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RESUMO

MATAYOSHI, P.M. Caracterizacdo ultrassonografica, morfofisiolégica do
sistema reprodutor de machos e fémeas de Crotalus durissus terrificus.
Botucatu, 2011, 93p. Dissertacdo de Mestrado — Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista
“Jalio de Mesquita Filho” — UNESP.

Objetivou-se caracterizar o ciclo reprodutivo sazonal de 28 cascavéis adultas
Crotalus durissus terrificus (14 machos e 14 fémeas), recém chegadas da
natureza, provenientes da regido de Botucatu - SP. Para tanto, foram
realizadas avaliagdes ultrassonogréficas do sistema reprodutor e dosagens
séricas de progesterona e testosterona. As coletas e os exames foram
realizados em diferentes meses do ano (abril, julho, outubro e janeiro),
representando as quatro estagcfes climaticas. As fémeas que apresentaram
crescimento folicular também foram avaliadas nos meses de setembro e
dezembro de 2010, e abril de 2011 para melhor acompanhamento da dindmica
folicular e evolugdo gestacional. Foi possivel identificar e caracterizar
ultrassonograficamente estruturas reprodutivas como testiculos, foliculos pré-
vitelogénicos e vitelogénicos, embrides e ovos atrésicos. Os testiculos
apresentaram maior comprimento em janeiro. Os maiores niveis séricos de
testosterona foram observados em janeiro e abril, pico da espermatogénese e
fase de coOpula, respectivamente. Os foliculos vitelogénicos em crescimento
foram visibilizados nas avaliacdes de abril e julho. As ovulacfes e as gestacdes
iniciaram em setembro e outubro, onde foi observado um aumento nos niveis
séricos de progesterona que se mantiveram altos durante toda a gestacéo,
decaindo ap6s o parto. As gestagdes duraram aproximadamente quatro meses
e 0S nascimentos ocorreram entre dezembro e janeiro. As fémeas em periodo
ndo reprodutivo apresentaram foliculos pré-vitelogéncios e niveis baixos de

progesterona em todas as avaliagdes.

Palavras-chave: Cascavel, Ciclo Reprodutivo, Progesterona, Testosterona,

Ultrassonografia.



ABSTRACT

MATAYOSHI, P.M. Ultrasonographic, morphophysiological characterization of
the reproductive system of male and female Crotalus durissus terrificus.
Botucatu, 2011, 93p. Dissertacdo de Mestrado — Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita
Filho” - UNESP.

This study aimed to characterize the seasonal reproductive cycle of 28 adult
Crotalus durissus terrificus rattlesnakes (14 males and 14 females) newly
arrived from the wild in the region of Botucatu, SP. For this purpose, we
performed sonographic evaluations of their reproductive system and
measurement of progesterone and testosterone from serum samples. Blood
collections and examinations were conducted in different months of the year
(April, July, October and January), which represented the four seasons.
Females that had follicular growth were also evaluated in September and
December of 2010 and April 2011 for better monitoring of the follicular dynamics
and pregnancy evolution. It was possible to identify and characterize by
ultrasound reproductive structures like testes, previtellogenic and vitellogenic
follicles, atretic eggs and embryos. The testes showed greater length in
January. The higher serum levels of testosterone were observed in January and
April, which represented the peak phase of spermatogenesis and mating,
respectively. Vitellogenic growing follicles were seen in evaluations in April and
July. Ovulations and pregnancies started in September and October, when
serum progesterone levels increased, and then remained high throughout
pregnancy, decreasing after birth. The pregnancies lasted about four months
and births occurred between December and January. Females in non-
reproductive period had previtellogenic follicles and low levels of progesterone

in all evaluations.

Keywords: Rattlesnake, Reproductive Cycle, Progesterone, Testosterone,

Ultrasound.



INTRODUCAO




1. INTRODUCAO

Os répteis estdo inclusos no Filo Chordata, Subfilo Vertebrada, Classe
Reptilia, que subdivide-se na Ordem Chelonia (tartarugas), Ordem Crocodylia
(crocodilos e jacarés) e Ordem Squamata (anfisbenas, lagartos e serpentes)
(POUGH et al., 1999). As serpentes pertencem a subordem Serpentes, a qual
€ atualmente composta por 3.315 espécies (UETZ, 2011), divididas em 465
géneros e 20 familias (FRANCO, 2003), que séo distribuidas por todo o globo
terrestre, exceto nas calotas polares e regibes de grande altitude (GREENE,
1997). O Brasil possui uma ofidiofauna rica, com 371 espécies divididas em 76
géneros e 10 familias (BERNILS, 2010). Apesar dos esforcos de tradicionais
instituicdes e especialistas no assunto, muitas espécies dessa fauna séo ainda
pouco estudadas (MELGAREJO, 2003).

As cascavéis pertencem a Subordem Serpentes, Familia Viperidae,
Subfamilia Crotalinae, Género Crotalus. Além desse género, com 30 espécies,
existem mais 15 géneros e 118 espécies, todas pegonhentas. Dentre as
espécies desse género, apenas a Crotalus durissus ocorre na maior parte da
América do Sul. Todas as demais espécies sdo encontradas no extremo norte
da América do Sul, América Central e Estados Unidos. No Brasil, h& cinco
espécies das quais trés sdo mais conhecidas: Crotalus durissus terrificus,
Crotalus durissus cascavella e Crotalus durissus collineatus. A Crotalus
durissus terrificus habita os campos, areas de Mata Atlantica, matas da regido
sul, sudeste e centro oeste (CAMPBELL; LAMAR, 2004).

A cascavel e as outras serpentes tém grande importancia nos campos
médico, farmacoldgico e toxicoldgico (ZACARIOTTI, 2004). Entre os paises sul-
americanos, o Brasil € o que apresenta maior nimero de acidentes ofidicos por
ano. Somente no ano de 2005 foram notificados pelo Sistema de Informacéo
de Agravos de Notificacdo (SINAN) 97.244 envenenamentos por animais
peconhentos, dentre 0os quais as serpentes contribuiram com 28.702 casos
(29,52%) (LEMOS et al., 2009).

Em 2008 no Brasil foram notificados 26.905 acidentes, sendo o grupo
Bothrops responsavel por 73,5% das notificac6es, seguido do género Crotalus
(7,5%), Lachesis (3%) e Micrurus (0,7%) (MINISTERIO DA SAUDE, 2008).



Com o crescimento desordenado das cidades e fragmentacao das areas
naturais, ocorre o0 aumento da densidade populacional desses animais em
areas urbanas, resultando no aumento de acidentes (ARAUJO et al., 2003;
BASTOS et al., 2005). Nesse sentido, a criacdo de serpentes peconhentas em
cativeiro com a finalidade de producdo de soro antiofidico é de grande
importancia para a saude publica (SILVA et al., 2010). As peconhas ofidicas
também tém sido utilizadas para a elucidacdo de processos biologicos
complexos, na elaboracdo de novas ferramentas de uso terapéutico, producdo
de novos farmacos e imunobioldgicos (JUAN et al., 1995; WEN, 2003).

Além disso, as serpentes desempenham um papel fundamental no
equilibrio e na manutencdo da biodiversidade. Estudos de aspectos
reprodutivos em serpentes sdo fundamentais, especialmente com o intuito de
otimizar a reproducéo destes animais em cativeiro, seja para sua conservacao
ou com o propdsito de pesquisas farmacolégicas a partir de seu veneno
(ZACARIOTTI, 2004). Freguentemente, as populacdes de espécies em
cativeiro ndo sdo auto-sustentaveis devido ao seu baixo indice de sucesso
reprodutivo (HILDEBRANDT et al, 2000). Diante disso, técnicas alternativas
como a ultrassonografia podem ser utilizadas como ferramenta no estudo das
condi¢cbes reprodutivas (HILDEBRANDT; GORITZ, 1998), determinando a
melhor época para a realizacao de reprodugao assistida.

