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RESUMO

A hematologia, as andlises bioquimicas e os indices de condicdo corporal, sdo
ferramentas (teis para descrever a saude em animais mantidos em cativeiro
intensivo. O presente trabalho teve por objetivo determinar parametros que auxiliem
no monitoramento da saude de Bothrops alternatus, Bothrops mattogrossensis,
Bothrops moojeni e Crotalus durissus, mantidas acondicionadas em quarentena e
em cativeiro Intensivo no Biotério/UCDB. Foram avaliadas 95 serpentes em um
prazo de 12 meses através do exame clinico, avaliagdes hematoldgicas, bioquimicas
e termograficas. B. alternatus obteve o maior peso e comprimento, 476,2 + 19,4 g e
105,3 £ 1,7 cm respectivamente. Para frequéncia cardiaca B. mattogrossensis foi o
maior resultado sendo 86,8 + 2,6 batimentos por minuto. A espécie B. moojeni
apresentou a maior frequéncia respiratoria com 22,2 + 4,4 movimentos por minuto. A
maior producao de veneno foi obtida por B. alternatus com a quantidade de 565,5 +
39,2 ul. Na hematologia, foi observada diferenca significativa apenas para os valores
de hematdcrito entre as espécies amostradas. Nossos resultados mostraram que
para viperideos, os linfécitos sdo o segundo tipo celular mais abundante, ficando
atras dos heterofilos. Os resultados das médias para ALT apresentam-se mais altos
para B. moojeni (12,42 + 1,69), seguida de C. durissus (11,96 * 1,52), B
mattogrossensis (11,45+2,56) e B alternatus com (10,4+1,79). Ja os valores de
ureia, B. alternatus apresentou a maior média 7,34+0,59 seguida das demais
espécies. A Fosfatase alcalina apresenta a média mais alta para B. moojeni
(3,30+0,42), enquanto B. mattogrossensis obteve a média mais baixa (2,38+0,72)
(Tabela 6). Nao foram observados diferenca significativa para essas variaveis em
relacdo a espécie, sub-grupo, sexo e condicdo corpdérea. As serpentes da
guarentena obtiveram as maiores meédias de temperatura 30,5 + 0,43 °C, em relacéo
ao grupo de cativeiro intensivo, 29,5 = 0,23 °C sugerindo que uso da camera
termografica como metodologia para a avaliacdo da temperatura corporal em
serpentes pode ser importante instrumento na avaliacdo destes animais cativos.

Palavras-chave: Serpentes peconhentas, Brasil, hematologia, bioquimica,

termografia



ABSTRACT

Hematology, biochemical analyzes, and body condition indexes are useful tools for
describing animal health in animals kept in intensive captivity. The objective of this
work was to evaluate the health of Bothrops alternatus, Bothrops mattogrossensis,
Bothrops moojeni and Crotalus durissus, kept in captivity and in Intensive Captivity in
the Biotério / UCDB. A total of 95 snakes were evaluated within 12 months through
clinical examination, hematological and biochemical evaluations, and thermography.
Bothrops alternatus obtained the highest weight and length, 476.2 + 19.4 g and 105.3
+ 1.7 cm respectively. For heart rate B. mattogrossensis was the highest result being
86.8 * 2.6 beats per minute. Bothrops. moojeni presented the highest respiratory rate
with 22.2 + 4.4 movements per minute. The highest production of venom was
obtained by B. alternatus with the amount of 565.5 = 39.2 ul. In hematology, a
significant difference was observed only for hematocrit values among the species
sampled. Our results showed that for viperids, lymphocytes are the second most
abundant type of cell, behind the heterophiles. The results of the averages for ALT
were higher for B. moojeni (12.42 + 1.69), followed by C durissus (11.96 + 1.52), B
mattogrossensis (11.45 = 2.56) and B alternatus with (10.4 = 1.79). The values of
urea, B.alternatus presented the highest mean of 7.34 £ 0.59 followed by the other
species. Alkaline phosphatase showed the highest mean for B.moojeni (3.30 £ 0.42),
while B.mattogrossensis had the lowest mean (2.38 + 0.72) (Table 6). No significant
difference was observed for these variables in relation to the species, subgroup, sex
and body condition. The quarantine snakes obtained the highest temperature
averages 30.5 £ 0.43 ° C, compared to the intensive captivity group, 29.5 £ 0.23 ° C
suggesting that the use of the thermographic camera as a methodology for
temperature evaluation body in snakes may be an important tool in the evaluation of

these captive animals.

Key words: Serpent venomous, Brazil, hematology, biochemistry, thermography.
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INTRODUCAO

A criacdo de serpentes peconhentas no mundo vai além das questdes
conservacionistas. Hoje as técnicas de manejo e manutencdo desses animais em
cativeiro garante a producdo de veneno para producdo de antiveneno e estudos
avancados em bioprospeccdo (BELLUOMINI, 1965; MURPHY e ARMSTRONG,
1978; CHANHOME, et al., 2001; PAIVA, 2015).

A as peconhas produzidas por serpentes neotropicais apresentam variagdes
individuais intraespecificas, variagcdes geograficas e ontogenéticas (MELGAREJO-
GIMENEZ et al., 2006). Isso representa uma exigéncia na obtencdo de peconhas em
um pool para a imunizacdo dos equideos, que séo utilizados na producédo dos soros
antiofidicos (WHO, 1981). Ainda, a producdo da peconha visando o potencial
farmacolégico vem ganhando espaco (COSTA et al., 2005). Inameros trabalhos
apontam o valor das biomoléculas presentes nas peconhas dos ofidios,
principalmente contra agentes patogénicos (STABELI et al., 2007). Além dessas
aplicacbes, devemos destacar a producdo de farmacos que apresentam como
principio ativo um ou mais andalogos sintéticos elaborados a partir de moléculas
purificadas dos venenos ofidicos, como medicamentos de combate a hipertenséao,
antiepiléticos, para a intoleréncia a lactose e cola cirtrgica, também, estudos vem
sendo desenvolvidos para sintese de drogas utilizadas no tratamento de neoplasias
malignas (BARRAVIERA, 1999) (MELGAREJO-GIMENEZ et al., 2006).

Pelo exposto, para se produzir veneno capaz de atender suficientemente a
demanda, é necessaria a manutencao de serpentes em cativeiro em boas condi¢des
sanitarias. Entretanto, ainda existem dificuldades em relacdo ao diagndstico,
prevencdo e controle de doencas infecciosas e metabdlicas em serpentes criadas
em cativeiro utilizadas na produgéo de peconha (KOLESNIKOVAS, 1997; MADER,
2006; RAMEH-DE-ALBUQUERQUE, 2007). Acredita-se que estes problemas estao
diretamente relacionados a dificuldade de adaptacdo destes animais ao cativeiro,
visto que a maioria é proveniente da natureza e esta amplamente sujeita a acédo de
agentes estressores (KOLESNIKOVAS, 1997).
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Muitos fatores podem influenciar na salude de serpentes mantidas em
cativeiro, entre eles pode se citar: fotoperiodo, temperatura, idade, tamanho, fase de
vida, duracédo do jejum, frequéncia do periodo entre extracbes de veneno, infeccdes
por agentes parasitarios, cuidados no manejo e nivel de estresse (JUNIOR, 1956;
GLENN, et al., 1972; GRISOLIA et al., 1986; ROSENFELD, 1991; ZUG et al., 2001;
CARDOSO et al., 2003).

Para proporcionar e manter uma melhor condicdo de bem-estar nas
serpentes em cativeiro € necessario um maior entendimento dos fatores que
influenciam a condi¢cdo de saude, incluindo técnicas que promovam melhorias de
manejo. Entretanto as pesquisas que investiguem a relacédo entre as condi¢cdes de
cativeiro das serpentes, sanidade dos plantéis e/ou a producdo de veneno séo
negligenciadas (DALTRY et al., 1997, MIRTSCHIM et al., 2002 e GREGO, 2006).

Estudos referentes a influéncia dos agentes estressores crénicos nos
valores bioguimicos e hematol6gicos em um plantel de serpentes destinadas a
producdo de veneno sdo importantes para melhorarmos o entendimento sobre a
fisiologia do estresse na saude dos animais. Como resultado, podem-se melhorar as
técnicas de manejo minimizando o impacto do cativeiro com consequente reflexo na
qualidade de vida, sanidade, bem-estar e producéo de veneno (GREGO, 2006).

Pertencendo a familia Viperidae, os géneros Bothrops e Crotalus sdo os
géneros que possuem toxinas de largo interesse, tanto para a producdo do soro
antiofidico, quanto para estudos de bioprospeccdo no pais e desenvolvimento de
subprodutos biolégicos (GLASER et al., 2013). Além disso, a criagdo em cativeiro
contribui para o conhecimento da biologia dessas espécies (GREENE, 1992;
SERAPICUS e MERUSSE, 2002; FONTEQUE et al., 2009)

Valores de referéncia para parametros bioguimicos tém sido relatados para
algumas espécies de répteis. Entretanto, variacbes fisioldégicas decorrentes do
manejo, estado parasitario, sexo, estado nutricional e idade, muitas vezes ndo sao
levados em consideracdo no estabelecimento dos intervalos de referéncia (VIEIRA,
2015). Os métodos de coleta de amostras, manuseio assim como metodologia
utilizada na analise laboratorial também podem causar variagdo nos valores de
referéncia publicados (STHAL, 2006).



17

O monitoramento da salde utilizando-se da hematologia torna-se
fundamental uma vez que clinicamente a determinacéo do estado de saude de um
réptil baseada no exame fisico pode ser subjetivo (HEARD, 2001). De fato, valores
hematolégicos e bioquimicos, podem auxiliar na deteccdo de condicdbes como
anemia, doencas inflamatorias, parasitemias, distarbios hematopoeiéticos e
alteracbes hemostaticas. A hematologia também é considerada uma importante
ferramenta para o monitoramento da resposta dos animais aos tratamentos. Ainda, é
importante caracterizar valores hematologicos e bioquimicos regionais visto que as
diferencas observadas no manejo a que as serpentes sdo submetidas influencia
diretamente a fisiologia dos animais (ALMOSNY e SANTOS, 2000; ALMOSNY,
2007).

OBJETIVOS
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Objetivo Geral

Avaliacdo da salde de Bothrops alternatus, Bothrops mattogrossensis,

Bothrops moojeni e Crotalus durissus mantidas cativas no Biotério/UCDB.

Objetivos Especificos

> Estabelecer o padrdo hematologico de Bothrops alternatus, Bothrops
mattogrossensis, Bothrops moojeni e Crotalus durissus mantidas em
cativeiro intensivo no Biotério/UCDB.

> Estabelecer o padrdo bioquimico de Bothrops alternatus, Bothrops
mattogrossensis, Bothrops moojeni e Crotalus durissus mantidas em
cativeiro intensivo no Biotério/UCDB.

> Estabelecer o padrdo termografico de Bothrops alternatus, Bothrops
mattogrossensis, Bothrops moojeni e Crotalus durissus mantidas em
cativeiro intensivo no Biotério/UCDB.

> Estabelecer parametros clinicos de Bothrops alternatus, Bothrops
mattogrossensis, Bothrops moojeni e Crotalus durissus mantidas em
cativeiro intensivo no Biotério/UCDB.

> Relacionar as variaveis hematoldgicas, bioquimicas, termograficas e
clinicas com o exame fisico de Bothrops alternatus, Bothrops
mattogrossensis, Bothrops moojeni e Crotalus durissus mantidas em

cativeiro intensivo no Biotério/UCDB.
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REVISAO DE LITERATURA

Serpentes peconhentas no Brasil

Sao conhecidas mais de 3.619 espécies de serpentes viventes no mundo
(UETZ, 2016; SILVA, 2017). Para o Brasil atualmente a herpetofauna detalha 392
espécies de serpentes com 75 espécies de importancia médica, representadas por
duas familias: (i) Elapidae composta pelas corais, sendo 3 espécies para o género
Leptomicrurus e 36 espécies para o género Micrurus; e (i) Viperidae, que
compreendem quatro géneros: as jararacas contendo duas espécies para 0 género
Bothrocophias e 27 espécies para o género Bothrops, as cascavéis com seis
subespécies para o género Crotalus, e a surucucu-pico-de-jaca contendo uma unica
espécie para o género Lachesis (BERNILS e COSTA, 2015). No Mato Grosso do Sul
temos um numero de 113 espécies de serpentes contabilizadas até o presente
momento, representadas por 8 familias, 46 géneros. Os animais de interesse médico
gue sao estudadas no presente trabalho incluem Bothrops alternatus, Bothrops
mattogrossensis, Bothrops moojeni e Crotalus durissus (FERREIRA, et al, 2017).

A B. alternatus (figura 1) é uma das serpentes peconhentas mais temidas pela
populacdo nacional, ela é estigmatizada por ter no dorso da cabe¢a um desenho que
se assemelha ao formato de uma cruz dai o nome popular de urutu cruzeiro. O
animal possui manchas dorsais ao longo do corpo em forma de ferradura
(BERNARDE, 2014). Mede entre 80 cm e 120 cm e habitam areas abertas,
banhados, brejos, matas de galeria, matas ciliares e podendo estar presente em
areas alteradas como pastagens e culturas como a de cana de acucar, milho e
hortalicas. Ela esta distribuida desde as areas de cerrado das regides Centro-Oeste
e Sudeste e também em florestas semideciduas e campos da regido Sul do Brasil
(CAMPBELL e LAMAR, 2004). A B. alternatus tem preferéncia alimentar por
roedores (MARQUES, et al., 2001; SAWAYA et al., 2008).

A serpente Bothrops mattogrossensis (figura 2), popularmente conhecida
como boca-de-sapo, € pertencente a familia Viparidae, subfamilia Crotalinae (Figura
2) (BERNARDE, 2014). Sua distribuicdo geografica abrange o sul do Peru, Bolivia,
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Paraguai, norte da Argentina, sudeste e centro-oeste do Brasil. Habitam regides de
Savana (Cerrado), Pantanal, Chaco e pastagens de palmas alagadas (FENWICK,
2009). Bothrops mattogrossensis alimenta-se tanto de presas poiquilotérmicas
quanto endotérmicas. Os anuros sdo 0s principais alimentos dessa espécie,
refletindo seu habitat alagado (MONTEIRO et al., 2006).

Caicaca ou jararaca € o nome popular atribuido a B. moojeni (figura 3) € a
principal causadora de acidentes ofidicos em areas de cerrado. Esta distribuida na
regido Centro-Oeste, Sudeste, Nordeste e no Sul na porcdo noroeste do Parana
(CAMPBELL e LAMAR, 2004). Tem uma alimentacéo generalista alimentando-se de
roedores, anfibios, anuros, lagartos, outras serpentes, passaros e centopeias
(BERNARDE, 2014).

No Brasil o género Crotalus (figura 4) esta representado por uma Unica
espécie, C. durissus, que tem ampla distribuicdo geografica no territorio, sendo
encontradas no Cerrado, regifes aridas e semiaridas do Nordeste, campos e areas
abertas do Sul, Sudeste e Norte (MELGAREJO, 2003). Sdo animais robustos e
podem medir até 180 cm e sua preferéncia alimentar sdo roedores e marsupiais,
podendo também predar lagartos (CADLE, et al., 1987; LEMA, 2002; BERNARDE,
2014).

Figura 1. Exemplar de Bothrops alternatus.

Fonte: Marina Lima/2017.
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Figura 2. Exemplar de Bothrops mattogrossensis.

Fonte: Marina Lima/2017.

Figura 3. Exemplar de Bothrops moojeni.

Fonte: Marina Lima/2017.
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Figura 4. Exemplar de Crotalus durissus.

Fonte: Marina Lima/2017.

A importancia da pesquisa com venenos de serpentes

Colbnias de serpentes voltadas para a producdo de veneno comecaram a
ser criadas entre o final do século XIX e inicio do século XX em varios paises, com a
finalidade de um melhor entendimento das toxinas produzidas por esses animais
(ASHLEY e BURCHFIELD, 1968 e CALLEFFO e BARBARINI, 2007). O Brasil é
considerado um dos paises pioneiros na criagdo de serpentes, tendo o inicio da
producdo de soro antiofidico ocorrido em 1901, com Vital Brazil (MELGAREJO-
GIMENEZ, 2002).

Inicialmente, a producdo de veneno tinha por objetivo a producéo do soro
antiofidico (SANT’ANNA, 1999; MARQUES, et al., 2009b). Entretanto, com o0s
avancos da biotecnologia, as recentes descobertas dos beneficios encontrados nos
componentes de venenos de serpentes, os quais sdo fontes de moléculas de
interesse na sintese de farmacos vem ganhando espaco na comunidade cientifica.
Recursos significativos sdo investidos na bioprospeccédo de novas moléculas para
uso farmacéutico a partir do veneno de serpentes, principalmente na forma de
estruturas moleculares moldes para a realizacdo de sinteses organicas
(BARRAVIERA, 1999). Portanto, a manutencdo e a criacdo de serpentes em
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cativeiro, particularmente as venenosas, tém papel importante na eficiéncia da
producdo de imunobiolégicos (COSTA et al., 2005).

