIGG et al., 2001;
BERTSCHINGER et al., 2002). No entanto, por se tratar de fémeas, foi inesperada a

reducdo de agressividade observada apés a colocagao dos implantes.
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E importante destacar que todas as leoas melhoraram o aspecto da pelagem,
sendo de especial interesse, o fato de 4 delas, Zomba, llara, Rouge e Salita, que
sistematicamente lambiam e chupavam a extremidade da cauda até provocar lesdes,
pararam com este comportamento apos a aplicagdo dos implantes. Possivelmente, esta
melhora do aspecto geral deveu-se ao fato dos animais economizarem energia, uma
vez que durante um longo periodo ndo houve mais comportamento de estro, nem
copulas e nem lutas.

A duragdo do efeito do tratamento e a facilidade de aplicagdo,fazem deste

método uma importante opgao para o manejo contraceptivo de leoas.

5.2 Consideragoes finais

A expectativa inicial do projeto era de se alcangar pelo menos 12 meses de
supressdao da atividade ovariana ciclica e do comportamento de estro, conforme
descrito na literatura, porém sem nenhum acompanhamento hormonal
(BERTSCHINGER et al., 2001). Os resultados superaram amplamente esta expectativa,
sendo que a primeira leoa a demonstrar comportamento de estro foi Salita, apos 22
meses da colocagéo do implante. A segunda a retomar este tipo de comportamento foi
Pretdria, 31 meses e Rouge, apos 33 meses. Zomba, apos 35 meses, ainda nao havia
apresentado sinais de estro.

Considerando a duragdao média de 28,67 + 5,86 meses (sem contar Zomba), e
tendo obtido no minimo 22 meses sem sinais comportamentais de cio ou perfis
enddcrinos de atividade ovariana ciclica, este método pode ser considerado eficiente e
pratico. A reversibilidade comportamental demonstrada em trés das quatro leoas
estudadas, a facilidade de aplicacdo e a auséncia de efeitos colaterais indesejados,
leva a crer que o método utilizado possa ser aplicado para o controle populacional de
lebes africanos, tornando-se uma importante ferramenta para a conservagao da

viabilidade genética populacional desta espécie. Ndo foi possivel demonstrar a
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restauracdo da atividade ovariana durante a duragao do experimento, no entanto, os

resultados obtidos sugerem que esta deva ser re-estabelecida em breve.



Fonte: GUIMARAES, M. L. A. C. V. - Praga, Rep. Tcheca, 2008.
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6 CONCLUSOES

Este trabalho permitiu demonstrar que o uso de implantes sub-cutédneos do
analogo de GnRH, Deslorelina, foi eficiente na supresséo da atividade ovariana ciclica e
do comportamento de estro, em leoas.

Da mesma forma, a monitoragdo nao-invasiva com o uso da extracao e dosagem
dos metabdlitos fecais de esterdides sexuais, estradiol e progesterona, mostrou-se uma
ferramenta eficiente e precisa para avaliagcdo do “status” enddcrino-reprodutivo de
leoas.

O meétodo utilizado mostrou-se seguro e de facil aplicagao.

Nao foi possivel demonstrar o retorno da atividade ovariana ciclica até o término
do experimento, mas foi demonstrado o retorno do comportamento de cio em trés das
quatro leoas estudadas.

Este método também pode ser utilizado na redugdo da agressividade de leoas

africanas.



Fonte: GUIMARAES, M. A. B. V. - Praga, Rep. Tcheca, 2008.
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