A ultrassonografia na medicina veterinaria tem se mostrado um
excelente método diagndéstico ndo invasivo (AUGUSTO, 2001). Suas
aplicacdes incluem monitoramento da fungdo reprodutiva, diagnostico de
afeccdes por meio da andlise das alteracbes anatbmicas e topogréaficas dos
orgaos, e auxilio a outras técnicas diagndsticas, como a biépsia guiada por
ultrassom (SAINSBURY; GILLI ,1991).

Em animais silvestres essa técnica oferece novas oportunidades
relacionadas com o manejo dos animais em cativeiro (zoolégicos e criadouros),
principalmente na area reprodutiva, pois, em conjunto com outras técnicas de
diagnoéstico, pode promover um avanco nos programas de reproducdo de
espécies ameacadas. A avaliacdo ultrassonogréfica ginecoldgica, bem como
androlégica, ¢é essencial na medicina destes animais, visto que,
frequentemente apresentam irregularidade na atividade reprodutiva
(AUGUSTO, 2007).



O sucessoda aplicacdo do exame ultrassonografico depende da
habilidade e experiéncia do operador, incluindo o conhecimento da anatomia
normal das espécies examinadas (SCHUMACHER; TOAL, 2001). O
ultrassonografista deve estar familiarizado com a topografia e morfologia dos
6rgados em estudo para reconhecer e diferenciar variacdes fisiolégicas de
alteracBes causadas por doencas (AUGUSTO, 2007). Existem poucos estudos
sobre a aparéncia ultrassonografica dos diferentes 6rgdos de um grande
namero de espécies de animais silvestres, sendo raros aqueles realizados em
serpentes. Estes répteis possuem o corpo alongado e apresentam todos seus
orgdos internos delgados e também alongados, o que os difere dos outros
animais na sua forma e apresentacdo (BARRAVIERA; FERREIRA JUNIOR,
2007).

Isaza et al. (1993) avaliaram ultrassonograficamente as estruturas da
cavidade celomética de Boa constrictor, porém nao foram identificados os
intestinos, bacgo, adrenais e 6rgéos do sistema reprodutor.

Através do ultrassom, Chiaraviglio et al. (1998) avaliaram os foliculos
ovarianos, ovidutos, testiculos e ductos deferentes de Boa constrictor
occidentalis e compararam as medi¢cBes ultrassonograficas desses o6rgaos
apos a dissecacdo desses animais. A diferenca entre as medigdes foram
insignificantes, demonstrando que a ultrassonografia € uma técnica util na
estimativa do estado reprodutivo desses animais, com a vantagem de evitar o
sacrificio dos mesmos.

Descricbes sobre a aparéncia ultrassonografica do figado, aparelho
renal e reprodutivo de jibodias (Boa constrictor) foram feitas por Neto et al.
(2009). Estes concluiram que a ultrassonografia € uma técnica capaz de
identificar a morfologia e sintopia de figado e rins. No entanto, a influéncia da
maturidade sexual determinou uma pobre visibilizacdo das estruturas
reprodutivas nos machos, enquanto o acesso aos 6rgdos reprodutivos das
fémeas foi dependente do seu estado reprodutivo.

Betkowski (2006) estudou os niveis de progesterona e estradiol séricos e
avaliou ultrassonograficamente os ovérios e ovidutos de cascavéis (Crotalus
durissus terrificus), com o intuito de caracterizar as fases do ciclo ovariano.

De acordo com Hildebrandt e Geritz (1998), as alteracdes do trato genital

devido a influéncia dos hormonios liberados durante as diferentes fases do



ciclo reprodutivo podem ser avaliadas ultrassonograficamente, fornecendo
informacdes sobre os mecanismos fisiolégicos da reproducdo. Analises
enddcrinas podem fornecer dados complementares valiosos para os achados
ultrassonograficos e vice e versa.

Assim, este trabalho teve por objetivo estudar o ciclo reprodutivo de
machos e fémeas da espécie Crotalus durissus terrificus, correlacionando as
alteracdes séricas dos hormonios sexuais com a aparéncia ultrassonogréfica
das estruturas reprodutivas, fornecendo mais uma ferramenta no estudo da

biologia reprodutiva em serpentes.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. ANATOMIA DO APARELHO REPRODUTOR DE SERPENTES

Os 6rgaos reprodutivos em serpentes dispdem-se assimetricamente,
sendo os do lado direito mais craniais em relacdo aos do lado esquerdo
(FUNK, 2006). O aparelho reprodutor feminino apresenta dois ovarios e dois
ovidutos que se abrem na cloaca e se unem parcialmente nas adjacéncias da
vagina bilobada (ALMEIDA SANTOS; ORSI, 2002; ALMEIDA SANTOS, 2005).

Em fémeas maduras, os ovarios apresentam foliculos transparentes ou
esbranquicados, sem deposicao de vitelo (vitelogénese primaria) e/ou amarelos
com deposicao de vitelo (vitelogénese secundaria). Nas fémeas imaturas
apenas foliculos em vitelogénese primaria sdo encontrados. Os ovidutos
localizam-se paralelos aos ovéarios e sao divididos em infundibulo, utero
(anterior e posterior) e vagina (ALMEIDA SANTOS; SALOMAO, 1997, 2002).

O infundibulo, porcdo mais cranial do oviduto, € uma estrutura fina em
forma de funil com vérias dobras e recebe os foliculos durante a ovulacdo. O
Gtero anterior € responsavel pelo desenvolvimento embrionario e possui
diversas camaras onde permanece cada embrido. O Utero posterior € uma
regido longa e sem pregas, responsavel pela estocagem dos espermatozdides
apos a copula (ALMEIDA SANTOS, 2005).

Assim como nas fémeas, 0 posicionamento do aparelho reprodutor dos
machos é assimétrico, sendo o testiculo direito cranial em relacdo ao esquerdo
(ALMEIDA SANTOS, 2005). Em serpentes, os testiculos sao intra-abdominais,
situados entre a triade pancreatica (vesicula biliar, baco e pancreas) e os rins
(KOLESNIKOVAS; GREGO; ALBUQUERQUE, 2007) (Figura 1). Os machos de
Crotalus durissus apresentam dois testiculos alongados, que se comunicam
com a cloaca através dos ductos deferentes (ALMEIDA SANTOS, 2005). Estes
ductos podem ser enovelados em espécies sexualmente maduras ou lisos em
imaturas, e que terminam nas papilas genitais (VOLS@E, 1944) pr6ximo a base
do pénis, onde localiza-se um sulco espermatico (VASSE, 1994). Alguns

autores descreveram a presenca de epididimo em serpentes (LANGLADA,;
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SANTOS; FERREIRA, 1994; SAINT-GIRONS, 1994), porém, segundo
DeNardo (2006), esta estrutura nao foi observada.

A porcédo mais distal dos ductos deferentes € denominada ampola e tem
funcdo relacionada com o armazenamento de espermatozoide nos machos
(SEVER, 2004). Na cloaca, a papila genital é o fim de uma via comum aos
tratos genital (ductos deferentes) e urinario (rins) (OLIVEIRA et al., 2004 apud
ZACARIOTTI, 2008). Os o¢rgaos copulatérios nos machos (um par) séo
denominados de hemipénis e ficam localizados no interior da cauda quando o
macho nao estd em cépula (DENARDO, 2006).