As descobertas de potenciais novos usos para 0 veneno das serpentes
induzem a necessidade de estudos que investiguem os efeitos das condi¢cdes de
criacdo sobre a producéo e a composi¢cédo do veneno, além disso, estes estudos sao
fundamentais na melhoria das técnicas de manejo, as quais devem prolongar a vida
produtiva dos animais (PAL et al., 2002; COSTA et al., 2005; FERREIRA, 2017).

Peconhas de serpentes podem ser utilizadas na terapia de doencas
cardiovasculares, distarbios neurolégicos e contra o cancer (PAL et al.,, 2002;
FERREIRA, 2017). Ainda, proteinas isoladas e seus derivados podem ser utilizados
no tratamento de distarbios hemostaticos, como a coagulacéo, alterando a funcao
fibrinogenolitica ou plaquetaria (SAJEVIC et al., 2011; FERREIRA, 2017). Diversos
componentes das peconhas ofidicas ja foram utilizados no desenvolvimento de
farmacos para o tratamento de doencas tromboembdlicas. A Defibrase® é um
farmaco que tem como principio ativo a batroxobina, uma serinoprotease isolada da
peconha de B. moojeni. Esse medicamento converte fibrinogénio em fibrina e é
utiizado em casos de acidente cerebral agudo, angina pectorais inespecifica e
surdez subita. A Hemocoagulase®, medicamento utilizado na prevencédo e
tratamento de hemorragias, possui atividade de tromboblastina e trombina, sendo
seus componentes enzimaticos isolados de Bothrops atrox (SAJEVIC et al., 2011). O
captopril® um dos farmacos mais vendidos do mundo, é derivado de um
oligopolipeptideo isolado de B. jararaca. Esse medicamento € um inibidor da enzima
conversora de angiotensina (ECA), sendo utilizado no tratamento de hipertenséao
arterial (HAYASHI; CAMARGO, 2005; KOH, 2006).

Fatores que afetam a producéo e composicao de veneno

GLENN et al., (1972) e COSTA et al.,, (2005) observaram uma ampla
variacdo na composicdo quimica de veneno nos géneros Bothrops, Crotalus e
Lachesis. Os fatores apontados como responsaveis pela maior parte da incluem

espécie, tamanho corporal, distribuicdo geografica, tamanho da cabeca (e
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consequentemente da glandula venenifera), sexo e sazonalidade (MIRTSCHIN et
al., 2002), além da idade, condi¢do de saude e estado fisiologico (JUNIOR, 1956).

Segundo Barravieira, (1999) relataram diferencas interespecificas nha
caracteristica composicional da peconha sédo fatores a serem considerados. A
distribuicdo geogréfica € um dos fatores que mais influenciam na diferenca entre a
composi¢cdo das toxinas dentro de uma mesma espécie (COSTA, et al., 2005;
FURTADO, 2006; BOLDRINI-FRANCA, et al., 2010). Estudos com Micrurus frontalis
mostraram que o veneno de animais procedentes do estado de S&o Paulo induziu o
blogueio neuromuscular irreversivel nas preparacbes nervofrénico diafragma
isolados de ratos, enquanto que as toxinas das serpentes de mesma espécie
oriundas do sudoeste do estado do Mato Grosso promoveram bloqueio reversivel
(Da SILVA Jr. e SITE Jr., 1999; FURTADO, 2006).

Estudos apontam ainda diferencas intraespecificas nas caracteristicas
moleculares e na quantidade da secrecdo de veneno em filhotes de uma mesma
ninhada, bem como para o tamanho corporal do animal. Filhotes secretam uma
menor quantidade de toxina, devido ao tamanho da glandula, no entanto, estudos
mostram diferenca na quantidade de componentes que constituem o veneno de
filhotes e adultos, evidenciando um alto nimero de bioativos na toxina dos filhotes
em relacdo aos adultos (GLENN, et al., 1972; CHIPPAUX, et al., 1991; COSTA, et
al., 2005; Pla, et al., 2017). De fato, estudos com B. mattogorossensis apontam em
seus resultados que o veneno de fémeas da espécie apresentou um maior
percentual hemolitico em eritr6citos em biotestes, em relacdo a peconha de machos.
Enquanto, o tempo para a formacdo do coagulo plasmatico e maior potencial
coagulante apontou para o veneno dos machos de B. mattogorossensis
(FERREIRA, 2017).

Fisiologia do estresse em répteis

O estresse € uma resposta resultante da interacdo do animal com o
ambiente em que vive naturalmente ou a qual é artificialmente submetido quando em
cativeiro (FOWLER, 1986; PACHALY, et al.,, 1993). SEYLE (1950) caracterizou o

estresse como uma sindrome adaptativa geral equivalente a inflamacéo, sendo que
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nesta ultima haveria uma resposta local ao trauma e no estresse uma reagao
generalizada. As causas de estresse podem ser psicoldgicas, injuriosas, doencas ou
exposicdes a condi¢cdes adversas de temperatura e umidade.

Geralmente, animais bem-nutridos e ndo submetidos a situacdes adversas
vivem em aparente condicdo de harmonia e higidez. Estes animais, quando
expostos a condi¢cbes estressantes, como o cativeiro, podem perder este delicado
equilibrio (GRECO, 2000). De fato, a situacdo de privacdo da liberdade,
provavelmente é uma das condicbes mais estressante a que um animal selvagem
possa estar exposto (BARNARD, 1986). A resposta organica ao estresse esti
altamente correlacionada ao tipo de estimulo, ao modo de percepcdo e as
caracteristicas psicoldgicas do animal (FERREIRA et al., 2002; GREGO, 2006).

Na natureza, os animais se deparam com perturbacdes sociais e fisicas que
podem ameacar ndo s6 a sua sobrevivéncia imediata, mas outros fatores
fisiologicos, como a reproducdo e a producao de veneno (GREGO, 2006; SANTA
RITA, 2011). Muitas vezes, o individuo precisa responder a desafios similares com
diferentes estratégias dependendo do contexto social e ambiental (GREGO, 2006).
O sistema nervoso central avalia se um estimulo ou um grupo de estimulos é visto
como uma ameaca significativa para o animal.

Se o estimulo é ameacador, trés tipos de respostas bioldégicas podem
ocorrer (MOBERG, 1985). O primeiro € a resposta comportamental, mais econémica
para o animal, onde este apenas se afasta da ameaca (MOBERG, 1985; GREGO,
2006; MADER, 2006). A segunda resposta € a autondmica, caracterizada por uma
resposta especifica rapida. No estresse agudo, 0s ramos parassimpaticos e
simpaticos do sistema nervoso autbnomo alteram o0s batimentos cardiacos,
resisténcia vascular, secrecdo das glandulas exdécrinas, contracdo dos musculos
lisos do sistema digestorio e secrecdo das catecolaminas pela glandula adrenal e
pelos terminais nervosos noradrenérgicos, para que o animal consiga fazer ajustes
fisiolégicos rapidos em resposta ao estresse (MOBERG, 1985; SAPOLSKY, 1996;
MOORE, et al., 2001; GREGO, 2006; MADER, 2006). E a ultima resposta € a
neuroendocrina que modula a funcdo de quase todos os sistemas fisiologicos. Os

hormdénios neuroenddcrinos regulam a reproducédo, o metabolismo, o crescimento e
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tém a capacidade de influenciar, direta ou indiretamente, o sistema imunoldgico e o
comportamento (MOBERG, 1985; GREGO, 2006; MADER, 2006).

Como em outros vertebrados, répteis também exibem uma resposta bem
desenvolvida ao estresse, que 0 permite modificar o0 comportamento, a atividade
reprodutiva, a resposta do sistema imune, e o0 metabolismo intermediario
(GUILLETTE et al., 1995). Muitas destas modificacdes estdo correlacionadas com
niveis elevados de concentracdes de corticosterona plasmatica e consequente
imunossupressao (GREGO, 2006). A sintese de corticosteroides pelo tecido
interrenal esta sob controle de um horménio pituitario anterior, o0 adenocorticotrofico
(ACTH). O ACTH é, por sua vez, regulado pelo horménio corticoliberina, que é
sintetizado pelo nucleo paraventricular do hipotdlamo (WIEGFIELD, et al., 1982;
SALPOSKY, 1996; GREGO, 2006).

Varios fatores influenciam a concentracdo de corticosteroides plasmaticos
incluindo variabilidade genética, idade, sexo, estado nutricional, o tipo de agente
estressor e a frequéncia de apresentacdo do agente estressor (SELYE, 1973;
GREGO, 2006).

O eixo hipotalamo-pituitério-adrenocortical (HPA) é visto como um sistema
fisiolégico complexo que pode mediar grandes varia¢des nas respostas fisioldgicas e
comportamentais a agentes estressores (SALPOSKY, 1996; GREGO, 2006).
Perturbacdes ambientais capazes de desfazer a homeostasia do organismo
engatilham a cascata neurohormonal resultando na elevacdo de glicorticosterdéides,
catecolaminas e glicose, entre outros fatores sanguineos (CHROUSOS e GOLD,
1992) necessérios para restaurar a homeostasia (GREGO, 2006). Uma das funcbes
principais do eixo HPA e, em particular, da resposta adrenocortical ao estresse
agudo, € o de eliminar ou reduzir fisioldgica ou comportamentalmente o impacto de
potenciais estressores em um animal e, assim, promover a sua sobrevivéncia
(BALM, 1999).

Os esteroides atuam em diversos tecidos e sua agdo depende da quantidade de
receptores presentes nas células alvo. O 6rgdo com maior nimero de receptores e,
portanto, principal alvo dos glicocorticosteréides durante o estresse é o figado,
seguido das células linfoides, timo e rim (FERREIRA et al., 2002). A concentragéo

de corticosterona sérica oferece um indicativo de estresse e, portanto, da
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susceptibilidade a doencas. Existem evidéncias de que niveis elevados de
corticosterona podem romper a funcgéo fisioldgica dos répteis (GUILLETTE et al.,
1995) causando multiplos problemas como inibicdo das func¢des normais dos
horménios reprodutivos (NIJAGAL e YAJURVEDI, 1999), morte neuronal
(SALPOLSKY, 1996), inibicdo da funcédo imune e do crescimento (MORICI et al.,
1997) e dificuldades de resistir a patégenos (DUNLAP e SCHALL, 1995; GREGO,
2006).

Selye (1936) descreveu uma seérie de modificacBes anatdomicas e fisiologicas
ndo especificas, caracteristica de animais expostos a varios agentes estressantes e
denominou este processo de “Sindrome da ma Adaptacgao”, definindo trés estagios:
alarme, adaptacao e exaustao.

O estagio de alarme é tido geralmente como uma resposta aguda ao estresse
e pode ser detectado minutos depois a exposicdo ao agente estressor, como € 0
exemplo da captura, onde o tempo de resposta e liberacéo de corticosterona fica em
torno de 3 minutos a 6 horas (SILVESTRE, 2014). Neste primeiro estagio as
glandulas adrenais passam a produzir e liberar os horménios do estresse que
aceleram o batimento cardiaco, dilatam as pupilas, aumentam a sudorese e 0s
niveis de acucar no sangue, reduzem a digestédo e contraem o baco, que libera mais
hemécias para a circulagdo sanguinea, o que amplia o fornecimento de oxigénio aos
tecidos. A funcéo dessa resposta fisioldégica € preparar o organismo para a acao,
gue pode ser de luta ou de fuga (SELYE, 1936; GREGO, 2006; SILVESTRE, 2014,
PAIVA, 2015).

O segundo estagio, adaptacdo, ocorre quando 0 agente estressor € mantido
(SELYE, 1959) e o sistema nervoso autbnomo entra em hiperatividade e ocorre
liberacdo de glicocorticoides pelo cortex adrenal e sua resposta frente ao estressor
encontra-se diminuida (DANTZER e MORMEDE, 1984, GREGO, 2006; PAIVA,
2015). No estagio de exaustao, o agente estressor € mantido até que o animal nao
tenha mais a capacidade de se adaptar, ndo ocorrendo descanso nem volta a
homeostasia (SELYE, 1959), as reservas energéticas vao se esgotando e o
processo evolui até o 6bito do animal por faléncia multipla de 6rgdos (DANTZER e
MORMEDE, 1984; PAIVA, 2015).
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A manutengdo do equilibrio em resposta resultante da interacdo do animal
com o ambiente em que vive, seja na natureza ou cativo, é denominado
homeostasia (GUILLETTE et al.,, 1995), e qualquer estimulo que a altere, seja
interno, ou externo, torna-se um agente estressor, e as diversas reacdes do corpo
para combater esta alteracdo compoe a resposta ao estresse (SPRAKER, 1993).

Uma alteragdo em comum as espécies animais a um agente estressor
envolve a ativacdo do sistema limbico, que regula os comportamentos viscero-
somatico, sexual, defensivo, agressivo, irracional e instintivo (ROITIMAN, 1989),
além de ser regulador neuroenddcrino, induzindo o hipotalamo a produzir o
hormonio liberador de corticotrofinas (CHR). Este ultimo é um peptideo que regula a
secrecdo do horménio adrenocorticotréfico (ACTH), o qual ira atuar no cortex
adrenal, resultando em um aumento da sintese e liberacdo de corticosterona
(PACHALY et al.,, 1993; GREKIN, 1986; BREAZILE, 1987; COOK et al., 1996;
MADER, 2006).

Isso explica porque animais estressados tornam-se susceptiveis a
enfermidades, pois uma das acfes dos glicorticoides € interferir na resposta imune.
Sabe-se que estes esteroides induzem neutrofilia, lise e marginalizacao de linfécitos
T, de mondcitos e eosindfilos, e diminuem a proliferacdo de células linfoides
(FOWLER, 1986; BREAZILE, 1987; SPRAKER, 1993; GREGO, 2006).

Uma vez que o réptil percebe o estimulo como ameaca, seu cérebro libera
uma resposta neuroendocrina que consiste em fase aguda e cronica. A fase aguda é
regulada pelo sistema nervoso simpatico, o qual é imediatamente, ativado e tem
efeito direto em diversos tecidos do corpo (CABANAC e BERNIERI, 2000).

O cativeiro € um fator limitante ao animal, e em algumas espécies a
adaptacdo a vida cativa ndo ocorre, desenvolvendo a chamada “Sindrome da Ma
Adaptacgao”, onde os animais iniciam um processo de anorexia que pode resultar em
morte (FUNK, 2000; SANTOS, 2005).

Esta sindrome é uma enfermidade causada por consequéncias patoldgicas
ao estresse, onde os tecidos tendem a perder a integridade estrutural e diversas
enfermidades comegcam a se manifestar tais como, ulceragdes da mucosa oral e
entérica, debilidade alimentar e um aumento dos efeitos do parasitismo (COWAN,
1968).
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Em vista ao prognostico desfavoravel e a ineficiéncia dos tratamentos
disponiveis, a prevencdo € a principal medida de controle das consequéncias

danosa do estresse e da sindrome da ma adaptacao (SONODA et al., 1996).

Hematologia no monitoramento da sanidade de serpentes cativas

A histéria dos estudos hematologicos dos répteis, data por volta de 1842
(KNOTKOVA et al., 2002). Coletivamente ha um nimero consideravel de estudos
hematolégicos e bioguimicos em uma variedade de serpentes (SYKES e
KLAPHAKE, 2008; GOMEZ et al., 2016; DISSANAYAKE et al., 2017). No entanto, a
maioria dos estudos baseou-se apenas na contagem de células sanguineas e
morfologia (HARTMAN e LESSLER, 1964; SZARSKI e CZOPEK, 1966; ARIKAN et
al., 2004; DISSANAYAKE et al., 2017), ficando a necessidade de correlacionar os
parametros determinados com o estado de saude do réptil.

Nos dias de hoje, a hematologia, andlises bioquimicas e os indices de
condicdo corporal sdo ferramentas Uteis para descrever a saude animal (LA
GRANGE et al., 2014), estado reprodutivo, estado de doenca e na diferenciacédo de
fatores de processos fisioloégicos (CRISTOPHER et al., 1999; LISICIC et al., 2013;
DISSANAYAKE et al.,, 2017). Especialmente para animais mantidos em cativeiro
intensivo, onde as alteracbes no ambiente, manejo e doencas podem desencadear
estresse, as informacBes hematologicas (OPPLIGER et al., 1998) propiciam o
monitoramento da saude dos plantéis de serpentes cativas. Além disso, exames
bioquimicos e analises hematoldgicas constitui uma excelente ferramenta de
diagndéstico ndo invasivo em serpentes cativas (THRALL et al., 2006; THRALL, 2007;
CAMPBELL, 2015; GILLETE et al., 2015).

As alteracbes morfolégicas nas células do sangue periférico podem indicar
processos patoldgicos, ajuda a estabelecer uma lista de diagnésticos diferenciais e
auxilia no monitoramento do estado de saude de um paciente durante o curso da
doenca ou resposta a terapia. Devido a sua fisiologia poiquilotérmica e
comportamento Unicos, onde o animal ndo demonstra a sintomatologia, muitos
estados de doenca crbnica em répteis ndo sdo detectados até os estagios
avancados (SAGGESE, 2009).
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As células do sangue dos répteis sdo compostas por eritrécitos, trombocitos
e leucdcitos, sendo este ultimo classificado em granuldcitos (heterofilos, eosinofilos,
basdfilos) e células mononucleares (linfécitos, mondocitos e azurofilos), variando em
namero e morfologia de granulos, padrées de coloracdo citoquimica e concentracao
no sangue periférico de acordo com espécies e géneros (ALLEMAN et al., 1999).
Eritrocitos de répteis sdo semelhantes em morfologia microscopica e ultraestrutural
aos de outros vertebrados ndo mamiferos. Os eritrocitos desses animais sao
nucleados e, portanto, maiores do que o0s seus homodlogos de mamiferos
(CAMPBELL, 2007; STACY et al., 2011). A vida média dos eritrocitos em répteis
varia de 600 a 800 dias em virtude da baixa taxa metabdlica desses animais.
Quando corados com corante do tipo Romanowsky, o eritrécito maduro dos répteis
apresenta-se eliptico e tem abundante citoplasma. O nucleo estd centralmente
posicionado, € irregular e eliptico, e a cromatina condensada apresenta-se basofilica
(figura 1) (STACY et al., 2011). Em condi¢6es normais, 0s eritrocitos respondem por
aproximadamente 40% de todo volume sanguineo (RAMEH-DE-ALBUQUERQUE,
2007). Este grupo de células é produzido na medula a partir de células da linhagem
eritroide (eritroblastos), mas, diferentemente dos mamiferos, estas podem ser
geradas a partir de outras fontes. Neste caso, o figado e o baco sdo apontados
como importantes sitios hematopoiéticos secundarios. Alguns estudos tém
demonstrado que eritrocitos maduros podem se dividir por mitose dentro da corrente
sanguinea e também dentro da medula. Esta descrito que tais eritrécitos também
podem se multiplicar por divisdo amitética, podendo eventualmente gerar heméacias
anucleados (GOULART,2004; FALCE, 2009).
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Figura 5. Eritrécitos em esfregaco sanguineo de B. alternatus.

Fonte: Luan Figueiré e Wanessa Barreto/2018.

O numero de eritr6cito em répteis pode variar intraespecifica e
interespecificamente, com a idade, sexo, estado nutricional e ocorréncia de doencas
(JACOBSON, 1984; GARCIA-NAVARRO; PACHALY, 1994). Répteis, quando
comparados as aves e mamiferos, possuem um numero menor de eritrocitos
circulantes. Existe uma relacdo inversa entre o tamanho do eritrécito e 0 nimero
total de células circulantes. Enquanto o volume corpuscular médio diminui, 0 nUmero
total de células circulantes aumenta (MADER, 2000).

Diferentemente das plaquetas de mamiferos, que s&do fragmentos
citoplasmaticos de megacariocitos (HARVEY, 2001), os trombdcitos de répteis, aves,
anfibios e peixes sao nucleados e representam uma linha celular distinta que
provavelmente originou-se do tromboblastos em tecidos hematopoiéticos, dai a
origem do nome trombadcito (STACY et al., 2011). Estudos mostram que em repteis
0s trombdcitos, podem sofrer alteracdes e gerar células equivalentes a eritrécitos,
funcionais e muito semelhantes aos eritrocitos de linhagem eritréide, o que é
denominado metaplasia eritrogénica (GOULART, 2004).

Os trombdcitos funcionam de forma semelhante as plaquetas de mamiferos,
incluindo envolvimento em hemostasia e cicatrizacdo de feridas (SYPEK e
BORYSENKO, 1988). Os trombdcitos também podem ter capacidades fagociticas
(DIETERLEN-LIEVRE, 1988). Os trombdcitos quando ativados, podem fagocitar
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bactérias, detritos celulares de nucleados, eritrécitos, hemosiderina e melanina
(FRYE, 1991; STACY et al., 2011).

Figura 6.Esfregaco sanguineo de C. durissus evidenciando trombdcito (seta
vermelha), linfocito (seta preta), azurodfilo (seta azul) e eritécito (seta cinza).

Fonte: Luan Figueir6é e Wanessa Barreto/2018.

As caracteristicas morfoloégicas dos trombdcitos sdo semelhantes as de
linfécitos pequenos, e sua diferenciacdo pode ser um desafio (STACY et al., 2011).
Os trombdcitos dos répteis sao células nucleadas, com formato que varia de eliptico
a fusiforme. O ndcleo, centralmente posicionado, possui uma cromatina nuclear
densa, que se cora em roxo, enquanto que o citoplasma tipicamente € menos
corado e contem poucos granulos azurofilicos. Trombécitos ativos sdo comuns e
aparecem como agrupamentos de células com citoplasmas irregulares e vacuolos
(HAWKEY & DENNET, 1989).

O desenvolvimento dos granuldcitos dos répteis € semelhante ao dos

mamiferos e sdo associados a espagos extravasculares do estroma reticular da
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medula 6ssea. Granulécitos maduros migram para o endotélio celular dos sinusoides
para entrar na corrente sanguinea. Os estagios de maturagdo sdo semelhantes aos
gue ocorrem nas aves. As células maduras diminuem em tamanho, e o citoplasma
torna-se menos basofilico. Especificamente, granulos caracteristicos aparecem nos
mielécitos e metamielécitos, e aumentam de numero durante a maturacdo. A
cromatina nuclear torna-se intensamente condensada com a maturidade, e nas
células em que o nucleo é lobulado, ele passa de arredondado para segmentado
(HAWKEY & DENNET, 1989).

Os heterofilos dos répteis sédo células redondas grandes (10-23 pm) com
citoplasma transparente preenchido com granulos de cor-de-rosa-laranja brilhante
(SAINT GIRONS, 1970). Crocodilianos e quelbnios possuem distintos granulos
fusiformes, enquanto os squamatas (lagartos e serpentes) tém granulos angulares,
pleomorficos e densamente embalados (MONTALI, 1988; CAMPBELL, 2004). Os
nucleos dos heterdfilos séo excéntricos e variam de redondo a oval, na maioria das
serpentes, quelénios e Crocodilianos, para bi ou multilobado em lagartos (Figura 3)
(SAINT GIRONS, 1970; MONTALI, 1988).

Figura 7. Heterofilo em esfregaco sanguineo de B. alternatus.

Fonte: Luan Figueiré e Wanessa Barreto/2018.
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Os heterofilos na maioria das espécies de répteis compdem 30% a 45% dos
leucocitos no sangue periférico (DUGUY, 1970; SYPEK e BORYSENCO, 1988;
WRIGHT e SKEBA, 1992; FRYE, 1999;). Em espécies de queldnios e crocodilos,
eles representam mais de 50% (MATEO et al., 1984; MONTALI, 1988; ALLEMAN et
al., 1992; CHRISTOPHER et al., 1999).

Com base em estudos citoquimicos e ultraestruturais, heterofilos aparecem
semelhantes aos neutréfilos de mamiferos, provavelmente funcionando a fagocitose
bactérias e materiais estranhos. Eles desempenham um papel importante na
imunidade inata em resposta a varios estimulos inflamatérios (DUGUY, 1970;
MATEO et al., 1984; SYPEK e BORYSENCO, 1988; MONTALI, 1988; ALLEMAN et
al., 1992; AZEVEDO e LUNARDI, 2003; MOTTA, 2005), especialmente bactérias e
parasitas ou lesédo tecidual (PAIVA, 2015).

Os eosindfilos compdem 7% a 20% de leucdcitos em répteis saudaveis. A
morfologia dos eosindfilos em répteis € semelhante a dos mamiferos. Os eosindfilos
variam de 9 a 20 um de diametro entre e dentro das espécies. Os eosinofilos tém um
citoplasma claro e granulos rosa redondo. Os nucleos sdo centrais ou excéntricos e
redondos, ovais, alongados ou bilobados (MONTALI, 1988; CAMPBELL, 2004).

Figura 8. Eosinofilo em esfregaco sanguineo de B. moojeni.

Fonte: Luan Figueiré e Wanessa Barreto/2018.
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Admite-se que os eosindfilos fagocitem e destruam determinados complexos
antigeno-anticorpo, limitando e circunscrevendo o0 processo inflamatorio
(JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004). Numeros de eosindfilos anormalmente elevados
foram associados a infec¢cbes parasitérias, por exemplo, protozoarios e helmintos
(MEAD e BORYSENKO, 1984; CAMPBELL, 2004).

Os basofilos possuem contagem de 0 a 40% das células brancas (RASKIN,
2000). Os basdfilos em répteis sdo geralmente células pequenas (7-12 um), mas
podem atingir 20 pm em algumas espécies. Os basofilos contém numerosos
pequenos granulos metacromaticos, redondos, purpura escuras que frequentemente
obscurecem o nucleo redondo (Figura 5) (MONTALI, 1988; FRYE, 1991; STACY et
al., 2011).

Figura 9. Basdfilo em esfregaco sanguineo de B. mattogrossensis.

Fonte: Luan Figueiré e Wanessa Barreto/2018.

Os basodfilos de répteis podem degranular durante a coleta de sangue,

processamento de amostra ou demora na preparacao do esfregaco (RASKIN, 2000;
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STACY et al.,, 2011). Assim como nos mamiferos, possuem imunoglobulinas de
superficie e liberam histamina por degranulacdo (RASKIN, 2000).

A taxa de linfécitos pode chegar a 80% no diferencial leucocitario, e assim
como as demais células brancas nos répteis, € altamente influenciada pela
sazonalidade e o ambiente (CAMPBELL, 2006; PAIVA, 2015). A linfopoiese nos
répteis é semelhante & dos mamiferos e aves. Os linfoblastos, prolinfocitos e
linfécitos maduros aparecem igualmente ao dos mamiferos e aves, e eles podem ser
encontrados em oOrgaos linfopoiéticos, como o baco (HAWKEY & DENNET, 1989).

. T -

Figura 10. Linfocito de um testudine, Gopherus agassizii

Fonte: Jacobson/2007.

Os linfécitos sao células com tamanho variado (5,5 a 14,5um) e se
assemelham ao dos mamiferos. O citoplasma, geralmente, € levemente basofilico.
Os linfocitos podem conter pequenos granulos azurofilos citoplasméatico. Sua
prevaléncia é variada, mas freqientemente maior que 50% do total de leucdcitos. O
ndcleo € compacto e circular, semelhante aos trombdcitos (RASKIN,2000). Estao
divididos em linfécitos B e T e a funcdo séo similares aos dos mamiferos, incluindo a
producdo de imunoglobulinas e mediagcdo na resposta imunoldgica celular
(ROSSKOPF,1999).

Os monacitos geralmente sdo as maiores células da periferia sanguinea dos

répteis, sdo de tamanho variavel de 8 a 25 um (STACY et al.,, 2011) e eles se
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assemelham aos mondcitos dos mamiferos. Possuem formas que variam de circular
a ameboide. O nucleo também varia em forma, estando entre oval e lobulado. A
cromatina nuclear dos mondcitos € menos condensada e relativamente mais palida,
guando comparado ao nucleo dos linfécitos. O abundante citoplasma dos linfocitos
cora-se em azul acinzentado, e pode aparecer levemente opaco, e conter vacuolos
(HAWKEY & DENNET, 1989).

Figura 11. Mondcito de um lacertideo, Iguana iguana.

Fonte: Jacobson/2007.

Eles possuem a funcdo de fagocitose e sdo importantes na resposta
granulomatosa de infeccbes microbianas (ROSSKOPF,1999). Os mondcitos
geralmente compdem 0% a 10% dos leucdcitos (DUGUY, 1970; SYPEK e
BORYSENCO, 1988), no entanto, algumas espécies de répteis tém até 20% de
monaocitos (PIENAAR UDE, 1962).

Os mondcitos se desenvolvem em macréfagos apds deixando o sangue
periférico para adentrar nos tecidos. Sao essenciais para o granuloma e formacao
de células gigantes, uma resposta comum a infeccbes microbianas em répteis
(STACY e PESSIER 2007).

O azurofilo é exclusivo das espécies de répteis. Os azurofilos sdo comumente

observados em squamatas e crocodileanos, e ocasionalmente quelonios, e séo
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morfologicamente e possivelmente funcionalmente, semelhante aos granulécitos e
mondcitos (MONTALI, 1988; DOTSON et al., 1995; STACY et al., 2011).

Figura 12. Azurdfilo de um boideo, Python molurus bivittatus.

Fonte: Jacobson/2007.

Os azurofilos sé@o células redondas com bordas citoplasméticas distintas e
citoplasma azul-cinza péalido que contém inimeros granulos azurofilicos em roxo e
as vezes alguns claros e pontuais vacuolos. Os nucleos sdo geralmente redondos
ou ovais, excéntricos e tém cromatina aguda (Fig. 12) (CAMPBELL, 2004). Os
azurofilos nas serpentes sdo semelhantes aos neutrofilos de mamiferos, enquanto
os azurofilos dos lagartos sdo semelhantes aos mondcitos de mamiferos (STACY et
al., 2011).

Os azurofilos sdo o segundo tipo de leucocito mais comum em serpentes e
normalmente pode representar até 35% de leucdcitos circulantes em algumas
espécies (DOTSON et al., 1995; STACY et al., 2011).

A contagem total e relativa de células sanguineas no hematdcrito de répteis
pode variar em fungéo de diversos fatores, tais como: o tamanho da célula, a idade
do animal, o sexo, o periodo do ano (sazonalidade), além dos fatores patoldgicos,
nutricionais e ambientais. Desta forma, pode ocorrer uma maior dificuldade para
interpretacdo dos dados hematoldgicos (GREGORY, et al., 2004; GOULART, 2004;
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MADER, 2006). A contagem total de células sanguineas em répteis é menos
numerosa do que em aves e mamiferos de mesmo peso corporal, requerendo dessa
forma, uma avaliacdo mais criteriosa para caracterizar um quadro de anemia em um
exemplar reptiliano (GOULART, 2004).

A identificacdo de células sanguineas consistente ainda em um desafio na
hematologia dos répteis (DOTSON et al.,, 1995; GREGO; 2006; RAMEH-DE-
ALBUQUERQUE, 2007; ALVES et al., 2014; PAIVA, 2015), bem como a
interpretacdo de dados hematologicos, quando comparados aos animais
domésticos, devido ao baixo numero de trabalhos nesta area e a divergéncia de
valores de referéncia para a maioria das espécies. Esta variabilidade nos
parametros hematoldgicos esta envolvida com as diferentes condic¢des fisiologicas e
adaptacdes ao ambiente destes animais, dificultando o estabelecimento de um
diagndstico clinico (WOZNIAK, 1994; NARDINI et al., 2013).

Bioquimica no monitoramento da sanidade de serpentes cativas

Os parametros bioquimicos auxiliam no diagndstico acerca do
funcionamento hepético e renal, metabolismo e fisiologia geral dos animais
(MADER, 2006; RAMEH-DE-ALBUQUERQUE, 2007). Portanto a determinacdo de
parametros bioquimicos de uma populacdo saudavel mantida em cativeiro é
fundamental para o manejo de um serpentario, servindo de indicador de saude dos
animais (SILVA, et al., 2010).

Urela

A uréia é um subproduto do metabolismo muscular esquelético (FRANDSON
et al., 2011), sendo o principal metabdlito nitrogenado derivado da degradacéo de
proteinas pelo organismo animal, 90% sao excretados pelos rins e o0 restante
eliminado pelo trato gastrintestinal e pela pele. A ureia é considerada um preditor
fraco da filtracdo glomerular, pois 40% a 70% retornam para o plasma por um
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processo de difusdo passiva tubular, que é dependente do fluxo urindrio (JOHNSON,
2008).

Varios fatores podem mudar significativamente os valores séricos da ureia
sem terem relacdo com a funcéo renal, como a dieta, a taxa de producdo hepatica,
desidratacdo, trauma, insuficiéncia cardiaca congestiva, infec¢éo, deplec¢édo de sédio
e uso de corticosteroides, diuréticos ou tetraciclinas. Embora apresente estas
limitacOes, alteracbes nos niveis plasmaticos da ureia decorrentes de insuficiéncia
renal surgem mais precocemente quando comparado a creatinina (STEVENS;
LEVEY, 2005).

Na rotina clinica, a principal utilidade da determinagdo da ureia consiste na
avaliacdo da razao ureia:creatinina séricas. Essa relacdo pode ser atil quando se
avaliam pacientes com quedas rapidas da taxa de filtragcdo glomerular, podendo
apresentar-se alterada em estados patolégicos diferentes, como também na
discriminagcdo da azotemia pré e pos-renal (BASTOS et al., 2007).