Apesar da auséncia de 6rgdos sexuais acessorios, os machos das
serpentes apresentam uma regido dos rins chamada de segmento sexual, que
tem o papel de excretar substancias como glicogénio, mucopolissacarideos,
mucoproteinas, lipideos e fosfatase &cida, que s@o essenciais na ativacao e
sobrevivéncia dos espermatozdides durante a cépula (KUHNEL; KRISCH,
1974; SAINT-GIRONS, 1994).

FIGURA 1: Testiculos (setas vermelhas) localizados entre a vesicula biliar (seta
amarela) e rins (setas pretas) de cascavel (Crotalus durissus terrificus).
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2.2. BIOLOGIA REPRODUTIVA

2.2.1. Ciclo reprodutivo machos

Existe a hipétese de que os machos de cascavéis (C.d.t) tém a
capacidade de reproduzir continuamente por apresentarem espermatozoides
nos ductos deferentes o ano todo (SALOMAO et al., 1995; SALOMAO;
ALMEIDA SANTOS, 2002). Porém, de acordo com Zacariotti (2004), essa
informacao pode ser dubia, visto que apenas a presenca de espermatozéides
ndo demonstra totalmente a capacidade reprodutiva do animal. J4 as fémeas
podem apresentar ciclos bienais, trienais e até em menor frequéncia
(LANGLADA, 1972).

Os ciclos reprodutivos sazonais dos machos de serpentes podem ser
classificados como pré-nupcial (ou associado), em que a producdo de gametas
coincide ou precede a época de acasalamento, e pés-nupcial (ou dissociado),
em que a producdo de gametas é posterior a época de copula e os machos
tém, necessariamente, que estocar esperma nos ductos deferentes até a época
de copula (SAINT-GIRONS, 1982; SHUETT, 1992; ALMEIDA SANTQOS, 2005).

Os machos de cascavéis possuem um ciclo reprodutivo sazonal pos-
nupcial, com variagdo do tamanho testicular ao longo do ano. A estagéo
reprodutiva inicia com a espermatogénese e estocagem do esperma nos
ductos deferentes na primavera, periodo em que o comprimento testicular é
maior. O pico de espermiogénese ocorre no verao, onde € observado inicio da
diminuicdo do comprimento testicular, decaindo significantemente no inverno.
Os acasalamentos ocorrem no final do verdo e inicio do outono, quando o
tamanho testicular € menor, entretanto, os ductos deferentes apresentam
didmetros relativamente grandes nesse periodo (ALMEIDA SANTOS, 2005).

Portanto, o aumento das dimensdes e massa dos testiculos reflete a
espermatogénese (VOLS@E, 1944) e o aumento no diametro dos ductos
deferentes reflete a estocagem de esperma (ALMEIDA SANTOS, 2005).
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2.2.2. Ciclo reprodutivo fémeas

A cascavel (C.d.t.) tem um ciclo reprodutivo sazonal, apresentando uma
fase ativa de crescimento folicular, acasalamento e gestagdo em um ano e uma
fase de parturicdo seguida de quiescéncia folicular em outro ano,
caracterizando um ciclo bienal (ALMEIDA SANTOS; ORSI, 2002).

A transformagdo dos od6citos em foliculos recebe o nome de
vitelogénese, a qual pode ser classificada em primaria e secundaria. A
vitelogénese priméaria geralmente é muito lenta e produz os foliculos
quiescentes a partir dos oocitos (ALDRIDGE, 1979).

Durante a vitelogénese secundaria ha um rapido depdsito de vitelo sobre
os foliculos quiescentes, os quais sofrem grande aumento de seu volume. E
esse vitelo que ir4 garantir o desenvolvimento do embrido até a formacéo e o
nascimento do filhote (PIZZATO, ALMEIDA SANTOS, MARQUES, 2006).

A cOpula ocorre durante o outono, sendo que os espermatozoéides sdo
estocados durante todo o inverno até a primavera na por¢ao posterior do Utero,
por meio de contorcdo do mesmo. O desenvolvimento embrionario se da no
Utero em camaras separadas através de uma constricdo, a qual funciona como
uma implantagéo. A gestacao € em torno de 4 a 5 meses e os filhotes nascem
no verdo (ALMEIDA SANTOS; ORSI, 2002). O modo de reproducdo da
cascavel é conhecido como viviparo, ou seja, desenvolvimento fetal completo
no ambiente uterino, permitindo que apds o parto, 0 neonato seja capaz de
movimentar e alimentar de forma independente (SHINE, 1985 apud
ZACARIOTTI, 2008).

2.2.3. Hormoénios sexuais

A atividade reprodutiva em répteis é controlada pelo sistema
neuroenddcrino, assim como em outros vertebrados. O GnRH (horménio
liberador de gonadotrofina) é produzido pelo hipotdlamo em resposta aos
estimulos ambientais, tais como fotoperiodo e temperatura. Ele é responséavel
pela liberacdo das gonadotrofinas FSH (hormdnio foliculo estimulante) e LH

(horménio luteinizante), produzidos pela glandula pituitaria. Todos os répteis
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estudados parecem possuir estes dois hormdnios, com excecdo das serpentes
e dos lagartos que possuem uma Unica gonadotrofina, o “FSH-like”. As
gonadotrofinas pituitarias estimulam a espermatogénese e desenvolvimento do
odcito em varias espécies de répteis (ISHII, 1991).

As relacbes entre niveis de testosterona, espermatogénese e
comportamento reprodutivo ndo séo claras nas serpentes e foram pouco
estudadas em espécies brasileiras (PIZZATO, ALMEIDA SANTOS, MARQUES,
2006).

Na cascavel, basofilos precursores de gonadotrofina sdo encontrados na
hipdéfise anterior durante o ciclo espermatogénico, sugerindo que os niveis de
testosterona aumentem nessa época (SALOMAO; ALMEIDA SANTOS, 2002).

No estudo realizado por Zacariotti (2008), os maiores niveis de
testosterona foram observados no verdo e outono, pico de atividade de
espermatogénese e acasalamento, respectivamente. No inverno, fase de
inatividade e até regresséo testicular, foram verificados os menores niveis.

O ciclo reprodutivo das cascavéis fémeas estd sob influéncia dos
hormdnios estrégeno e progesterona. Nas serpentes em vitelogénese primaria,
0s niveis de estrégeno e progesterona apresentam-se baixos. Na vitelogénese
secundaria, os niveis de estrégeno sdo altos quando comparados a outros
estagios e o0s niveis de progesterona também aumentam em relacdo a fase
anterior (ALMEIDA SANTOS, 2005). De acordo com Bonnet et al. (1994, 2001),
o estradiol é secretado pelos ovarios durante a vitelogénese, € responsavel
pelo preparo do oviduto para a gestacao e tem sido descrito como um promotor
de mobilizacado de reservas maternas na vitelogénese.

Durante a ovulacdo, ha uma queda nos niveis de estrégeno e um
aumento de progesterona, a qual se mantém alta até o final da gestacao
(ALMEIDA SANTOS, 2005). O hormbénio progesterona € secretado
primariamente pelo corpo luteo, esta relacionada a manutencdo da gestacédo
(GIRLING, 2002) e tem sido descrito como antagonista do estradiol, inibindo a
vitelogénese via “feedback” negativo (BONNET et al., 2001).
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2.3. AVALIACAO ULTRASSONOGRAFICA DO SISTEMA REPRODUTOR DE
SERPENTES

A biologia reprodutiva das serpentes € o foco de inUmeros estudos que
visam otimizar a reproducdo em cativeiro, seja para conservagcao, pesquisas
farmacoldgicas ou producdo de soro antiofidico a partir do seu veneno. No
entanto, a eutanasia € um procedimento comum empregado na realizacao
desses estudos (ZACARIOTTI, 2008).