Em serpentes, a concentracdo plasmatica de uréia pode ser causada por
varios fatores diferentes, como fatores alimentares, efeitos metabdlicos causados
por patologias como septicemia grave, alteracdes hormonais, estado catabdlico,
falhas no ciclo metabdlico (hiperamoniemia) e insuficiéncia renal (KERR, 2003).

Os métodos laboratoriais mais usados para a dosagem de ureia baseiam-se
em técnicas enzimaticas colorimétricas. A maioria dos reagentes empregam a
enzima urease, que degrada a ureia em ions aménio e CO2, seguida de um
processo analitico de quantificagdo do ion aménio. E nessa fase que ha o
monitoramento da variacdo croméatica para a determinacdo dos valores de ureia
(RULE et al., 2004).

Os valores observados para a concentracdo sérica de ureia em répteis €
inferior a 15 mg/dL, pois estes animais séo uricotélicos(CAMPBELL, 2007). Acredita-
se que esses valores estdo associados a um tipo de mecanismo que visa aumento
de osmolaridade plasmatica, com a finalidade de minimizar a perda de agua do

organismo.



41

Creatinina

A creatinina € um produto residual da creatina e da fosfocreatina oriunda do
metabolismo muscular e da ingestédo de carne. Aproximadamente 98% da creatina é
mantida no musculo e 1,6% a 1,7% desta € convertida em creatinina por dia, que é
rapidamente excretada pelo rim. Dessa forma, a producao e liberagdo de creatinina
pelo musculo s@o praticamente constantes. A geracao é diretamente proporcional a
massa muscular, que varia de acordo com a idade, sexo e etnia e é afetada por
condi¢cBes que causam perda muscular (JONHSON, 2005).

Aproximadamente 25% da creatinina urindria € proveniente da secrecdo
tubular, sendo esta mais significativa quanto menor for a TFG (JONHSON, 2005). A
creatinina é livremente filtrada pelo glomérulo e ndo é reabsorvida nem metabolizada
pelo rim. Entretanto, A eliminacdo extrarenal de creatinina através do trato
gastrointestinal, em particular na insuficiéncia renal avancada, contribui também

para uma superestimacgao da TFG.

Alanina Amino Transferase (ALT)

A ALT é uma enzima de extravasamento que esta livre no citoplasma dos
hepatocitos. O aumento da atividade sérica dessa enzima indica lesdo celular e esta
é liberada na circulacao. Dentre todos os testes de funcdo hepatica, a ALT é a
deteccdo mais comum e melhor para diagnosticar lesdo no figado (THRALL, 2006).

No entanto para répteis, considera-se que a massa muscular total é maior
que a hepética, constituindo uma fonte significativa de extravasamento da ALT. Com
isso a ALT ndo é um biomarcador sensivel para doencas hepaticas nestas espécies
(CAMPBELL, 2007; ALMONSNY; MONTEIRO, 2007).
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Fosfatase Alcalina (FA)

A fosfatase alcalina € uma enzima que tem a capacidade de hidrolisar uma
variedade de monofosfatos ou pirofosfatos em pH alcalino, bem como a um pH
fisiolégico, embora em menor taxa (HOFFMANN; SOLTER, 2008).

De acordo com Gonzalez e Silva (2006), a FA promove a catalisacdo da
hidrolise de ésteres do acido fosférico sob condi¢cbes alcalinas, tendo um pH de
Otima atividade in vitro em torno de 10, existindo isoenzimas de FA na membrana
celular de varios tecidos. Os 6rgaos como figado, rins, intestinos, pancreas, 0Sso0s, e
a placenta, tem maiores concentragdes de FA nas membranas celulares; s&o duas
formas de isoenzimas produzidas a partir de dois genes diferentes, uma intestinal e
uma tecidual inespecifica, esta Ultima pode sofrer alteracdo poés-translacional
adicional nos diferentes tecidos, formando diferentes isoformas nos 0ssos, rins,
placenta e figado. No entanto, a maior parte de FA de origem sérica é hepatica,
onde esta presente nas ceélulas do epitélio biliar e nas membranas caniculares dos
hepatocitos. Além disso, deve se levar em consideracdo a possibilidade do aumento
de FA néo ser de origem hepética, mas sim das outras isoformas, como por exemplo
a 6ssea ou renal.

Existem poucas informacdes sobre interpretacbes de exames que
demonstram aumento da atividade sérica da fosfatase alcalina em répteis
(CAMPBELL, 2007; ALMOSNY; MONTEIRO, 2007).

Exame Clinico

E de fundamental importancia as observacdes clinicas minuciosas do animal
das serpentes pois como na maioria dos animais silvestres, esses répteis demoram
a exteriorizar sinais e sintomas, e quando isSso ocorre, a patogéneses ja esta em
processo avancgado.

Os exames clinicos iniciam-se pela observacgéo cuidadosa da cavidade oral,
narinas, olhos, palpacdo da musculatura e pele, com intuito de identificar
ectoparasitas, escore corporal, bem como qualquer aumento de volume que indique
uma possivel enfermidade (MEREDITH e JOHNSON-DELANEY, 2010).
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As técnicas utilizadas na avaliacdo incluem a auscultacdo, transiluminacao
quando possivel, palpacdo, exame da cavidade oral, comprovacdo de toénus
muscular e inspecéo oftalmologica (VARELA, 2002). Os exames clinicos iniciam-se
pela inspecdo geral visualizando primeiro a pele: a muda da pele nas serpentes
ocorre por inteiro, comecando pela cabeca. Deve-se reparar se houve muda
completa ou o animal sofre disecdise. A muda do epitélio ocorre inclusive na lingua,
portanto, podem ser vistos fragmentos de pele na cavidade bucal, que ndo devem
ser confundidos com parasitas. A avaliacdo das escamas dorsais e ventrais deve ser
realizada buscando alteracdes que estejam fora dos padrées de um animal higido,
observar se existe perda irregular das escamas; mudanca de cor principalmente nas
bordas das escamas pode indicar infec¢des fungicas (WERTHER, 2004). Observar
ectoparasitas entre as escamas seguido pela palpacdo da musculatura e pele, com
o intuito de se avaliar o escore corporal, bem como qualquer aumento de volume
que indique uma possivel enfermidade (MEREDITH e JOHNSON-DELANEY, 2010).

Em serpentes é possivel visualizar a coloracdo da mucosa oral e cloacal,
podendo se apresentar amarelada (ictericia), vermelha (hipercorada), roxa
(ciandtico), palida ou rosada, que € a coloracdo desejada em um animal sadio.
Ainda, podemos observar a presenca de placas diftéricas, areas de necrose,
deposicdo de muco, descamacado de epitélio e presenca de parasitas. Na cloaca
deve ser avaliada a presenca de prolapso de hemipénis, oviduto ou intestino
(WERTHER, 2004).

Na avaliacdo oftdlmica deve-se observar olhos brilhantes, com presenca de
reflexos pupilares e apresentar a pigmentacédo caracteristica da espécie. Por ocasido
da muda de pele, as serpentes podem apresentar olhos opacos, pois a escama
ocular também passa por ecdise. A auséncia do reflexo pode indicar alteractes
graves neuroldgicas. Ao redor dos olhos é comum encontrar pequenos acaros que
podem provocar anemia das serpentes (WERTHER, 2004). Na avaliacao clinica a
propriocepcdo do animal € analisada indicando o estado de alerta em que esse
animal se encontra, a propriocepcdo adequada ocorre quando o animal € colocado
em decubito dorsal e retorna ao decubito ventral imediatamente (GOULART, 2004).

A afericdo das constantes fisiologicas também faz parte da avaliagéo fisica, sendo
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elas frequéncia de movimentos respiratérios por minuto, frequéncia de batimentos

cardiacos por minuto e temperatura corpérea (MADER, 2006).

Termografia em Serpentes

Ao contrario do que propunha Brattstrom (1965), que os répteis tentassem
manter sua temperatura corporal em uma temperatura 6tima fixa, hoje é observado
que ocorrem diferentes “temperaturas 6timas” e que isso varia de acordo com a
atividade realizada (AVERY, 1982). Com essa nova perspectiva de um limiar mais
amplo da temperatura 6tima, nos quais demonstram que esses animais tentam
manter-se dentro de um intervalo de temperatura 6tima durante seu periodo de
atividade (BARBER e CRAWFORD, 1977, BARTHOLOMEW, 1982; HUEY, 1982;
HUEY & HERTZ, 1984).

A faixa térmica 6tima € influenciada por fatores intrinsecos e extrinsecos,
como a sazonalidade, distribuicdo geografica, variagdo ontogenética, sexo, além dos
diferentes estados fisiolégicos (WITHERS e CAMPBELL, 1985; VAN DAMME et al.,
1986; GIBSON et al., 1989; GVOZDIK, 2002).

As serpentes utilizam do calor do meio ambiente e de diferentes
comportamentos (VEGA, 2012), como enrodilhamento ou achatamento do corpo
(BERNARDE, 2014), para manter a sua temperatura corpérea dentro de um
espectro relativamente estreito e proximo aos diferentes 6timos de atividade
enzimatica, ja que a temperatura influéncia diretamente em todas as atividades
metabdlicas do organismo, uma vez que a maior parte das reacfes bioquimicas é
mediada por enzimas e estas sdo temperatura-dependentes. Portanto, se a
temperatura do corpo de um animal ndo estiver dentro de uma zona ideal, podemos
verificar significativas disfun¢cdes que podem mesmo culminar com a morte do
individuo (GOULART, 2004).

A percepcéao nos 6rgaos de sentido, a locomocéao, a producéo e excrecao de
veneno, a producdo espermatica e a digestdo sdo exemplos de atividades das
serpentes que estdo em algum nivel ligadas a temperatura e, por sua vez, diferentes
atividades requerem diferentes temperaturas. Desta forma, as serpentes tentam

manter-se dentro de um intervalo 6timo de temperatura, sendo esta faixa térmica
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Otima influenciada por fatores intrinsecos e extrinsicos, referentes a sazonalidade,
distribuicdo geogréafica, variagdo ontogénica, sexo, além dos diferentes estados
fisiolégicos (STUGINSKI, et al., 2011).

Em animais silvestres de cativeiro, a termografia, vem sendo utilizada em
jardins zoolégicos e aquarios de todo o mundo, para se chegar a diagnésticos de
prenhes, infeccdo ou detectar a presenca de tecido necrdético, sem a necessidade de
recorrer a sedacédo. O interesse pela termografia e seus possiveis usos no campo da
medicina veterinaria, teve inicio por vota de 1963, para o estudo de doenca que
afetam o sistema locomotor e, em seguida, 0os 0ssos, ligamentos, tenddes,
articulagdes e musculatura, de cavalos. Desde entdo, a termografia, percorreu um
longo caminho e tem sido utilizada como uma ferramenta de diagnéstico em muitas
espécies (MARTIN, 2013).
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MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado de acordo com o Sistema de Autorizagéo e
Informacdo em Biodiversidade (SISBIO) sob registro 47695-1, Instituto do Meio
Ambiente do Mato Grosso do Sul (IMASUL) e o Comité de Etica e Utilizacdo de
Animais (CEUA) da Universidade Catdlica Dom Bosco, sob protocolo numero
027/2015.

Origem das serpentes

As serpentes s&o provenientes de diferentes localizagbes do Estado do Mato
Grosso do Sul que chegam ao Biotério/UCDB através de resgates feitos pela equipe
do Setor ou sdo entregues pela Policia Militar Ambiental (PMA), Corpo de
Bombeiros, Exército, Aeronautica, Centro de Controle de Zoonoses (CCZ), Centro
de Reabilitacdo de Animais e por doacdes de populares. Especificamente para B.
alternatus, todos os individuos mantidos no Biotério/lUCDB foram oriundos da
reserva urbana de aproximadamente 76 hectares, da Base Aérea de Campo

Grande.

Animais

O trabalho foi iniciado com 95 serpentes, sendo 24 Bothrops alternatus, 15
Bothrops mattogrossensis, 27 Bothrops moojeni e 29 Crotalus durissus,
compreendendo animais recém-chegados (quarentena) e aquelas que se
apresentavam saudaveis que ja estavam acondicionados na sala de producdo de
veneno (cativeiro intensivo) do Biotério/lUCDB.

As coletas foram realizadas bimensalmente durante 12 meses de maneira
gue cada animal pudesse ser monitorado por até seis coletas. A cada periodo de
coleta os animais que vieram a 6bito ndo foram substituidos, totalizando, ao final de

12 meses, 56 serpentes, sendo 08 Bothrops alternatus, 09 Bothrops
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mattogrossensis, 09 Bothrops moojeni e 13 Crotalus durissus.

Manutencé&o dos animais

Todas as serpentes, tanto as de quarentena, quanto as do cativeiro eram
mantidas no sistema intensivo conforme sugerido por Melgarejo, 2003. As
serpentes, tanto as da quarentena, quanto as do cativeiro, foram mantidas em salas
do Biotério, alojadas em caixas de polietileno (39 cm x 59 cm x 31 cm), com tampas
e perfuracdes nas laterais. Todas as caixas recebiam um substrato de papeldo
ondulado (corrugado) e um recipiente de aluminio com base de ferro para
fornecimento de agua. As serpentes foram mantidas, em ambiente com temperatura
controlada de 30°C + 5°C e umidade relativa de 40-45%. Receberam alimentacdo

uma vez ao més e agua ad libitum.

Manejo de higienizagao dos ambientes e de alimentagc&o dos
animais

O manejo de higienizacdo das caixas dos animais ocorria trés vezes por
semana, sendo agua obrigatoriamente trocada durante este procedimento.

A alimentagdo dos animais ocorria mensalmente em datas pré-
determinadas, sendo sempre no sétimo dia apds os procedimentos de colheita das
amostras. As serpentes eram pesadas um dia antes da oferta de alimento.
Calculava-se 15% a 20% de peso total da serpente, afim determinar a quantidade de
alimento em gramas que seria ofertada. Todos os animais eram alimentados com
camundongos Swiss (Mus musculus), heterogénicos, fémeas e machos de padrao
sanitario convencional, provenientes do Biotério da Universidade Catdlica Dom
Bosco (UCDB).

O manejo para a colheita de material bioldgico

Todos o0s procedimentos foram realizados com auxilio do gancho
herpetoldgico (Imagem 1), o animal era encaminhado para pesagem em uma

balanca da marca Marte® Modelo LS 500, o peso era registrado em gramas e
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utilizado para auxiliar na avaliagdo nutricional. Nesse momento ocorria a conferéncia
do namero do chip do animal com auxilio de um sensor de leitura.

Para o procedimento de colheita das amostras bioldgicas a serpente era
colocada em uma placa aquecedora com temperatura meédia de 30 £ 2 °C, onde era
mantida por 10 minutos com a finalidade de elevar a temperatura corporal do animal,
dessa forma aumentando o calibre dos vasos sanguineos. Em seguida a serpente
era retirada da placa aquecedora introduzida em um tubo acrilico de PVC
transparente (figura 13) e encaminhada para a mesa de colheita, onde eram aferidos
os dados biométricos. De onde era retirada e contida na regido posterior da caixa
craniana, utilizando o dedo indicador e médio para a contencdo direta do animal.
Realizava-se a medicdo total do corpo da serpente, com auxilio de uma fita métrica
e aferia-se o comprimento de cauda (CC) e o comprimento total (CT) de cada animal
(0,1 cm).

Figura 13. Procedimento de contencéo da serpente.

Fonte: Luiz H. Riquelme Junior/2018.
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Hemograma

Uma vez que um réptil saudavel pode tolerar uma perda aguda de até 10% do
volume total de sangue (REDROBE e MacDONALD, 1999), foi coletado de cada
espécime, cerca de 1,0 a 1,5 ml de sangue.

|. A serpente era pesada,

Il. Acondicionada a serpente em uma placa aguecedora com temperatura
meédia de 30 +- 2°C, onde sera mantida por 10-15 minutos;

lll. Para limpar e desengordurar as laminas aspergiu-se uma solucdo de
alcool etilico mais éter (v:v);

IV. Coletado o sangue por puncéo da veia caudal (CAMPBELL, 2006) com
seringas de 1 mL com agulha (13x0,45mm-26G) (Figura 14);

V. Foi dispensado 0,5 ml de sangue em um tudo coletor com 0,3 pl de
heparina sodica, para exame hematoldgico e o restante do sangue em um
tubo coletor sem anti-coagulante, para exame bioquimico;

VI.Foi pipetado 1990ul de diluente Natt & Herrick e adicionado 10pl de
sangue (Diluicdo 1:200), homogeneizado a mistura e colocado na camara de
Neubauer, deixado em repouso por alguns instantes. Levado ao microscopio
e contado cinco quadrantes para eritocitos e multiplicado por 10.000.
Utilizado a mesma diluicdo para hemacias, contado os quatro quadrantes
para leucdcitos (externos) e multiplicado por 500.

VII. Colocado uma gota de sangue, coletado por puncdo da veia caudal, na
extremidade da lamina. Trocado a gota de sangue com a borda estreita da
lamina sem canto (lamina extensora), formando um angulo de 45° com a
face superior da lamina; feito com a lamina extensora um ligeiro movimento
para trds, até encostar-se a gota de sangue. Até que a gota se difundiu
uniformemente, ao longo da borda da lamina extensora, por capilaridade;
levado a lamina para frente, de forma que ela carregue a gota de sangue
que se quer estender numa camada delgada e uniforme. E essencial
escorregar a lamina extensora de uma vez sé, sem deter-se. O movimento

de extenséo foi sempre uniforme. O sangue deve ser puxado pela lamina e
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nao ser empurrado pela mesma (movimento suave); fixada as laminas com
acetona durante 1 minuto a temperatura ambiente; corado as distensdes
com solucédo de Giemsa modificado 10% por 2 minutos; lavar a lamina em
agua corrente (fluxo fino); escorrer a agua e deixar secar; levar ao
microscopio e fazer a leitura. O material testemunho encontrara-se
depositado no Laboratério de Patologia da Universidade Catélica Dom
Bosco UCDB, Campo Grande, Mato Grosso do Sul.

VIII. Preenchido dois tercos de um tubo capilar com sangue e foi acomodado
0 tubo em uma centrifuga de microcapilar, centrifugado por 5 min a
12000 rpm e verificar a porcentagem no cartdo-consulta.

IX. Quebrado o microcapilar centrifugado e dispensar o soro sanguineo no
refratbmetro e observado os valores de proteinas totais.

Todos os testes eram realizados imediatamente apos a colheita do sangue.

Figura 14. Procedimento de colheita de sangue utilizando a veia coccigea.

Fonte: Larissa Venier/2016.
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Exame Bioquimico

Os testes bioquimicos foram realizados através do plasma extraido da
amostra de sangue total coletado do animal. Para a obtencdo do plasma houve a
centrifugacéo do tubo a 2500rpm por 10 minutos.

Os testes bioquimicos realizados foram: Uréia, Creatinina, alamina
aminotransferase, aspartatoaminotransferase e fosfatase alcalina.

O mecanismo de funcionamento do aparelho bioquimico utilizado é por
citometria de fluxo e o reagente utilizado para determinar a creatinina foi da marca
Dialab® e dos demais testes utilizando reagentes da marca Analisa®. Os resultados
das analises bioquimicas obtidos foram anotados manualmente como também

arquivados no programa instalado do proprio aparelho.

Exame Fisico e Clinico dos animais

O exame fisico foi realizado de acordo com Meredith e Johnson, 2010
avaliando-se as condic6es macroscopicas como, (i) avaliagdo da condicao corporal,
(ii) nivel de hidratacao, (iii) testes de propriocepcéo, (iv) condicdes da mucosa oral e
cloacal, (v) avaliacdo das presas inoculadoras e integridade oral, (vi) reflexo pupilar,
(vii) auscultacdo cardiaca e respiratoria, (viii) secrecao de veneno.

() Eram avaliadas as condi¢bes de integridade das escamas ventrais e
dorsais, bem como a observacdo do escore corporal para espécie
comparando com o peso. Para a avaliagcdo do indice corporeo, foi
feita a relagdo entre comprimento total sobre o peso do animal.

(i) Para a verificacdo do nivel de hidratacdo da serpente era avaliado
dobras de pele ao logo do corpo e era empregado o teste de tugor
cutaneo.

(i)  Os testes de propriocepcao foram realizados observando-se a postura
do animal e o comportamento de contato inicial da serpente. Apés a
verificagdo do movimento de deslocamento, bote, dardejar de lingua e
bater de cauda, com o gancho herpetoldgico o animal era colocado no

solo para avaliagcdo do nivel de consciéncia e propriocepgao atraves a
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colocacdo do animal em decubito dorsal para avaliar o tempo de
retorno para a postura padrdo em decubito ventral.

(iv)  As condicdes da mucosa oral e cloacal foram avaliadas através da
coloracdo em: hipercorado , hipo e normocoradas de acordo com a

Figura 15.

Figura 15. Representacdo da coloracdo da mucosa oral das serpentes. Sendo, A= Hipocorada;
B= Normocorada; C= Hipercorada.

Fonte: Marina Lima/2018.

(v)  As presas inoculadoras eram avaliadas juntamente com a inspegéo
da cavidade oral do animal, onde era verificada presenca de
secre¢bes na glote, duplicidade, obstru¢cdo ou auséncia de presas
inoculadoras de veneno, presenca de edemas, hemorragias e
exsudato nas gengivas.

(vi) O reflexo pupilar era estimulado com auxilio de uma lanterna clinica
para observar se as reagfes eram bi ou unilaterais, bem como se
havia auséncia de reflexos pupilares.

(vi) A auscultacdo cardiaca procedeu com a localizacdo através da
palpacdo e observacdo do choque precordial (STUGINSKI et al.,
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2011), em seguida fez-se o0 uso de estetoscépio LittmannCardiology
® (Figura 16). A frequéncia respiratoria foi obtida por visualizacéo
directa dos movimentos respiratérios (FERNANDES, 2011).

(viii) Extracdo do veneno: Para proceder a extracdo de veneno era feita
uma leve presséo para provocar a abertura da boca do animal e a
exposicao das presas, essas eram entdo introduzidas na membrana
do coletor.

Logo apds cada extracdo, a producdo de veneno in natura de cada animal
era medida (+ 0,01 ml), sendo o veneno em seguida acondicionado em ependorf de
2 ml envolto em papel aluminio e devidamente identificado com o nimero do animal.
A producdo de cada serpente era imediatamente apds a extracdo congelada e
desidratada em um liofilizador de bancada do fabricante LIOBRAS, marca Liotop®,
modelo L101. Em seguida, o veneno liofilizado era pesado em uma balanca analitica
da marca GEHAKA, modelo AG 200 (+ 0,0001 g).

Figura 16. Processo de auscultacdo para avaliacdo de parametros cardiaco e
respiratorio.

Fonte: Marina Lima/2018.
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Mensuracao da temperatura

As imagens térmicas foram obtidas utilizando-se de uma céamera
termografica Flir SC 620®, a uma distancia focal de 100 cm, antes das serpentes
serem inseridas em um colch&o térmico a 30° C por 15 minutos, temperatura basal
(Tp), € apoOs serem retiradas do mesmo, temperatura secundéria (Ts) (Figura 17).
Considerou-se a umidade relativa e a temperatura do ambiente obtidas por meio de
um termohigrométro instalado no local de captura das imagens; a temperatura
refletida do papel aluminio e a emissividade da pele humana (0,95). As andlises de
temperatura corporea foram realizadas no software FLIR QuickReport 1.2 SP2 (FLIR

Systems, 2009) da cadmera termogréfica.

Figura 17. Imagens termogréaficas das serpentes antes de serem alocadas em um
colchdo térmico temperatura basal (Tb), e apdés serem retiradas do mesmo,
temperatura secundéria (Ts). Onde, A=Th, B =Ts.

Fonte: Larissa Venier/2018.
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Consideramos como Th e Ts a média dos registros térmicos de trés regides
do corpo: 1- Regido anterior (RA), cabeca; 2- Regido mediana (RM), cavidade
celomatica; 3- Regido Posterior (RP), cauda, como demonstrado na Figura 18 a

seqguir.
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Figura 18. Regifes da superficie corporea das serpentes que foram mensuradas as
temperaturas. Onde RA= Regido anterior, RM= Regido mediana e RP= Regiéo
posterior.

Fonte: Larissa Venier/2018.

Andalise Estatistica

Os testes estatisticos foram realizados usando o programa SAS (SAS
Institute, Cary, IN, version 9.0). Os dados foram submetidos a testes de
normalidade, homogeneidade de variancias e a presenca de valores discrepantes
(outliers) antes dos testes inferenciais com nivel de significancia de 5%. Assim, 0s
resultados sdo apresentados na mesma unidade dos valores originais. As analises
foram realizadas pelo método dos quadrados minimos, utilizando o procedimento
GLM do programa SAS, com o seguinte modelo estatistico:

Yijkl = p + Ei+ SCj + Sk + b1Xijk + eijkl
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Em que:Yijkl = Caracteristica a ser estudada; p = meédia geral da
caracteristica; Ei= efeito i-esima espécie (Bothrops alternatus, Bothrops
mattogrossensis, Bothrops moojeni, Crotalus durissus); SC = efeito do iésimo
subgrupo (cativeiro intensivo e quarentena), Sk= efeito fixo do k-ésimo sexo (classe
M: macho e F: fémea); b1Xijk = covariavel relacdo comprimento/peso (X = média
das relac6es em centimetros; bl = coeficiente de regressdo associado a covariavel
Xijkl [linear] ); eijkl= efeito residual do |-ésimo individuo (aleatério).

As caracteristicas estudadas foram comprimento total (CT), peso (P),
frequéncia cardiaca (FC), frequéncia respiratoria (FR), leucdcitos, eritrdcitos,
hematocrito (Ht), proteina plasmatica total (PPT), heterdfilos, linfécitos, mondcitos,
eosindfilos, basofilos, trombdcitos, temperatura basal, temperatura secundaria,
secrecdo de veneno, alanina amino transferase (ALT), creatinina (CRET), fosfatase

alcalina (FA) e uréia.
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RESULTADOS

Analises morfomeétricas

As analises estatisticas mostraram diferenca significativa do peso para
espécie, sexo e condicao corporal (P <0,0001). Quando analisadas globalmente, a
média do peso das serpentes de cativeiro foi significativamente menor (355,43 g
110,89 g) do que a média de peso das serpentes de quarentena (360,27 g £20,86 g)
(p<0,0001). A espécie que apresentou maior peso foi a B. alternatus com média de
476,2 g = 19,4 g. Em seguida, C. durissus com 357 g + 17,3 g, B. mattogrossensis
326,2 g + 28,9 g e B. moojeni com a menor média de peso 272 g +£ 18,7 g (Tabela 1).
As fémeas apresentaram uma maior média para variavel peso com 403,8 g + 14,3q,
enquanto os machos obtiveram uma média de 311,99+ 17,4 g.

As andlises estatisticas mostraram diferenca significativa do comprimento
total para espécie (p<0,001), sub-grupo (p<0,001) e condi¢éo corporal (p<0,0001). A
espécie que apresentou a maior média no comprimento total foi B. alternatus com
105,31 cm = 1,71 cm. A espécie com menor comprimento total foi C. durissus
(P<0,0001) (Tabela 1). O cativeiro intensivo abrigou 0s animais com maior
comprimento total (100,41 cm + 0,96 cm) do que a quarentena (93,81 cm £ 1,84 cm).
Quando analisadas globalmente, a média do comprimento total das fémeas foi
significativamente maior (99,43 + 1,26 cm) do que a média dos machos (94,79 *
1,53 cm) (p<0,0001).

Bothrops alternatus  Bothrops mattogrossensis — Bothrops moojeni Crotalus durissus
MtDP  MnMax  MzDP  MinMax ~ M:DP  MinMax MzDP  MinMax

Peso (q) 4762+194% 63-1530 30614288  8-515 27214187 48-515 3571+173™ 32-991
Comprimento Total (cm) ~ 1053+17° 71-160 979425%  56-128  9g4+16° 05-124 g88+15™ 05-198

Letras diferentes refere-e a valores diferentes com nivel de 95% de significancia

Tabela 1. Valores médios, desvios padrdo e valores maximos e minimos dos
parametros morfométricos das serpentes Bothrops alternatus, Bothrops
mattogrossensis, Bothrops moojeni e Crotalus durissus.

Fonte: Santa-Rita e Herrera /2018.
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Analises clinicas

A frequéncia cardiaca apresentou diferenca significativa (P<0,001) para

espécie, subgrupo e periodo de coleta. A média mais baixa de batimento cardiaco
foi apresentada pela C. durissus 75,23 bpm * 1,54 bpm, e a mais alta para B.
mattogrossensis 86,76 bpm + 2,60 bpm (Tabela 2).
Para os subgrupos foram obtidas as médias de, 75,55 bpm + 0,98 bpm para os
animais mantidos no cativeiro intensivo e 82,92 bpm + 1,93 bpm os animais recém-
chegados da quarentena. Em relacao aos periodos de coletas, a frequéncia cardiaca
apresentou diferenca significativa especialmente para a espécie B. alternatus (p
0,0169) nas coletas 1, 2 e 4 (p<0,002).

Os resultados mostraram significancia estatistica da frequéncia respiratéria
para espécie (P<0,001), principalmente entre B. alternatus (p = 0,0320) e B.moojeni
(p= 0,0206), e condicdo corpérea (P<0,0001). A maior média para frequéncia
respiratoria foi registrada para B. moojeni, com 22,21 mpm + 4,42 mpm. Na
sequéncia C. durissus 21,52 mpm * 4,12 mpm, B. mattogrossensis 15,20 mpm = 6,8
mpm e B. alternatus 9,59 mpm + 0,76 mpm (Tabela 2). As andlises mostraram ainda
que houve uma diferenca significativa para a frequéncia respiratéria entre todas as
seis coletas para B. mattogrossensis (P=0,0032).

Para a gquantidade de veneno secretada foi observada significancia
estatistica para espécie (P<0,0001), sub-grupo (P<0,001) e condi¢cdo corporea
(P<0,0001). A maior média para a producdo de veneno foi de B. alternatus 565,46
uL £ 39,23 pL, seguida de B. moojeni 464,02 pL + 36,91 uL, B. mattogrossensis
312,88 pL = 56,89 pL e C.durissus 205,05 pL = 3554 puL (Tabela 2).
Estatisticamente, os valores médios da quantidade de veneno secretada foram
maiores para B. alternatus (p=0,0004) e B. moojeni (p<0,0001).

Os animais mantidos em cativeiro intensivo apresentaram uma média de
producdo de veneno de 456, 14 pL + 21,39 uL, enquanto as serpentes abrigadas na

quarentena apresentaram uma media de producdo de veneno de 317,57 pL + 42,82

ML.



59

As médias, respectivos desvios padréo, e valores maximo e minimo para a
temperatura basal e secundaria encontram-se na Tabela 2. A menor temperatura
basal foi registrada para C. durissus. As analises estatisticas mostraram diferencas
significativas para temperatura basal entre espécies e indice corporeo (P<0,05).

As analises estatisticas mostraram diferencas significativas na temperatura
secundéria para sub-grupo (P<0,05). As serpentes da quarentena apresentaram as
maiores médias de temperatura secundaria (30,5°C * 0,43°C) em relacdo ao grupo
de cativeiro intensivo (29,5°C + 0,23°C). Ainda, houve diferenca significativa para

temperatura basal para as coletas 1 (p =0,0480), 2 (p =0,0019) e 3 (p=0,0305).

Bothrops alternatus ~ Bothrops mattogrossensis — Bothrops moojeni Crotalus durissus

MtDP  MinMax ~ M£DP  MinMax  M2DP  MinMax  M:DP  MinMax
Frequéncia Cardiaca (opm) 792418 10-108  g68+26* 52124 758+18° 13-108 752+15¢ 33-112
Frequéncia Respiratdria (mpm) ~ 9.6+08° 4-16 15,24_r6,8b 4-36 2044 2-83  215:41°  3-16
Secregio de Veneno (L) 5655+392% 13-3000 3129+569™ 12-1000 464+369™ 1-1400 205+355° 10-1200
Temperatura Basal ('C) 52¢26  203-302 2584200 209-294 54+39% 203-3B7  4+5  198-295
Temperatura Secunddria (°C) 299£38  236-311  29:29  25-3%BL  293t4  4-B/7T 297133 23-352

Letras diferentes refere-se a valores diferentes com nivel de 95% de significincia

Tabela 2.Valores médios, desvios padrdo e valores maximos e minimos dos
parametros clinicos das serpentes Bothrops alternatus, Bothrops mattogrossensis,
Bothrops moojeni e Crotalus durissus.

Fonte: Santa-Rita e Herrera/2018.