A ultrassonografia € um excelente método diagndéstico ndo invasivo
(AUGUSTO, 2001), que permite repetidas avaliacbes do mesmo individuo,
sendo uma ferramenta importante no estudo dos ciclos reprodutivos desses
animais, evitando a eutanasia (MARTI’NEZ-TORRES et al, 2006;
ZACARIOTTI, 2008).

Em geral, sé@o utilizados transdutores lineares e a frequéncia é escolhida
de acordo com o tamanho do paciente. As freqiiéncias mais usadas em répteis,
de acordo com Raiti (2004), séo de 5,0 e 7,5MHz, as quais penetram tecidos a
uma profundidade de 10 e 5 cm, respectivamente. Redrobe e Wilkinson (2002)
recomendam a utilizac&o de transdutores lineares de 7,5 a 10 MHz.

Freqlentemente, o exame em serpentes é realizado somente com
contencao fisica, sem necessidade de sedagéo, com excec¢do de animais muito
ativos ou agressivos (SILVERMAN, 2006). Alguns autores realizaram o exame
ultrassonografico em serpentes somente com a contenc¢ao fisica e obtiveram
resultados satisfatérios (CHIARAVIGLIO et al., 1998; BETKOWSKI, 2006;
GNUDI et al., 2009; ALMEIDA et al., 2010; MATAYOSHI et al., 2010a;
MATAYOSHI et al., 2010b.).

Os animais podem ser posicionados em decubito ventral ou esternal
(JACOBSON, 1993). A janela acustica pode ser obtida através da parede
lateral ou da superficie ventral da cavidade celomatica (RAITI, 2004). Isaza et
al. (1993) relataram que o acesso ultrassonografico através da parede lateral
da cavidade celoméatica resultou em uma pobre visibilizacdo das estruturas
internas devido aos artefatos de imagem causados pelas costelas.

O gel acustico pode ser aplicado 5 minutos antes do inicio do exame
(RAITI, 2004) ou até 30 minutos (STETTER, 2006) para penetrar entre as

escamas, diminuindo a interface de ar. A técnica de imersdo em agua também
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pode ser utilizada. O animal fica parcialmente submerso em agua morna com o
transdutor posicionado sob a 4gua a uma distancia apropriada para a obtencéo
das imagens (SCHUMACHER; TOAL, 2001; REDROBE; WILKINSON, 2002). A
vesicula biliar localizada em terco médio da cavidade celomatica pode ser
utilizada como ponto de referéncia anatbmica para identificacdo das estruturas
reprodutivas (ALMEIDA et al., 2010), as quais se localizam caudalmente a ela.

O exame ultrassonografico em serpentes machos é muito importante
para avaliar as condi¢gdes reprodutivas. Fornece informagdes sobre o tamanho
e desenvolvimento dos testiculos, sendo estes, dificimente observados ao
exame ultrassonogréafico quando inativos' Em atividade, o parénquima testicular
€ granular e de média ecogenicidade (AUGUSTO, 2007).

Os ovérios sao dificeis de serem visibilizados ultrassonograficamente em
fémeas fora do ciclo reprodutivo. No entanto, os ovarios podem ocupar uma
grande extensao da cavidade celomatica nas fémeas em fase reprodutiva. Os
foliculos aparecem como estruturas esféricas, sendo os pré vitelogénicos
hipoecobicos e os foliculos vitelogénicos hiperecéicos (REDROBE; WILKINSON,
2002).

A ultrassonografia ginecoldgica pode ser utilizada para a avaliacdo das
condi¢bes reprodutivas, acompanhamento da foliculogénese, diagnostico de
gestacao, previsdo da data de parturicdo, identificagcdo das condi¢cbes pré-
natais (JACOBSON, 1993; SCHUMACHER; TOAL, 2001), sexagem e
identificac@o da viabilidade fetal em serpentes viviparas (STETTER, 2006).



OBIETIVOS




17

3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

O presente estudo teve por objetivo monitorar o ciclo reprodutivo de
cascavéis (Crotalus durissus terrificus) machos e fémeas, por meio da
avaliacdo das alteragfes ultrassonograficas do sistema reprodutor e dosagem

hormonal, verificando as possiveis correlagdes entre as variaveis estudadas.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

4 Realizar a avaliagdo reprodutiva de cascavéis machos por meio do
exame ultrassonogréafico do sistema reprodutor e dosagem de testosterona
sérica.

v Realizar avaliagdo reprodutiva de cascavéis fémeas por meio do exame
ultrassonografico do sistema reprodutor e dosagem de progesterona sérica.

4 Definir um padrao anatomo-ultrassonografico dos 6rgdos que compdem
o sistema reprodutor desses animais nas diferentes fases do ciclo reprodutivo.
v Verificar a acuracia exame ultrassonografico na avaliagdo dos 6rgaos

reprodutores de cascavéis machos e fémeas.
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4. MATERIAL E METODOS

Esta pesquisa foi aprovada pela Comiss&o de Etica em Experimentacio
Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade Estadual
Paulista “Jalio de Mesquita filho”, Campus de Botucatu/SP, sob protocolo n°
51/2010-CEUA, estando, portanto, de acordo com os principios éticos adotados

pelo Colégio Brasileiro de Experimentagcdo Animal.

4.1. LOCAL

O experimento foi realizado no Centro de Estudos de Venenos e Animais
Peconhentos — CEVAP da UNESP, Campus Botucatu e no Laboratério de
Dosagem Hormonal do Departamento de Reproducdo Animal da Faculdade de

Medicina Veterinaria e Zootecnia - FMVZ da UNESP, Campus Botucatu.

4.2. ANIMAIS

Para o presente trabalho foram utilizadas 28 serpentes adultas Crotalus
durissus terrificus recém chegadas da natureza, sendo 14 machos e 14
fémeas. Todos os animais foram vermifugados com Ivomec® (lvermectina) na
dose de 2mg/kg por via subcutanea com reaplicacdo 14 dias ap6s a 12 dose.

Os animais foram mantidos no serpentério do Centro de Estudos de
Venenos e Animais Peconhentos — CEVAP da UNESP / Campus Botucatu,
registrado no IBAMA como Criadouro Cientifico da Fauna Silvestre -
1/35/92/0044-1, cujo numero do processo € 02001.005670/90-77. A escolha
desta espécie foi baseada no numero e regularidade do aporte de individuos ao

serpentario.
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4.3. PERIODOS DE AVALIACAO

A avaliagdo ultrassonografica e as coletas de sangue foram realizadas
em diferentes meses do ano, devido ao ciclo reprodutivo sazonal desses
animais. Os machos e as fémeas em quiescéncia folicular foram avaliados nos
meses de abiril, julho, outubro de 2010 e janeiro de 2011. As fémeas na fase
folicular ativa foram avaliadas nos meses de abril, julho, setembro, outubro,
dezembro de 2010 e em janeiro e abril de 2011 (Figura 2).