Analises hematoldgicas

Os valores médios com os respectivos desvios padrdo e valores maximo e

minimo para as variaveis hematoldgicas estao apresentados na Tabela 3.
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Bothrops alternatus Bothrops mattogrossensis  Bothrops moojeni Crotalus durissus

M+ DP Max-Min M+ DP Max-Min M+ DP Max-Min M+ DP  Max-Min
Eritrocito 199,9+16,2 1140-45 227,2+16,2 790-18 2339+15 590-10 207,8+151 740-3
Hematocrito 17,9+0,7 37-2 19,3+1, 29-25 19.3+0,7 33-6 192+0,8 40-1
Leucdcitos 185+44 100-45 152+6,81 36-4 222+44 699-45 215+41 270-3
Heterdfilos 28,7+ 1,6° 66 -3 28,7+24 57-5 277+16% 60-5 327+15° 74-2
Linfécitos 23117 85-1 268+25 68 -1 267+1,7° 75-0 223+15° 72-3
Mondcitos 1,3+0,3% 27-0 0,9+0,5% 28-0 13+03* 13-0 22x03° 13-0
Eosindfilos 14,3 +0,9° 48-0 13814 48-0 125+09 31-0 11,7+09° 38-0
Basdfilo 136+1,3% 43 -0 10,7+1,9 31-0 10,3+ 1,3b 53-0 12,7+1,2 112-0
Azur6filo 20,1+1,1 43-0 20,117 39-0 224+11% 57-0 189+10° 45-0
Trombécitos 7+1 56 -0 87115 23-0 75+1 80-0 6,409 57-0
PPT 54+03% 9-2 6,5+0,9" 11-3 61+02° 10-18 52+02° 288-18

Letras diferentes refere-se a valores diferentes com nivel de 95% de significancia
Tabela 3. Valores médios, desvios padrdo e valores maximos e minimos dos
parametros hematolégicos das serpentes Bothrops alternatus, Bothrops
mattogrossensis, Bothrops moojeni e Crotalus durissus.

Fonte: Santa-Rita e Herrera/ 2018

As anadlises estatisticas mostraram uma variacdo significativa durante o
periodo de coleta para os valores médios de:
(@ Linfocitos de B. alternatus (p=0,0049);
(i) Mondcitos para B. alternatus (p=0,0002), B. mattogrossensis (p=0,056) e B.
moojeni (p=0,015);
(i)  Eosindfilos para B. mattogrossensis (p=0,0021);
(iv)  Basdfilos para B. alternatus (p<0,0001).

Nossos resultados mostraram diferencas significativas entre as espécies de

serpente para os diferentes tipos de leucécitos, de acordo com a Tabela 4.

Heterdfilo Linfécito Mondcito Basoéfilo

C. durissus x B. mattogrossensis Hkk ok
B. mattogrossensis x B. alternatus Kok
C. durissus x B. alternatus Kokk *okk KAk

*k%k

C. durissus x B moojeni

B. alternatus x B moojeni -
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Tabela 4. Diferencas entre os valores médios para heterofilos, linfécitos, mondcitos e
basofilos das espécies de serpentes peconhentas Bothrops alternatus, Bothrops
mattogrossensis, Bothrops moojeni e Crotalus durissus, mantidas no Biotério da
UCDB.

Fonte: Santa-Rita e Herrera/2018.

Nossos resultados mostraram significancia estatistica para os valores
meédios do hematdcrito em relacédo a condicdo corporea (P<0,001) (Tabela 5). As
analises globais mostraram que houve diferenca significativa para os valores de
hematdécrito entre animais cativos (18,84% + 0,41%) e as serpentes mantidas na
quarentena (19,01% * 0,82%). Ainda, verificou-se diferencas significativas entre
fémeas (19,03% = 0,54%) e machos (18,82% + 0,68%) (Tabela 5).

N&o foram observados diferenca significativa entre leucdcitos e eritrocitos em
relacdo a espécie, sub-grupo, sexo e condicdo corpérea. Entretanto, os valores
médios para eritrocitos (p < 0,0001) e leucdcitos (p = 0,0213) variaram
significativamente entre os periodos de coleta (Tabela 6), especialmente na coleta 2
(p = 0,0002).

As meédias expressas para heterofilos apresentaram diferenca estatistica
apenas para condi¢ao corporal (P<0,05) (Tabela 5). Ainda, as andlises estatisticas
mostraram uma variacao significativa dos valores médios para heterdfilos de B.
mattogrossensis (p=0,019) nas coletas 2, (p=0,0065), 3 (p=0,0041) e 5 (p=0,0272).

Em relacdo as células mononucleares, para as contagens de linfocitos,
somente B. alternatus apresentou diferencas significativas (p =0,0020) (Tabela 5).
Os mondcitos apresentaram diferencas estatisticas entre as espécies B. alternatus
(p= 0,0003), B. mattogrossensis (p= 0,0541) e B. moojeni (p 0,0035) (Tabela 5).
Ainda, os valores médios das contagens de mondcitos variaram entre os periodos
de coleta (p=0,0342), especialmente para as coletas realizadas nos periodos 2, 3 e 4
(p=0,0282; p=0,0457 e p=0,0045).

Observamos diferenca estatistica nas contagens de eosinoéfilos para o periodo
de coleta (p=0,0055), observado na coleta 2 (p=0,0053); para a espécie B.
mattogrossensis (p 0,0031); e entre animais de cativeiro (12,05+0,51) e quarentena
(14,11+1,04) (Tabela 5). Ainda, os valores de eosindfilos variaram significativamente

entre os animais de cativeiro intensivo (p < 0,0001).
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Nossos resultados mostraram que as meédias dos valores obtidos para
basofilos apresentaram diferencas significativas (p<0,0001), principalmente para o
periodo de coleta 4 (p 0,0312); para a espécie B. alternatus (p < 0,0001); e para o
subgrupo de cativeiro intensivo (p 0,0153) (Tabela 5).

Os resultados para os valores médios de PPT mostraram uma maior meédia
para Bothrops mattogrossensis (6,46 = 0,38) e a menor média para Crotalus
durissus (5,17 £ 0,23) (Tabela 5). Observamos diferenca significativa para o PPT em
relacdo a espécies (P<0,05), B. mattogrossensis (p 0,0405) e B. moojeni (p <
0,0001) (Tabela 5). Ainda, os resultados para PPT apresentaram diferenca
altamente significativa para periodo de coletas (p<0,0001), especialmente nas
coletas realizadas nos periods 1, 3 e 5 (p= 0,0010; p= 0,0036 e p= 0,0194), e
condigao corporea (P<0,001).

Ndo foram observadas diferencas significativas entre as varidveis para

azurofilos e trombacitos.
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o o Condicao
Variaveis Espécie Subgrupo Sexo Coleta
Corporal
Eritrocito p<0,0001
Hematocrito p=0,05 p=0,05 p=0,001
Leucécitos p=0,0213
Heterdfilos B mattogrossensis* p<0,05 p=0,0102
Linfocitos B alternatus**
B alternatus***
Mondcitos B mattogrossensis* p=0,0342
B moojeni**
Eosindfilos B mattogrossensis**  Intensivo*** p=0,0055
Basdfilo B alternatus*** Intensivo** p<0,0001
B mattogrossensis*
PPT e p<0,001  p<0,0001
B moojeni***
ALT p=0,0318
FA B moojeni* Fémea* p<0,0001
o B alternatus*
Creatinina o p<0,0502
B moojeni*
) B alternatus**
Uréia p <0,0164

B moojeni*

Tabela 5. Influéncia de espécie, subgrupo, sexo, condicdo corporal e periodo de coleta
nos os valores hematoldgicos e bioguimicos.

Fonte: Santa-Rita e Herrera/2018.
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Analises bioquimicas

Nossos resultados mostraram que 0s maiores valores para creatinina foram
observados para B moojeni (0,89+0,03) e B mattogrossensis (0,86+0,05) (Tabela 6).
Valores de creatinina apresentaram significancia estatistica entre B. alternatus
(0,84+0,04) e C.durissus (0,74%0,03) (Tabela 6). Os valores de ureia apresentaram
meédias significativamente diferentes entre as espécies B. alternatus (p= 0,0036) e
B.moojeni (p= 0,0475) (Tabela 6). A Unica enzima que apresentou diferenca
estatistica para a variavel sexo (p 0,0213) foi a FA (p= 0,0213) (Tabela 5).

Nos resultados bioquimicos mostraram diferencas significativas entre os
periodos de coleta para ALT (p=0,0318), FA (p<-,0001), Creatinina (p<0,0502) e
uréia (p<0,0164) (Tabela 5). Sendo que para ALT e creatinina as diferencas
significativas aparecem na coleta 3, com os valores de p=0,0511 e p=0,0184
respectivamente. A ureia apresentou diferenca estatistica na coleta 1 e 2 (p= 0,0016
e p= 0,0555), enquanto que a FA na coleta 4 (p=0,0019).

Os resultados das médias para ALT apresentam-se mais altos para B.
moojeni (12,42 = 1,69), seguida de C durissus (11,96 + 1,52), B mattogrossensis
(11,45+2,56) e B alternatus com (10,4+1,79) (Tabela 6). Ja os valores de uréia,
B.alternatus apresentou a maior média 7,34+0,59 seguida das demais espécies
(Tabela 6). A Fosfatase alcalina apresenta a média mais alta para B.moojeni
(3,30+£0,42), enquanto B.mattogrossensis obteve a média mais baixa (2,38+0,72)
(Tabela 6). Nao foram observados diferenca significativa para essas variaveis em
relacdo a espécie, sub-grupo, sexo e condicéo corporea.

Bothrops alternatus ~ Bothrops mattogrossensis ~ Botrops moojeni Crotalus durissus
Mz DP  Max-Min Mz DP Max-Min M+ DP Max-Min Mz DP  Max-Min
Creatinina 08+004%° 17-03 08005 163-028 094003 17-03 07+003™ 14-0,06
ALT 101+18 492-0 114+£25 5734-119 124+17 575-0 117x15 814-12
Uréia 73+06° 297-14 5608 2023-0 65+06 226-07 57+05° 231-02
FA 31+04  12-1 24107 6-1 33t04 23-1 28+04 18-1

Letras diferentes refere-se a valores diferentes com nivel de 95% de significancia

Tabela 6. Valores médios, desvios padrdo e valores maximos e minimos dos
parametros  bioquimicos das serpentes Bothrops alternatus, Bothrops
mattogrossensis, Bothrops moojeni e Crotalus durissus.

Fonte: Santa-Rita e Herrera/2018.
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DISCUSSAO

As serpentes da espécie B. alternatus do presente trabalho apresentaram a
maior meédia para peso e comprimento (476,2 g £ 19,4 g e 105,3 cm £+ 1,71 cm)
dentre as demais espécies estudadas, superando C. durissus (357,05 g £ 17,27 g e
88,81 cm £ 1,52 cm), que naturalmente sdo animais mais robustos podendo
ultrapassar o comprimento de 140,5 cm (SAWAYA et al., 2008) e apresentar um
peso que pode chegar a 5.922 g de um animal adulto (Dados Biotério/UCDB).
Mesmo contando com menor nimero de espécimes (n=24) de B. alternatus do que
C. durissus (n=29) no inicio do experimento, B. alternatus apresentaram a maior
média para peso e comprimento do que C. durissus. De fato, B. alternatus €, entre
as espécies de Bothrops de Cerrado, a mais generalista em relacdo ao uso do
ambiente (SAWAY, 2008). Esta plasticidade adaptativa permite dessa forma a
coexisténcia de B. alternatus com populacdes humanas. De fato, todas as B.
alternatus utilizadas no presente estudo sao oriundas de uma reserva urbana (base
aérea) e do seu entorno, tendo como base alimentar roedores silvestres e urbanos.
Desta forma, esses animais certamente contam com grande oferta de alimentos,
explicando assim o motivo dessa espécie estar acima da média em peso e
comprimento das demais espécies estudadas. Embora B. alternatus tenha
apresentado maior média para comprimento total entre as espécies estudadas, a
meédia de comprimento de B. alternatus do plantel do Biotério da UCDB foi verificada
como dentro dos parametros relatados na literatura (100 cm a 169 cm) (CAMPBELL
e LAMAR, 1989 e 2004; NUNES, 2006).

As fémeas das espécies estudadas apresentaram médias maiores para
comprimento e peso do que os machos, seguindo o reportado por varios autores que
estudam biologia e histdria natural de serpentes (SAZIMA, 1992; OLIVEIRA, 2003,
PIZZATTO, 2006). Desta forma, nossos dados sugerem que, apesar do estresse
promovido pelo cativeiro, as fémeas conseguem manter sua performance nutricional
estando aptas a reproducao.

A diferenca no comprimento total encontrada entre machos e fémeas de B.

alternatus pode estar associada a padrées comportamentais. De fato, o crescimento
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maior das fémeas corresponde ao padrao mais comum em serpentes, podendo
estar relacionado a auséncia de comportamento de combate entre machos (SHINE,
1978, 1994; NUNES, 2006). Uma vez que nao ha registros de comportamento de
combate entre machos de B. alternatus a diferengca no CT encontrada entre machos
e fémeas é esperada. O dimorfismo sexual parece ser uma tendéncia neste género
ocorrendo também em outras espécies como B. asper (SOLORZANO e CERDAS,
1989), B. jararaca (SAZIMA, 1992), B. fonsecai (SAZIMA e MANZANI, 1998), B.
atrox (OLIVEIRA, 2003) e B. pubescens (HARTMANN et al., 2009).

Ainda, o dimorfismo sexual encontrado para o comprimento total de B.
alternatus pode estar relacionado a reproducdo e fecundidade (SEIGEL e FITCH,
1984; ALMEIDA-SANTOS, et al., 2014). Em machos, o menor tamanho corporal
(CT) confere maior mobilidade e, consequentemente, maior deslocamento,
oportunizando o aumento do numero de copulas (SHINE, 1978; NUNES, 2006).
Conforme SHINE (1994), a forma de reproducédo pode contribuir para a ocorréncia
do dimorfismo sexual no tamanho: B. alternatus é vivipara, e a evolucdo da
viviparidade em serpentes teve como resultado direto o incremento do tamanho da
fémea em relacdo aos machos conspecificos (SHINE, 1994). Em fémeas de
Bothrops sp., a maturidade sexual pode ser atrasada até a terceira temporada
reprodutiva, em funcdo do alto custo da reproducdo (SHINE, 1978), pois estas
necessitam de maior tamanho da cavidade do corpo, podendo levar mais tempo
para alcancar a maturidade reprodutiva (SEIGEL, et al.,, 1987) e precisam de
maiores comprimentos corporais para produzir maior massa de ovos e maior numero
de filhotes (LUISELLI, 1996; NUNES, 2006). Nunes, (2006) sugere que a
temperatura mantida relativamente constante em um serpentario pode resultar na
perda do carater reprodutivo sazonal estacional. De fato, observamos o nascimento
de filhotes de B. alternatus em julho, quando que na natureza esse periodo
corresponde a cépula dos animais. Desta forma, com a reproducdo ocorrendo em
qualquer periodo do ano, as fémeas cativas poderdo se desenvolver mais.

Nossos resultados mostraram que 0s animais mantidos no cativeiro intensivo
apresentaram maiores médias no comprimento (100,41 cm + 0,96 cm) do que as
serpentes recém-chegadas, mantidas sob quarentena (93,81 cm + 1,84 cm).

Entretanto, os animais da quarentena apresentaram maior peso (360,27 g £ 20,86 Q)
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em relagdo as cativas (355,43 g = 10,89 g). Sazima (1992) reporta que o
comprimento das serpentes esté diretamente relacionado a predacdo. O maior peso
observado nas serpentes recém-chegadas pode estar relacionado a grande
disponibilidade de pequenos mamiferos em areas nativas e modificas (MARTINS,
1998; SAWAYA, 2008; ESTEVES, 2016). O menor peso observado para as
serpentes cativas pode estar relacionado ao manejo alimentar pelo qual os animais
estdo submetidos. Apés a chegada ao Biotério da UCDB, as serpentes sao
alimentadas com uma dieta (Mus musculus) equivalente a 10 a 20% do seu peso
corpéreo segundo Melgarejo-Gimenez, (2006) no sentido de se evitar o sobrepeso.
De fato, serpentes cativas séo privadas de movimentacdes e consequente gasto de
energia e o manejo nutricional utilizado no Biotério da UCDB evita o sobrepeso, bem
como doencas metabdlicas provocadas pelo excesso de proteina e gordura que
compOe as bases alimentares das serpentes (MADER, 2006; CUBAS, 2007;
JEPSON, 2010; CUBAS, 2014). Répteis que sofrem um estresse agudo intenso
ficam predispostos a emaciacéo, depressao imune e dificuldades reprodutivas. Por
outro lado, os animais cronicamente estressados podem desenvolver obesidade e
lipidose hepéatica (SILVESTRE, 2014).

Em relacdo a frequéncia cardiaca e respiratéria, a diferenca significativa
encontrada entre as espécies estudadas pode ser associada com a diferenca
estatistica encontradas nas temperaturas basais observadas. De fato, répteis
terrestres sdo animais poiquilotérmicos, que em geral oscilam sua temperatura
corporal de acordo com as temperaturas externas (MADER, 2006). Em outras
palavras ndo usam seus metabolismos para aquecer ou esfriar a si mesmos. Assim,
as frequéncias cardiacas e respiratérias acompanham as temperaturas basais para
cada espécie no sentido de manter o metabolismo. As médias de temperatura
corporal encontradas para as quatro espécies de serpentes do presente estudo
encontram-se dentro do gradiente térmico sugerido por Goulart (2004), entre 20°C e
39°C.