-
- Abril (outono)
- Julho (inverno)
Machos
- Outubro (primavera)
- Janeiro (ver&o)
N
(- Setembro e Outubro de 2010
(primavera)
~ Fase folicular ativa < - Dezembro de 2010 e Janeiro
de 2011 (verdo)
. - Abril (outono)
Fémeas _- Abril de 2011 (outono)

- Julho (inverno) <

- Outubro de 2010 (primavera)
\- Quiescéncia folicular
- Janeiro de 2011 (verédo)

FIGURA 2: Periodos de avaliacao ultrassonografica e coleta de sangue.

4.4, INSTALACOES

Os animais foram mantidos em ambiente interno, individualizados em

caixas de polipropileno guarnecidas com agua ad libitum (Figura 3 e 4). As
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salas onde foram mantidos os animais sdo climatizadas, com temperatura entre
25°C e 27°C, umidade relativa em torno de 60 a 80% e fotoperiodo controlado

em 09 horas de luz e 15 de escuridao.

FIGURA 3: Serpentes individualizadas em caixas plasticas
de polipropileno (Foto: Vivian Scalon — CEVAP, 2011).

FIGURA 4: Caixas de polipropileno guarnecidas com potes
plasticos de agua (Foto: Vivian Scalon — CEVAP, 2011).



22

4.5. ALIMENTACAO

A alimentacdo foi oferecida mensalmente e constituida de 1 a 2
exemplares de camundongo (Mus musculus), fornecidos vivos ou abatidos

previamente, de tamanho compativel com o porte da serpente.

4.6. CONTENCAO FiSICA, PESAGEM E MENSURACAO DO COMPRIMENTO
TOTAL DAS SERPENTES

Os animais foram contidos fisicamente com auxilio de gancho e
introduzidos em um tubo plastico para a realizacdo das coletas de sangue e do
exame ultrassonogréfico (Figura 5). Os tubos transparentes tinham diametro
compativel com a largura do corpo da serpente, impedindo que o animal
pudesse ferir-se ou ainda alcancar o operador. Foi realizada a pesagem e a
mensuracdo do comprimento total do corpo dos animais, sendo os dados

registrados em fichas.

FIGURA 5: Contencgéo fisica com tubo pléastico transparente.
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4.7. COLETA DE SANGUE E DOSAGEM HORMONAL

As coletas de sangue foram efetuadas através da pungcdo da veia
coccigeana (Figura 6), com agulhas 20 x 0,55 mm e seringas de 3 ml
descartaveis e estéreis, sem adicdo de anticoagulante. Foram coletados 2 ml
de sangue de cada animal, sempre no periodo da manha. As amostras
sanguineas foram centrifugadas para a obtencdo do soro, sendo este
armazenado em microtubos plasticos do tipo Ependorf® e mantidos em freezer
a -20° para posterior mensuracdo hormonal por meio da técnica de
Radioimunoensaio (RIE). Para a dosagem de progesterona sérica foi utilizado o
conjunto diagnéstico comercial de fase sélida SIEMENS® (COAT-A-COUNT,
Siemens Medical Solutions Diagnostics, Los Angeles, CA - EUA), validado por
Betkowski (2006). Para a dosagem de testosterona sérica foi utilizada a técnica
de Radioimunoensaio (RIE) em fase sélida por meio de conjunto diagndstico
comercial SIEMENS® (COAT-A-COUNT, Siemens Medical Solutions
Diagnostics, Los Angeles, CA - EUA); previamente validado para uso em

serpentes por Grego (2006).

FIGURA 6: Coleta de sangue através da pung¢do da veia coccigeana
(Foto: Vinicius Gasparotto — CEVAP, 2011).
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4.8. EXAME ULTRASSONOGRAFICO

As avaliagdes ultrassonogréaficas foram efetuadas em abril, julho e
outubro de 2010 e janeiro de 2011. Foram realizados exames adicionais nas
fémeas gestantes em setembro e dezembro de 2010 e abril de 2011. Cada
animal foi colocado em decubito dorsal apés a sua contencdo, para a
realizacao do exame ultrassonografico. Para executar o exame, foi utilizado um
equipamento modo-B  (Mindray® DP-3300Vet) com transdutor linear
multifrequencial de 6 a 10MHz. O transdutor com a freqtiéncia adequada foi
escolhido de acordo com o tamanho da serpente e acoplado a superficie
ventral do animal com o auxilio do gel acUstico. As imagens foram obtidas nos
planos longitudinais e transversais (Figura 7 e 8) para avaliagdo da localizacéo,
topografia, niumero, forma, contorno, tamanho, ecogenicidade e ecotextura dos
testiculos, foliculos e embrides em desenvolvimento. Para documenta¢cdo do
trabalho, as imagens foram gravadas no aparelho de ultrassom e

posteriormente armazenadas em disco compacto.

FIGURA 7: Cascavel (Crotalus durissus terrificus) em
decubito dorsal com transdutor acoplado a superficie ventral
em corte longitudinal.
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FIGURA 8: Cascavel (Crotalus durissus terrificus) em
decubito dorsal com transdutor acoplado a superficie ventral
em corte transversal.

4.8.1. Fémeas

A vesicula biliar encontra-se no terco caudal do corpo da serpente e foi
utilizada como referéncia para a identificacdo dos ovérios e foliculos, os quais
localizam-se imediatamente caudais, sendo o ovario esquerdo mais caudal em
relacdo ao direito (DENARDO, 2006). Foram registradas informacdes sobre a
aparéncia ultrassonografica e o didmetro do foliculo, sendo os menores que
1cm considerados pré-vitelogénicos (vitelogénese primaria) e os maiores que
lcm como vitelogénicos (vitelogénese secundaria), conforme o estudo de
Almeida Santos e Orsi (2002). Foi realizado o monitoramento gestacional das
fémeas prenhes até o momento do parto através das avaliacbes
ultrassonogréficas realizadas em setembro, outubro, dezembro e janeiro, como

descrito anteriormente.

4.8.2. Machos

Nos machos, foram registradas informacdes sobre o comprimento e

aparéncia ultrassonografica dos testiculos durante as fases reprodutivas.
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4.9. ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados através do programa Sigma Stat® versdo
3.5. para Windows. Para os machos, foi realizada analise de variancia para
medidas repetidas (One Way Repeated Measures ANOVA) e para comparacao
das médias foi realizado o Teste de Tukey (P<0,05). Foram realizadas também
analises de Correlagbes de Pearson entre comprimento do animal e
testosterona, comprimento do animal e comprimento dos testiculos esquerdo e
direito.

Para as fémeas, foram efetuadas analises de Correlacbes de Pearson
entre comprimento do animal e numero de filhotes nascidos e analises
estatisticas descritivas do nivel de progesterona e os meses de avaliagéo.

Foi realizado também o Teste de Kruskal-Wallis para verificar a
diferenca dos niveis de progesterona durante o ciclo reprodutivo e,
posteriormente, o teste de Dunn’s para comparacao das medianas.

Para avaliar a associacdo entre a contagem dos fetos através do
ultrassom e o numero de filhotes nascidos foi utilizada a analise da correlagao

linear simples.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. MACHOS

5.1.1. Resultados Gerais

Na tabela abaixo estdo descritos o0s resultados referentes aos

parametros avaliados nos machos deste experimento.

TABELA 1: Medianas, erros-padrdo e valores minimos e maximos dos
parametros avaliados nas cascavéis (Crotalus durissus terrificus) do

experimento:

MEDIANA + EP MINIMO-MAXIMO

Testosterona Sérica (ng/dL) 35,15+5,14 2,94 — 151,56
Comprimento testiculo esquerdo (cm) 2,23+0,429 1,52 -3,54
Comprimento testiculo direito (cm) 2,32+0,428 1,40-3,44
Comprimento do animal (cm) 105 + 3,69 89 -131

5.1.2. Avaliagao Ultrassonogréfica

Ultrassonograficamente, foram visibilizados dois testiculos posicionados
em regido ventrolateral aos grandes vasos, identificados no exame
bidimensional e no Doppler colorido (Figura 9). Os testiculos estdo dispostos
assimetricamente, sendo o direito mais cranial em relacdo ao esquerdo e
localizados em terco médio a final da cavidade celomatica, em regido cranial
aos rins, conforme observado por Chiaraviglio et al. (1998), Redrobe e
Wilkinson (2002), Neto et al. (2009) e confirmado em nosso estudo. N&o foi
possivel visibilizar os ductos deferentes nos animais avaliados. De acordo com
Redrobe e Wilkinson (2002), os ductos deferentes sdo caracterizados como
linhas paralelas hiperecoicas que se originam dos testiculos e sdo observados

em serpentes de tamanho maior.
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A B

FIGURA 9: (A) Testiculo de cascavel (Crotalus durissus terrificus) identificado entre os calipers
no modo-B e grandes vasos visibilizados como estrutura tubular com contetdo anecéico (seta).
(B) Grandes vasos de cascavel identificados com o Doppler colorido.

No presente trabalho, foi possivel visibilizar ambos os testiculos em 43
dos 56 exames ultrassonograficos realizados nos machos de cascavéis. O
testiculo direito ndo foi visibilizado em 10 exames (18%) e o esquerdo em trés
(5%). A ultrassonografia foi eficaz na identificacdo dos testiculos de cascavéis
em aproximadamente 77% dos exames realizados.

Alguns fatores podem ter prejudicado a visibilizagdo dos testiculos, tais
como: acumulo de ar entre as escamas durante a ecdise e presenca de
conteudo gasoso e fecal em alcas intestinais, produzindo artefatos de
reverberagdo (Figura 10). As serpentes avaliadas em até duas semanas apos a
alimentacdo apresentaram menor quantidade de conteido em alcas intestinais
e consequentemente, permitiram melhor visibilizacao dos testiculos em relacéo
as serpentes avaliadas um més apés a alimentacdo. No estudo realizado por
Betkowski (2006) com ultrassonografia em cascavéis, a contengdo fisica foi
feita, pelo menos, trés semanas apés a alimentacdo para evitar regurgitacées
decorrentes do estresse da captura.

Em alguns animais, o tecido gorduroso presente na cavidade celomatica
também dificultou a localizacdo dos testiculos devido a semelhanca de
ecogenicidade. Corroborando com este achado, Neto et al. (2009) relataram a
dificuldade na identificacdo ultrassonografica de estruturas da cavidade
celomética de jibdias adjacentes a esse tecido gorduroso, cujo tamanho era
dependente do estado reprodutivo ou nutricional do animal. Isaza et al (1993) e

Raiti (2000) também relataram que a gordura em cavidade celomatica e o
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conteddo gasoso das alcas intestinais resultaram em imagens

ultrassonograficas testiculares de baixa qualidade.

FIGURA 10: Visibilizagdo parcial do testiculo (seta) de
cascavel (Crotalus durissus terrificus) devido a presenca
de conteldo gasoso em alca intestinal produzindo o
artefato de reverberacao.

Os testiculos foram caracterizados ultrassonograficamente como
estrutura de formato alongado ou fusiforme, de contornos regulares e definidos,
ecotextura homogénea, hipoecéicos em relacdo as estruturas adjacentes,
envolvidos por uma cépsula hiperecéica (Figura 11). Os achados sao
semelhantes aos descritos por Chiaraviglio et al. (1998), Redrobe e Wilkinson
(2002), Raiti (2004), Stahl (2007) e Neto et al. (2009). Essas caracteristicas
ultrassonograficas se mantiveram semelhantes durante os diferentes meses de
avaliacdo. Segundo Augusto (2007), os testiculos de répteis sdo dificilmente
observados, mas quando em atividade, apresentam parénquima de média

ecogenicidade.



31

FIGURA 11: Testiculo esquerdo (TE) de cascavel (Crotalus
durissus terrificus).

Os machos de cascavéis apresentam ciclo reprodutivo anual. A estacao
reprodutiva comeca com o0 inicio da espermatogénese na primavera e a
espermiogénese apresenta um pico no verao. A atividade testicular € detectada
pela alteragcdo no comprimento do testiculo durante as estagBes do ano
(ALMEIDA SANTOS, 2005).

Saloméo e Almeida Santos (2002) acompanharam a espermatogénese
em cascavéis através da histologia testicular e observaram atividade
espermatogénica entre setembro a margo, com maior atividade em janeiro e
regressao testicular no inverno.

Mello e Belluomini (1965) realizaram acompanhamento da atividade
testicular de cascavéis adultas através do peso mensal médio dos testiculos.
Nos meses de maio a setembro (outono e inverno, respectivamente) foram
observados 0s menores pesos, sendo que 0 aumento iniciou-se em outubro
(primavera), atingindo o maximo em janeiro (verao).

Em nosso estudo, o comprimento testicular foi mensurado através do
exame ultrassonogréfico durante os meses correspondentes as estacdes
climaticas: abril (outono), julho (inverno), outubro (primavera) e janeiro (verao).

Os valores obtidos durante os diferentes meses de avaliacdo variaram
entre 1,40 a 3,54 cm. Foi realizada a comparacdo entre o comprimento dos

testiculos esquerdo e direito, porém nado foi encontrada diferencga significativa
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(Tabela 2). Para comprimento do testiculo esquerdo, bem como no
comprimento do testiculo direito, observou-se diferenca estatistica significativa
(P<0,05) na avaliacdo feita em janeiro em relagdo aos outros meses de
avaliacao, provavelmente devido a maior atividade espermatogénica nesse
periodo, corroborando com os autores acima citados. No entanto, as medidas
realizadas nos demais meses de avaliacdo nao diferiram entre si (Tabela 3). O
ultrassom pode ndo ter sido sensivel o suficiente para detectar discretas

alteragcGes de tamanho nas avaliagbes de abril, julho e outubro.

TABELA 2: Comparacdo entre a média do comprimento (cm) do testiculo
esquerdo e direito de cascavéis (Crotalus durissus terrificus) com seus

respectivos desvios padrao:

T a2

A TS
Comprimento Testiculo Esquerdo 2,287+0,429
Comprimento Testiculo Direito 2,329+0,428

P =0,602

TABELA 3: Médias do comprimento (cm) do testiculo esquerdo (CTE) e do
testiculo direito (CTD) de cascavel (Crotalus durissus terrificus) nos diferentes

meses de avaliacdo com seus respectivos desvios padrao:

MES CTE CTD
ABRIL 2,14+0,26b 2,25+0,32b
JULHO 2,19+0,31b 2,09+0,30b

OUTUBRO 2,06+0,35b 2,15+0,36b
JANEIRO 2,75+0,42a 2,82+0,30a

Médias seguidas pela mesma letra minGscula na coluna néo diferiram
estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey (P>0,05).

5.1.3. Dosagem Sérica de Testosterona

As descricbes de Saloméo e Almeida Santos (2002) e Zacariotti (2004)
para os niveis séricos de testosterona de cascavéis machos estdo de acordo
com os resultados encontrados no nosso trabalho. Os maiores niveis séricos

de testosterona observados foram em janeiro (verdo) e abril (outono), pico da
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espermatogénese e fase de coépula, respectivamente. No inverno, fase de
inatividade e até regresséo testicular, foram verificados os menores niveis
(Tabela 4 e Figura 12).