No presente trabalho, foi observada a discrepancia nos valores minimos e
maximos dos animais avaliados principalmente de B. moojeni. Para Warwick et al,
(2013) e Silvestre (2014) as alteragcbes comportamentais que possam expressar a

excitacdo psicolégica, como agressividade, estereotipias (como o esconder a
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cabeca, realizar movimentos erraticos), anorexia, taquicardia, bradicardia, espasmos
musculares, tanatose, entre outras acoes, sdo formas para o animal minimizar as
respostas fisiologicas.

As do presente estudo apresentaram os batimentos cardiacos mais baixos
das espécies estudadas (75,2 bpm £ 1,5 bpm). Alguns autores relatam valores
menores para a frequéncia cardiaca em cascavéis, 45,4 £ 4,5 bpm (STUNGINSK, et
al., 2011) e 12,8 + 2,2 bpm (CAMPBELL et al., 2006), sem a influéncia do peso e o
sexo, como também observado em nosso estudo. Campbell et al. (2006) utilizaram
data loggers implantados na cavidade celomatica de cascavéis. O uso de data
logger possibilita, por exemplo, uma afericdo precisa da frequéncia e ritmo cardiaco
do animal em descanso, ja que apoés a introducéo do aparelho via cirurgia o animal é
deixado em recuperacédo e seus parametros cardiacos sao entdo aferidos com uma
menor influéncia do fator estressante da contencdo (CRUZ e JUNKES, 2008;
STUNGINSK, et al., 2011), todavia, seu alto custo e a necessidade de realizar uma
pequena cirurgia o tornam pouco viavel na rotina clinica (STUNGINSK, et al., 2011).
Portanto, pode ser sugerido que tais valores aferidos no presente trabalho se deve
ao manejo para contencao dos animais.

Outro fato observado € que as serpentes do nosso trabalho apresentaram
valores de frequéncia cardiaca contraria do que foi observado em serpentes da
espécie Spilotes pullatus quando contidos. De fato, dois minutos apés a fixacao dos
eletrodos ao corpo de S. pullatus, serpente da familia Colubridae, os animais
apresentavam-se totalmente iméveis, com a temperatura corporal de 31,1°C e uma
diminuic&o significativa dos batimentos cardiacos de 64+3 para 23+2 por minuto (DA
VEIGA, 2008; CRUZ e JUNKES, 2008;). Nos vertebrados, a percepcdo dos
estimulos nocivos provenientes do ambiente, por meio do sistema sensorial (olfato,
visdo, tato, dor), permite a ativacdo de respostas comportamentais e fisiol6gicas
adequadas a protecao, adaptando o organismo a diferentes contextos (GOULART,
2004; MADER, 2006; DA VEIGA, 2008; CRUZ e JUNKES, 2008). Entretanto, um
estimulo de medo/ansiedade, caracterizada pela imobilidade comportamental e
ativacdo do sistema nervoso parassimpatico e/ou diminuicdo do simpatico, com
reducdo da frequéncia cardiaca (DA VEIGA, 2008; CRUZ e JUNKES, 2008) ocorra

em colubrideos, os estimulos apresentados pelo ambiente e identificados pelo



69

animal apresentam diferentes respostas fisiolégicas para os viperideos. Ainda,
devemos considerar que alguns estimulos nocivos do ambiente podem ser de tal
magnitude que, aparentemente, o sistema nervoso pode ficar incapacitado de gerar
uma resposta eficiente, podendo levar o organismo ao desfalecimento e a morte
(sincope vagal) (GRUBB et al., 1992; DeTOLEDO, 1999). Deste modo, 0 manejo e
cuidados durante um procedimento de intervencgdo clinica em serpentes devem ser
cuidadosamente desenvolvidos no sentido de minimizar os riscos a saude do animal.
O posicionamento em decubito dorso-ventral é fundamental para a afericdo dos
batimentos cardiacos em serpentes, ja que para animais de corpo cilindrico, outras
posi¢cdes podem potencialmente influenciar na determinacédo dos vetores cardiacos
(SHOEMAKER e ZANDVLIET, 2005; MADER, 2006; CRUZ e JUNKES, 2008,
STUNGINSK, et al, 2011).

Hangensen et al. (2008), através de aplicacdo de substancia que promove a
obstrucdo dos vasos coronarianos (MICROFIL®), relatou que a obstrugcdo do
fornecimento de sangue ndo afeta a capacidade de manter a pressao arterial e a
frequéncia cardiaca quando em repouso, durante um curto prazo de atividade, ou de
acusar anormalidades no eletrocardiograma, apresentando dessa forma, uma alta
capacidade das cascavéis a hipoxia. Também nao foi observada nenhuma indicacao
de necrose no musculo cardiaco com a presenca do MICROFIL®. A frequéncia
cardiaca e as pressfes sanguineas foram semelhantes aos dados obtidos
anteriormente ao processo de obstrucdo das coronarias. Mostrando dessa forma o
alto limiar de tolerancia das cascavéis a estimulos externos.

Os valores médios de hematdcrito para B. alternatus (17,9% + 0,7), B.
mattogrossensis (19,2% = 1,1), B. moojeni (19,3% + 0,7) e C. durissus (19,2% + 0,7)
do presente trabalho apresentam valores significativamente diferentes para condicao
corporal. Nesse sentido, os valores de hematdcrito relatados na literatura para as
espécies estudadas variam muito dependendo das condicbes de manejo a que sao
submetidas as serpentes, com reflexos diretos no peso e comprimento. Assim, a
média do Ht% encontrada para cascavéis do Biotério da UCDB foi inferior a
mencionada por Troiano et al, (1997) e Grego et al, (2014) para cascavéis adultas
mantidas em cativeiro na Argentina (22,7% + 3,57) e no Instituto Butantd em SP
(24% = 3,8) respectivamente. Entretanto, para B. moojeni os valores de Hit%
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encontrados no presente trabalho foi maior do que aqueles relatados por Rameh-de-
Albuquerque (2007) e Grego et al. (2014) 14% e 14,1% = 5,2 respectivamente.

) Santa-Rita Grego et al. Aiirgﬁgrgﬁe
ESPECIE (2018) (2014) (2007)
Hematocrito (%)
Bothrops alternatus 17,9 26,5 27
Bothrops mattogrossensis 19,3 22,1 24
Bothrops moojeni 19,3 14,1 14
Crotalus durissus 19,2 24 24

Tabela 7. Valores médios de hematdcrito (%) das serpentes Bothrops alternatus,
Bothrops mattogrossensis, Bothrops moojeni e Crotalus durissus, descritos por trés
diferentes autores.

Fonte: Santa-Rita e Herrera/2018

A diferenca significativa para os valores de hematdécrito em relacdo ao indice
corporal encontrados nas serpentes do Biotério da UCDB sugere que animais
desidratados, com menor peso, apresentem valores de hematécrito fora da
normalidade esperada. De fato, o hematécrito € utilizado para mensuracdo de
hidratacdo (GEORGE, et al., 2008; GONCALVEZ, 2016) e seus valores podem
variar imensamente entre 20 a 40% (WALLACH e BOEVER, 1983; MARKS e
CITINO, 1990; FRYE, 1991; STACY et al., 2011), dependendo da espécie e
condi¢cdes de manejo. Devemos ainda considerar que durante o processo de ecdise
pode ocorrer uma ligeira desidratacdo, a qual sugere um aumento no valor do
hematdcrito (SILVESTRE, 2003; RAMEH-DE-ALBUQUERQUE, 2007). Embora seja
mais facil encontrarmos valores mais baixos na contagem total da série vermelha no
periodo de inverno (GOULART, 2004; GEORGE, et al., 2008; PAIVA, 2015), nao foi
observada variacéo significativa para hematocrito no decorrer das coletas, podendo
sugerir que a manutencdo do controle de temperatura, umidade, fotoperiodo e
manejo sanitario do macro e microambiente onde sdo mantidas as serpentes podem

minimizar uma possivel variacdo decorrente da sazonalidade.
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Houve diferenca significativa observada nos valores médios para hematdécrito
nos animais recém-chegados (quarentena 19% + 0,8%) em compara¢ado aos animais
que ja compdem o plantel do Biotério (cativeiro intensivo 18.8% + 0,4%) pode estar
relacionada ao nivel de estresse nos animais recém-chegados como sugerem outros
autores também (GOULART, 2004; MADER, 2006; GREGO, 2006; ALMOSNY,
2014). De fato, alguns autores relatam que fisiologicamente apds 3 minutos pos-
captura ocorre o aumento da concentracdo de corticosterona, desencadeando dessa
forma, a resposta do organismo da serpente ao estresse (SILVESTRE, 2014;
PAIVA, 2015). Ainda, os valores para hematdécrito registrados em nosso estudo
encontram-se abaixo dos sugeridos por Troiano, et al. (1997) e Kolesnikovas, et al.
(2007), inclusive dos animais de quarentena, podendo sugerir uma resposta positiva
no manejo desenvolvido na area de quarentena do Biotério/UCDB.

Nossos resultados mostraram que as fémeas viperideas apresentaram
valores médios de hematocrito significativamente mais altos que os machos (19,03%
+ 0,54% e 18,82% * 0,68% respectivamente), diferente dos resultados obtidos para
elapideos que relatam valores mais elevados de Ht% para os machos em relacdo as
fémeas (PARIDA et al., 2014; DISSANAYAKE et al.,, 2017). Ainda, as analises
estatisticas apontaram que os animais da quarentena possam estar desidratados
visto que os valores de hematdcrito foram significativamente maiores do que as
serpentes mantidas em cativeiro intensivo, sugerindo uma resposta de estres
consequente da captura e adaptacao ao cativeiro.

Em nosso estudo, o numero de eritrécitos surge com valores inferiores aos
mencionados por Rameh-de-Albuquerque (2007) para as quatro espécies aqui
avaliadas (Tabela 8). Entretanto, para os valores eritrocitarios citados por Grego et
al, (2014), os valores de trés espécies aparecem superiores aos encontrados no
presente trabalho (Tabela 8), com excecdo de B. moojeni, onde os valores
apresentaram-se proximos de Grego, et al, (2014). Devemos ressaltar que nossas
médias foram aferidas ao longo de 12 meses, portanto temos o fator sazonalidade
como ponderacdo nos valores, ao contrario das demais autoras em que seus dados
foram obtidos em coletas pontuais e de animais recém-nascidos. Ainda, devemos
considerar que no periodo de até de 2 anos de sobrevida das serpentes em cativeiro

h& possibilidade de ocorrer a sindrome da ma adaptacao, influenciando nos valores
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hematoldgicos e bioquimicos (SELYE, 1973; GUILLETTE, et al., 1997, GOULART,
2004; GREGO, 2006; BASSETTI e VERDADE, 2014).

Santa-Rita Grego et al. Aﬁ)irgﬁgrgﬁe
ESPECIE (2018) (2014) (2007)
Eritrécitos mm?
Bothrops alternatus 199,9 430,7 430
Bothrops mattogrossensis 227,3 450 450
Bothrops moojeni 233,9 219 215
Crotalus durissus 207,8 423 420

Tabela 8. Valores médios de eritrocitos (10° células/mm3) das serpentes Bothrops
alternatus, Bothrops mattogrossensis, Bothrops moojeni e Crotalus durissus,
descritos por trés diferentes autores.

Fonte: Santa-Rita e Herrera /2018

Embora os resultados obtidos para PPT no presente trabalho estejam dentro
dos valores sugeridos para as serpentes, ente 3 e 7 g/dL (THRALL et al., 2004), foi
observado que os valores de PPT diferem significativamente seus valores entre as
espécies amostradas. O indice corporeo também influenciou os valores de PPT
indicando que animais desidratados, com menos peso, possam estar com algum
processo que venha causar um quadro de hipoalbuminemia em decorréncia de
alguma disfuncéo hepatica como enfatiza Goulart, (2004) e Mader (2006).

Os valores encontrados para leucécitos nos viperideos estudados nesse
trabalho foram expressivamente maiores do que os citados em literatura. Esse fato
possivelmente esta associado com o estresse das trés ultimas coletas por conta das
atividades de reforma do Biotério da UCDB. Realmente, estudos relacionados a
fisiologia do estresse em serpentes mostram que 0s seguintes fatores sé&o
encontrados em resposta ao estresse: (1) mudancas comportamentais, (2)
alteracdes no funcionamento do sistema nervoso autbnomo, (3) respostas
neuroenddcrinas e (4) respostas imunes (HATTINGH e WILLEMSE, 1976; MADER,
2006; GREGO; 2006; SILVESTRE, 2014). O conhecimento de todos os elementos
do estresse que séo delineados anteriormente pode ser util nos esforgos para mede
esta condicdo de doenca em répteis. O estresse ndo so induz a ativacao do sistema

simpatico, mas também dirige uma resposta neuroenddcrina, inicialmente mais
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lenta, mas potencialmente mais duradouro (SILVESTRE, 2014). O eixo
neuroendocrino é essencial na regulacdo das fungdes fisiologicas competéncia
imunologica, reproducdo, metabolismo e comportamento. A captura e eventos
envolvendo este processo sdo conhecidos como sendo um dos principais
estressores em espécies de répteis (SOLIS-SOLIS, 2010). A liberacdo de
corticosterbéides afeta diferentes espécies de répteis em diferentes periodos;
portanto, os efeitos indesejaveis destes compostos produzidos internamente devem
ser considerados em espécies de répteis em cativeiro. E uma das principais
manifestagcbes hematologicas durante esse processo é a leucocitose (GOULART,
2004; GREGO, 2006; MADER, 2006; GREGO; et al., 2014; SILVESTRE, 2014). O
aumento nos niveis de glicocorticoides podem ser sinalizados no leucograma na
forma de heterofilia e linfopenia (AL-JOHANY e HAFFOR, 2005; DAVIS, et al.
(2008), de forma que a relacdo entre heterofilo / linfécito revela que quanto maior
este valor, menor o bem-estar do animal e maior o estresse (PAIVA, 2015).

Em serpentes observa-se uma leucocitose antes da ecdise, enquanto que
durante e depois da muda se observa leucopenia (SILVESTRE, 2003). Segundo
Campbell (1996), em serpentes 0 numero de leucécitos totais varia de 6 — 12 x
10° cel/pl.

As médias para heterdfilos das serpentes do Biotério da UCDB
apresentaram diferenca significativa para condicdo corporal. Animais com debilidade
corporal podem estar mais propensos a apresentar condigcdes ndo inflamatérias
como estresse e neoplasias, estando associadas a heterofilia (RASKIN, 2000;
TROIANO, et al., 2001). Ainda, das espécies avaliadas, B. mattogrossensis
mostraram uma variacao significativa dos valores médios para heterdfilos, sendo
esta espécie sujeita a elevada condicao de estresse (MARTINS, et al., 2001). Em
animais sadios os heterofilos representam cerca de 30 a 45% do total de leucécitos,
podendo atingir o indice de 65% em casos de infec¢ao bacteriana (FRYE, 1991).

A variacao significativa observada para os valores médios de heterofilos de B.
mattogrossensis durante o periodo de coleta no presente estudo, sugere a
sensibilidade da espécie ao cativeiro, a0 manejo excessivo e as mudancas
repentinas no ambiente cativo, tendo em vista, que os valores que apontaram
alteracdes foram as coletas 2 (p=0,0065), 3 (p=0,0041) e 5 (p=0,0065), onde na
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coleta 2 e 3 comecgaram as atividades de remocéo de materiais e animais (roedores)
para o inicio das obras de reforma do Biotério, mesmo essas agdes ocorrendo em
outra ala do prédio aparentemente as B. mattogrorssensis manifestaram
fisiologicamente essas atividades. E durante a coleta nUmero 5 as serpentes ja
haviam sido removidas para outro bloco da Universidade, portanto, embora as
tentativas de minimizar os impactos da mudancas para 0S animais, como a
preparacdo da sala para recebimento dos mesmos, sendo higienizada com os
mesmos produtos utilizados nas salas de manutencdo das serpentes, estabilizacédo
da temperatura constante na sala, controle da umidade, diminuicdo na rotina de
manejo e reducdo do numero de pessoas na nova sala, ndo foi suficiente para a
sensibilidade de B. mattogrossensis sugerindo uma confirmagdo que essa espécie €
uma das mais sensiveis a resposta comportamental (CARDOSO, 2003; MACHADO,
2010; BERNARDE, 2014) e fisiologica (MARTINS, et al., 2001; MONTEIRO et al.,
2006; BERNARDE, 2014).