TABELA 4: Valores médios da testosterona sérica (ng/dL) de cascavel
(Crotalus durissus terrificus) com seus respectivos erros-padrdo dos valores

meédios referentes aos meses de avaliagao:

MES TESTOSTERONA
ABRIL 67,26x11,76a
JULHO 25,86+3,90b

OUTUBRO 39,62+7,93ab
JANEIRO 54,22+12,46ab

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna nao
diferiram estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey (P>0,05)

FIGURA 12: Perfil da concentracdo média de testosterona sérica de 14
machos de cascavéis (Crotalus durissus terrificus) durante os
diferentes meses de avaliacao.

Zacariotti (2004) utilizou soro sanguineo para dosagem hormonal de
testosterona em Crotalus durissus terrificus recém-chegados da natureza e os
valores obtidos foram mais baixos do que os nossos, que variaram de 52,60

ng/ml no veréo a 8,89 ng/ml no inverno.



34

Mesmo entre os animais da mesma espécie encontramos relatos
cientificos com diferentes médias de concentracbes de testosterona. Isto pode
ocorrer devido as diferentes condicdes em que as amostras de sangue foram
colhidas nos estudos, como a estagcdo do ano, localizagdo geografica e o
tempo decorrido da captura do animal até a colheita da amostra sanguinea,

assim como quanto aos métodos de analises (GREGO, 2006).

5.1.4. Comprimento Total das Serpentes

Nao foram encontradas correlacdes significantes ente os niveis séricos
de testosterona e o comprimento total das serpentes (r = -0,0007 e P = 0,996)
para todos meses de avaliacao (P>0,05).

N&o houve correlagcdo entre o comprimento total das serpentes e
comprimento dos testiculos, tanto esquerdo (r = 0,218 e P = 0,107) como
direito (r = 0,169 e P = 0,213) (P>0,05).

5.2. FEMEAS

5.2.1. Resultados Gerais

Na tabela 5 estdo descritos os resultados referentes aos parametros
avaliados nas fémeas de cascavéis (Crotalus durissus terrificus) deste

experimento.

TABELA 5: Medianas, erros-padrdo e valores minimos e maximos dos
parametros avaliados no experimento:
MEDIANA + EP MINIMO-MAXIMO

Duracéo da gestacéo (dias) 123 +4,11 96 - 137
N° de filhotes nascidos 5,5+1,49 1-14
Progesterona sérica (ng/ml) 3,5+1,19 0,28 - 59,11

Comprimento do animal (cm) 89,5+ 3,32 61 - 99
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5.2.2. Gestantes

Em nosso experimento, foi possivel realizar o acompanhamento
ultrassonografico gestacional de 10 cascavéis até a parturicdo. Foi realizada a
dosagem da progesterona sérica a cada avaliacdo ultrassonografica (Anexo 1).

Na avaliacdo do més de abril de 2010, periodo correspondente ao
outono, foram observados foliculos a partir de 10 mm de didmetro, sendo estes
considerados vitelogénicos ou em fase de vitelogénese secundaria, segundo
Bertona e Chiaraviglio (2003), Almeida Santos (2005), Betkowski (2006).

Ultrassonograficamente, estes apresentaram formato circular ou oval,
com margens hiperecoicas e centro hipoecoico, ecotextura homogénea ou
discretamente heterogénea, dispostos em cadeia, localizados em regido média
da cavidade celomatica, caudais a vesicula biliar e entremeados ao tecido
gorduroso (Figura 13). As fémeas de 1 a 10 (gestantes) apresentaram imagens

ultrassonogréaficas semelhantes neste més de avaliagéo.

FIGURA 13: Sonograma com foliculos vitelogénicos de cascavel (Crotalus durissus terrificus)
visibilizados no més de abril de 2010.

A mediana dos valores da progesterona sérica das fémeas gestantes
obtida no més de abril foi 1,705 ng/ml, valor semelhante ao que foi obtido no
estudo realizado por Almeida Santos (2005), onde a mediana 1,7 ng/ml
caracterizou a fase de vitelogénese secundaria do ciclo reprodutivo de
cascavéis. Neste mesmo trabalho, foi observado um aumento da progesterona

em relagdo a fase de vitelogénese primaria, que poderia estar relacionado ao
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crescimento do epitélio ovidutal (GIRLING, 2002 apud ALMEIDA SANTOS,
2005).

Na avaliacdo do més de julho, periodo correspondente ao inverno, foi
observado aumento do diametro dos foliculos vitelogénicos (Figura 12) em
relacdo ao exame anterior. Estes apresentaram formato circular a oval,
medindo 18 a 26 mm de diametro, dispostos em cadeia ou agrupados em
“cachos”, ecotextura homogénea com presenca de area hipoecodica em seu
centro. Foi visibilizada discreta quantidade de conteudo liquido em redor dos
foliculos (Figuras 14 a 17). Bertona e Chiaraviglio (2003) descrevem o0s
foliculos vitelogénicos como massas hiperecdicas com duas zonas exteriores

(isoecdica e hipoecdica), que medem entre 10 a 28 mm de didmetro.

FIGURA 14: Foliculos vitelogénicos de FIGURA 15: Sonograma com foliculos

cascavel (Crotalus durissus terrificus) (Foto: Vitelogénicos de cascavel (Crotalus

Vinicius Gasparotto — CEVAP, 2011). durissus  terrificus)  agrupados em
“cachos”.

FIGURA 16: Presenca de discreta quantidade FIGURA 17: Foliculos vitelogénicos de
de liquido ao redor dos foliculos vitelogénicos de cascavel (Crotalus durissus terrificus)
cascavel (Crotalus durissus terrificus). dispostos em cadeia.
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Todas as fémeas encontravam-se em fase de vitelogénese secundaria
no més de julho. A mediana dos valores da progesterona sérica obtida foi de
1,884 ng/ml, semelhante ao que foi observado no més de abril.

Foram realizadas duas a trés avaliagBes ultrassonograficas em cada
animal no més de setembro (primavera), dependendo da data em que foi
oferecida a alimentacdo. Foi observado acentuado aumento no didametro dos
foliculos em relacdo ao exame anterior. Em alguns animais, estes se
apresentaram hipoecdicos com ecotextura homogénea, caracteristicas
sugestivas de foliculos vitelogénicos pré-ovulatérios (STAHL, 2007) os quais
chegam a 30 mm durante a ovulacdo (YAMANOUYE et al., 2004). Nesta fase,
a contagem dos foliculos para determinar o tamanho da ninhada pode levar a
um valor errdbneo e superestimado, visto que os foliculos podem ser
reabsorvidos e ndo ocorrer a ovulacdo (TAYLOR; DENARDO, 2005).

Segundo Denardo e Autumn (2001), apés a ovulacdo € possivel
observar massas circulares ou oblongas alinhadas, maiores que 30 mm,
ocupando a maior parte distal da cavidade celomatica. Em nosso experimento,
foram visibilizadas estruturas oblongas, achatadas, hipoecodicas, com
ecotextura homogénea e de grandes dimensdes, sendo que 0 maior diametro
registrado foi de 44 mm (Figura 18 A). Foi observado também, um aumento na
guantidade de conteudo liquido adjacente (Figura 18 B). Provavelmente, essas
caracteristicas ultrassonograficas correspondem ao ovdcito ou ovo (zigoto) em
oviduto, assim como descrito por Betkowski (2006).