Nossos resultados mostraram que para viperideos, os linfécitos séo o
segundo tipo celular mais abundante, ficando atras dos heteroéfilos. Entretanto, assim
como descrito por Dissanayake et al, (2017) para as serpentes elapidicas, dentre as
categorias de glébulos brancos, os linfécitos sdo as células mais abundantes. As
andlises estatisticas mostraram uma variacdo significativa durante o periodo de
coleta para os valores médios de linfécitos para B. alternatus. Realmente, em répteis
€ detectada uma variacdo na contagem de linfocitos de acordo com a sazonalidade:
linfocitose € registrada nos periodos de verdo nos paises temperados (DUGUY,
1970; WRIGHT, 1981 GONCALVES, 2016; DISSANAYAKE et al., 2017). Embora a
variacdo térmica registrada em Campo Grande Mato Grosso do Sul ndo seja
expressiva como nos paises temperados, mesmo mantendo a constancia climatica
dentro do macroambiente do cativeiro, houve uma diferenga significativa na
contagem dos linfécitos ao longo do tempo para B. alternatus. A linfopenia é
associada com a ma nutricdo, ou secundaria a enfermidades causadas por estresse
e imunossupressdo. Por outro lado, a linfocitose esta relacionada a cicatrizacao,
doenca inflamatéria e infecgcbes parasitarias (hematozoarios ou mesmo parasitas
intestinais) e virais (MOCO, et al., 2002; CAMPBELL, 2006; PAIVA 2015). Segundo

Grego (2006), a corticosterona liberada em situacdes de estresse se liga a
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receptores presentes no interior dos leucécitos, ocasionando na maioria dos casos,
uma imunossupresséao, caracterizada principalmente, por um aumento expressivo no
namero sanguineo de heterofilos e uma reducdo importante na contagem de
linfécitos, embora a contagem total de leucdcito pareca ndo se alterar. O aumento da
ralagdo entre heterofilos / linfécitos, tem sido usado para medir o estresse em
tartarugas marinhas (AGUIRRE e BALAZS, 2000; GREGO, 2006). Embora os
linfécitos em répteis apresentam diferenca na contagem determinados por sexo,
onde valores mais altos sdo observados para as fémeas (PAIVA, 2015) nao foram
observadas variacdes nos géneros das espécies amostradas.

As analises estatisticas mostraram que houve diferenca significativa para os
valores médios de eosindfilos entre os animais de cativeiro e quarentena. Em
répteis, geralmente o numero de eosinodfilos varia de 7 a 20% do total de leucécito
(FRYE, 1991), sendo que a eosinofilia esta relacionada a infecgbes parasitarias
(helmintos e protozoarios) e estimulacdo do sistema imune (CAMPBELL, 2006).
Ainda, os eosinofilos estdo ausentes na maioria das espécies de cobras, sendo
relatados em cobras-rei (Ophiophagus hannah) (DOTSON et al., 1995; ALLEMAN e
JACOBSON, 1999; SALAKIJ et al., 2002).

N&o foram observadas diferenca significativa para o nimero de trombdcitos
das serpentes estudadas. Quando a trombocitopenia € observada, sugere
dificuldade ou retirada lenta de sangue no ato da coleta, atraso no processamento
de amostras, coagulacdo ou erro laboratorial, nesses casos sugere-se que as
amostras sejam descartadas. Como nos mamiferos trombocitopénicos, existem
inmeros diferenciais para trombocitopenia em répteis.

Os valores de uréia observados estdo abaixo dos valores descritos por
Campbell (2007) (15 mg/dL). Os valores plasmaticos de uréia sdo indicadores de
doenca renal, entretanto Lopes et al, (2007) relata que a uréia se torna um fator de
funcionamento renal irrelevante quando analisada unicamente para as serpentes. Os
valores séricos de creatinina apresentados neste estudo estdo dentro da margem
gue Campbell (2007), podendo atingir at¢é 1 mg/dL. De acordo com Almosny e
Monteiro (2007), uréia e creatinina podem ser usadas na diferenciagdo entre

insuficiéncia renal e pré renal.
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Os valores médios de ALT e FA, apresentados no estudo estdo de acordo
com os descritos por Kolesnikovas et al, (2001) (1 a 30 mg/dL) e Almosny e Monteiro
(2007) (11,34 a 195,42 UI/L). Tal variacdo € esperada entre os diferentes criatorios
pois, condicbes de manejo e sazonalidade dentre outros, alteram os valores
bioguimicos de um local para outro. Ainda, nossos resultados mostraram uma
enorme variacao intraespecifica quando analisamos o desvio padrdo e os valores de
maximo e minimo para as variaveis bioguimicas.

Em nosso estudo, a espécie que apresentou os maiores valores para ALT
foi B. moojeni (12,4 UI/L = 1,7 Ul/L) e o menor valor foi detectado para B.
alternatus (10,1 UI/L £ 1,8 Ul/L). Rameh-de-Albuquerque (2007) também encontrou
diferengas significativas para ALT entre espécies de Bothrops e Crotalus, no
entanto, B. alternatus apresentou maiores valores para essa enzima (12,7 Ul/L) do
que encontrado no presente trabalho. Diferencas nos niveis séricos para enzimas
hepéticas registrados em diferentes plantéis podem indicar uma resposta a
guantidade de proteinas ingeridas por esses animais, que podem variar de acordo
com o protocolo alimentar desses animais em cativeiro.

Muitos dos paradmetros sanguineos analisados possuem amplos valores
minimos e méaximos, mas em geral, os valores hematolégicos e bioquimicos
apresentados parecem estar de acordo com os reportados em pesquisas anteriores
para espécies de viperideos. Todavia as variacdes inter-especificas observadas
podem estar relacionadas com a técnica de colheita, métodos de analise utilizados
(JOHNSON; BENSON, 1996), condicdo do animal (cativeiro ou vida livre), estado
nutricional, idade e periodos de colheitas diferentes (DUGUY, 1970; RAMEH-DE-
ALBUQUERQUE, 2007). Rameh-de-Albuquerque (2007) alerta para comparacdes
entre valores descritos em diferentes estudos, haja visto que os procedimentos

utilizados afetam significantemente os resultados obtidos.
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CONSIDERACOES FINAIS

A metodologia utilizada para a avaliacgdo biométrica foi satisfatéria para
determinarmos o valor médio de peso e comprimento, bem como a quantidade de
producado de veneno das serpentes, do Biotério/UCDB no decorrer de 12 meses.

As serpentes oriundas das areas urbanas apresentam um peso significantemente
maior do que as mantidas em cativeiro intensivo.

Fémeas apresentaram as maiores dimensdes corporais e de peso, tanto na
guarentena, quanto no cativeiro intensivo.

A média de frequéncia cardiaca de C. durissus foi 0 mais baixo dentre as espécies
estudadas e nas demais avaliacdes clinicas foi a espécie que menos apresentou
oscilagoes.

A maior frequéncia respiratoria foi observada para B. moojeni, sugerindo que essa
espécie pode estar usando 0s movimentos respiratérios para auxiliar no controle
fisiol6gico do estresse.

A producéo de veneno foi proporcional ao indice corporal das espécies estudadas.
Os animais do cativeiro intensivo apresentaram maiores quantidades de secrecao de
veneno em relacdo aos animais recém-chegados.

Serpentes mantidas em cativeiro intensivo tendem a ter uma resposta mais lenta em
relacdo ao aumento de temperatura que as serpentes recém-chegadas.

As variacdes nos indices hematoldégicos das serpentes da espécie B.
mattogrossensis sugere que dentre as espécies estudadas elas podem ser as mais
sensiveis a adaptacdo e manejo em cativeiro.

As variacbes nos indices hematoldgicos das serpentes da espécie B.
mattogrossensis sugere que dentre as espécies estudadas elas podem ser as mais
sensiveis a adaptacdo e manejo em cativeiro.

O uso da camera termogréafica como metodologia para a avaliacdo da temperatura
corporal em serpentes pode ser importante instrumento na avaliacdo destes animais
cativos.

Os valores de ureia para os animais do Biotério/UCDB estao abaixo dos valores de

referéncia.
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Os valores de ALT e FA estdo dentro dos referenciados pela literatura para os
animais do Biotério/lUCDB.

Os resultados bioquimicos apontam uma variagao intraespecifica para os animais do
Biotério/UCDB.
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MSMT — Missdo Salesiana de Mato Grosso
) U C D B Universidade Catolica Dom Bosco

UNIVERSIDADE CATOLICA DOM BOSCO CO'\/”TE DE ET|CA PARA USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO

Declaramos que o projeto intitulado “Determinacdo de Parametros Sanitarios em Serpentes
Peconhentas Mantidas em Cativeiro Intensivo.”, protocolo n°. 027/2015, sob a responsabilidade
de Paula Helena Santa Rita - que envolve a criagdo e/ou utilizacdo de animais pertencentes ao filo
Chordata, para fins de pesquisa cientifica, esta de acordo com os preceitos da Lei n°. 11.794, de 8 de
outubro de 2008, do Decreto 6.899, de 15 de julho de 2009 e de normas complementares, bem
como esta de acordo com os Principios Eticos na Experimentacdo Animal adotados pelo Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi aprovado pela Comisséo de

Etica no Uso de Animais da Universidade Catélica Dom Bosco.

We certify that the research entitled “Determination of Sanitary Parameters in Venomous
Snakes Retained in Intensive Captivity.”, protocol number 027/2015, under the responsibility of
Paula Helena Santa Rita, which involves the breeding and/or animals of Chordata phylum, for
scientific research, is in agreement with Brazilian laws for use of experimental animals and the
Ethical Principles in Animal Research adopted by the Brazilian College for Control of Animal
Experimentation, and was approves by the Ethical Committer For Animal Research of Universidade

Catolica Dom Bosco.

Vigéncia do Projeto NC°. de animais/ Espécie/ Linhagem
27/11/2015 & 27/11/2017 | 95/ Serpentes / 24 Bothrops alternatus, 15 Bothrops mattogrossensis,
27 Bothrops moojeni e 29 Crotalus durissus

Campo Grande, 27 de novembro de 2015.

Profa. Dra. Susana Elisa Moreno
Coordenadora da CEUA /UCDB
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Titulo do Projeto: Diversidade de parasitas em serpentes peconhentas em duas areas contiguas com diferentes formas de ocupagao
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Nome da Institui¢&o : MISSAO SALESIANA DE MATO GROSSO

Cronograma de atividades

Descricdo da atividade

Inicio (més/ano)

Fim (més/ano)

Instalacdo das Armadilhas

04/2015

04/2015

#
1
2 | Coleta em campo
3
4

04/2016 04/2017
Trabalho Sécio - Ambiental 04/2016 04/2017
Identificac@o dos parasitas 04/2016 04/2017

Observacdes e ressalvas

As atividades de campo exercidas por pessoa natural ou juridica estrangeira, em todo o territério nacional, que impliquem o deslocamento de recursos humanos e
1 [materiais, tendo por objeto coletar dados, materiais, espécimes biolégicos e minerais, pegas integrantes da cultura nativa e cultura popular, presente e passada,
obtidos por meio de recursos e técnicas que se destinem ao estudo, a difusdo ou a pesquisa, estdo sujeitas a autorizagdo do Ministério de Ciéncia e Tecnologia.

Esta autorizacdo NAO exime o pesquisador titular e os membros de sua equipe da necessidade de obter as anuéncias previstas em outros instrumentos legais, bem
como do consentimento do responsavel pela area, publica ou privada, onde sera realizada a atividade, inclusive do 6rgéo gestor de terra indigena (FUNAI), da
unidade de conservagao estadual, distrital ou municipal, ou do proprietario, arrendatéario, posseiro ou morador de area dentro dos limites de unidade de conservacéo
federal cujo processo de regularizagéo fundiaria encontra-se em curso.

Este documento somente podera ser utilizado para os fins previstos na Instru¢cdo Normativa ICMBio n° 03/2014 ou na Instrugdo Normativa ICMBio n° 10/2010, no que
3 | especifica esta Autorizagéo, ndo podendo ser utilizado para fins comerciais, industriais ou esportivos. O material biol6gico coletado devera ser utilizado para atividades
cientificas ou didaticas no ambito do ensino superior.

A autorizagao para envio ao exterior de material biolégico ndo consignado devera ser requerida por meio do endereco eletronico www.ibama.gov.br (Servigos on-line -
Licenca para importacéo ou exportacéo de flora e fauna - CITES e ndo CITES).

O titular de licenga ou autorizagéo e os membros da sua equipe dever&o optar por métodos de coleta e instrumentos de captura direcionados, sempre que possivel,
5 | ao grupo taxondmico de interesse, evitando a morte ou dano significativo a outros grupos; e empregar esforco de coleta ou captura que ndo comprometa a viabilidade
de populagées do grupo taxondmico de interesse em condigdo in situ.

O titular de autorizagdo ou de licenga permanente, assim como 0os membros de sua equipe, quando da violagéo da legislagdo vigente, ou quando da inadequagao,
6 | omisséo ou falsa descricéo de informagdes relevantes que subsidiaram a expedicdo do ato, podera, mediante decisdo motivada, ter a autorizagdo ou licenga
suspensa ou revogada pelo ICMBIo, nos termos da legislagéo brasileira em vigor.

Este documento néo dispensa o cumprimento da legislacéo que dispde sobre acesso a componente do patriménio genético existente no territério nacional, na
7 | plataforma continental e na zona econdmica exclusiva, ou ao conhecimento tradicional associado ao patriménio genético, para fins de pesquisa cientifica,
bioprospecgéo e desenvolvimento tecnolégico. Veja maiores informagdes em www.mma.gov.br/cgen.

Em caso de pesquisa em UNIDADE DE CONSERVAGCAO, o pesquisador titular desta autoriza¢éo devera contactar a administragdo da unidade a fim de CONFIRMAR
AS DATAS das expedigOes, as condi¢des para realizagéo das coletas e de uso da infra-estrutura da unidade.

Outras ressalvas

1) As serpentes que forem coletadas (retiradas definitivamente da natureza) serdo incorporadas ao plantel do Biotério da Universidade Catolica
1 |Dom Bosco (UCDB), registrado junto ao Ibama sob o n°718682;
2)O estudo ora autorizado conta com parecer favoravel do CEUA/UCDB sob o n° 027/2015.

Equipe

# Nome Funcao CPF Doc. Identidade Nacionalidade
1 [ KAMILLA COSTA MECCHI Pesquisadora 025.240.451-37 001527200 SEJUSP-MS Brasileira

2 | GUILHERME DE MIRANDA MOURAO Pesquisador 488.045.506-78 418653 SSP-MS Brasileira

3 [ ANA MARIA JANSEN Pesquisadora 184.807.057-87 1917077 IFP-RJ Brasileira

4 | Filipe Martins Santos Pesquisador 032.292.371-96 001596796 SSP-MS Brasileira

5 | Heitor Miraglia Herrera Pesquisador 444.869.871-87 049724503 IFP-RJ Brasileira

Este documento (Autorizacdo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugdo Normativa n® 03/2014. Através do cédigo

de autenticagdo abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBIo na

Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).
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Locais onde as atividades de campo serdo executadas

# Municipio UF [ Descricao do local Tipo

1 | CORGUINHO MS Reserva Ecolégica Estancia Quinta do Sol Fora de UC Federal
2 | CORGUINHO MS Fazenda Colorado Fora de UC Federal
3 | CORGUINHO MS Reserva Ecolégica Vale do Bugiu Fora de UC Federal

Atividades X Taxons

# Atividade Taxons

1 | Captura de animais silvestres in situ Bothrops moojeni, Crotalus durissus

2 | Coleta/transporte de espécimes da fauna silvestre in situ Bothrops moojeni (*Qtde: 10), Crotalus durissus (*Qtde: 10)
3 | Marcagéo de animais silvestres in situ Crotalus durissus, Bothrops moojeni

* Quantidade de individuos por espécie, por localidade ou unidade de conservagao, a serem coletados durante um ano.

Material e métodos

Escama, Ectoparasita, Regurgitagdo/contetido estomacal, Sangue, Animal encontrado morto ou partes

1 [Amostras biolégicas (Répteis) (carcaca)lossolpele, Fezes

2 | Método de captura/coleta (Répteis) Armadilha de queda “pit fall“, Coleta manual, Outros métodos de captura/coleta(Abrigo artificial )

3 | Método de marcacgédo (Répteis) Microchip

Destino do material biolégico coletado

# Nome local destino Tipo Destino

1 | MISSAO SALESIANA DE MATO GROSSO criadouro cientifico

2 | Instituto Oswaldo Cruz

Este documento (Autorizacdo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugdo Normativa n® 03/2014. Através do cédigo
de autenticagdo abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBIo na

Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).
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Registro de coleta imprevista de material biol6gico

De acordo com a Instrucdo Normativa n°® 03/2014, a coleta imprevista de material biolégico ou de substrato ndo
contemplado na autorizacdo ou na licenga permanente deverd ser anotada na mesma, em campo especifico, por
ocasido da coleta, devendo esta coleta imprevista ser comunicada por meio do relatério de atividades. O transporte do
material biolégico ou do substrato deverd ser acompanhado da autorizagdo ou da licenga permanente com a devida
anotagdo. O material biolégico coletado de forma imprevista, devera ser destinado a instituicdo cientifica e, depositado,
preferencialmente, em colegéo bioldgica cientifica registrada no Cadastro Nacional de Cole¢6es Biolégicas (CCBIO).

Taxon* Qtde. Tipo de amostra Qtde. Data

* |dentificar o espécime no nivel taxonémico possivel.
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