Em nosso experimento, as fémeas foram consideradas gestantes a partir
do momento em que as caracteristicas ultrassonogréaficas acima descritas
foram visibilizadas junto a um aumento na dosagem da progesterona sérica. A
mediana obtida na fase ovulatoria e de provavel fertilizagdo foi de 15,2 ng/ml.

No estudo realizado por Almeida Santos (2005) com cascavéis, essa
elevacdo significativa nos niveis séricos de progesterona apés a fase de
vitelogénese secundaria também foi observada, apresentando um valor
mediano de 19,2 ng/ml durante a fase ovulatoria.

Nos exames seguintes, foi observado contetdo liquido no interior destas
estruturas (Figura 18 C) e apdés uma a duas semanas, o embrido foi identificado
na periferia com batimentos cardiacos evidentes (Figura 18 D). Em algumas

fémeas, notou-se o aparecimento de massas hipoecéicas, com superficie
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irregular e margens hiperecdicas, caracteristicas ultrassonograficas sugestivas
de foliculos em regresséo (atrésicos), segundo Stahl (2007) (Figura 19).

Pizzatto (2006) definiu o desenvolvimento embriondrio de serpentes da
familia Boidae em trés estagios: 1 — logo apds a ovulacdo (e provavelmente
fecundacédo) quando somente o vitelo é visivel; 2 — o vitelo ainda é abundante,
mas um pequeno embrido ja é visivel e 3 — 0 embrido ja esta totalmente
formado e ndo ha mais vitelo.

De acordo com esta classificacdo, no més de setembro (primavera), foi

possivel observar os estagios 1 e 2 do desenvolvimento embrionario.

C D

FIGURA 18: (A) Ovécito ou ovo em ovidutos de cascavel (Crotalus durissus terrificus). (B)
Presenca de liquido em oviduto de cascave (Crotalus durissus terrificus). (C) Contetdo liquido
entremeado ao vitelo. (D) Embrido de cascavel (Crotalus durissus terrificus) localizado em
periferia (seta).
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FIGURA 19: Imagens sugestivas de foliculos de cascavel (Crotalus durissus terrificus) em
regressao (atrésicos).

Foram realizadas duas avaliacGes ultrassonograficas em cada animal no
més de outubro, periodo correspondente a primavera. Neste periodo foi
possivel observar a progressao do desenvolvimento embrionario em relacéo a
avaliacao anterior, com inicio de calcificacao e batimentos cardiacos presentes.

Foi visibilizada também a diminuicdo da quantidade de vitelo em relacdo

ao exame anterior (Figura 20).

FIGURA 20: Embrido de cascavel (Crotalus durissus
terrificus) em inicio de calcificacdo, com diminuicdo da
guantidade de vitelo.
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Algumas fémeas apresentaram ovos atrésicos (Figura 21).
Ultrassonograficamente, sao descritos como estruturas ovais, achatadas,

formadoras de sombra acustica posterior (Figura 22).

FIGURA 21: Ovo atrésico de cascavel (Crotalus FIGURA 22: Sonograma de ovo atrésico de
durissus terrificus). cascavel (Crotalus durissus terrificus).

Na avaliagdo realizada em dezembro, periodo correspondente ao verao,
as fémeas encontravam-se em diferentes estagios do desenvolvimento
embrionario. Foi possivel observar calcificacdo da coluna vertebral dos fetos,
com formacdo de sombra acustica posterior. Notou-se discretos movimentos
fetais e auséncia do vitelo (Figura 23). De acordo com Taylor e Denardo
(2005), a auséncia de vitelo indica o periodo periparto.

Nesta fase, a contagem do numero de filhotes é dificultada devido ao
desenvolvimento fetal acentuado. Estas caracteristicas correspondem ao
estagio 3, segundo a classificacao de Pizzatto (2006). As fémeas 2 e 5 pariram
neste més de avaliagdo e apresentaram foliculos pequenos, circulares,
anecoicos, em pequena quantidade.  De acordo com Almeida Santos (2005),
os foliculos do periodo poés-parto assemelham-se aos observados na

vitelogénese primaria (Figura 24).
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FIGURA 23: Sonograma demonstrando desenvolvimento acentuado e feto de cascavel
(Crotalus durissus terrificus) com calcificac@o da coluna vertebral e auséncia de vitelo.

FIGURA 24: Foliculo circular e anecéico de
cascavel (Crotalus durissus terrificus) em
periodo pos-parto (seta).
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No més de janeiro, periodo correspondente ao verdo foram observadas
gestacdes em fase final e foliculos menores que 10 mm, sendo entéo,
considerados pré-vitelogénicos (Figura 25), segundo Almeida Santos e Orsi
(2002) e Almeida Santos (2005). Ultrassonograficamente, os foliculos

apresentaram-se circulares e anecoicos, dispostos em cadeia, semelhante a

um “colar de pérolas” (Figura 26).

FIGURA 25: Foliculos pré-vitelogénicos (seta) FIGURA 26: Foliculos pré-vitelogénicos de
em ovario de cascavel (Crotalus durissus cascavel (Crotalus durissus terrificus).
terrificus).

Todas as fémeas gestantes (com excecéo das fémeas 2 e 5) pariram no
més de janeiro. No total, foi registrado o nascimento de 69 filhotes durante o
experimento, com média de aproximada de 7 filhotes/fémea. Este valor se
aproxima da média conhecida para viperideos (2 a 16 filhotes por fémea)
(SEIGEL; FORD, 1987).

A relacdo entre o tamanho da ninhada e o tamanho do corpo da fémea
tem sido documentada em uma ampla variedade de répteis, mostrando uma
correlacdo significativa entre elas na maioria das espécies (FITCH, 19683;
BAUMAN; METTER, 1977; KING, 2000; JANEIRO-CINQUINI, 2004; ALMEIDA
SANTOS 2005), porém, em nosso experimento essa correlagdo ndo foi
observada (r = 0,511 e P = 0,131), assim como no estudo realizado por
Pizzatto (2006) no qual o nimero de foliculos vitelogénicos ou embribes nao
estava relacionado ao tamanho da fémea nas espécies Epicrates cenchria
assisi, Epicrates c. cenchria e Epicrates c. crassus.

Observacbes sobre o tamanho da ninhada sdo as mais abundantes

fontes de informacé&o a respeito da reproducdo em serpentes (TURNER, 1977).
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Farr e Gregory (1991) demonstraram que algumas estimativas do
tamanho da prole podem ser afetadas em varios graus pela inclusdo ou
excluséo de filhotes mortos ou ovos ndo desenvolvidos.

No estudo realizado por Janeiro-Cinquini (2004) com B. jararaca, foi
observada uma correlac&o positiva significativa entre o comprimento da méae e
o tamanho da ninhada. A intensidade dessa correlacdo foi afetada pela
inclusdo ou ndo de ovos atrésicos. Rosen e Goldberg (2002) demonstraram em
seu trabalho correlagdo positiva entre o tamanho das fémeas de Crotalus atrox
guando a amostra foi baseada na contagem de foliculos vitelogénicos, porém
guando a contagem de embribes e fetos nascidos foi considerada, essa
correlagdo ndo foi observada. Segundo Farr e Gregory (1991) alguns dados
para determinacao da ninhada sédo baseados na contagem através da palpacao
de fémeas gravidas ou da dissecacao de serpentes no inicio da gestacao.

Embora a ultrassonografia ndo seja considerada uma técnica totalmente
segura para quantificar o namero de fetos, como descrito em pequenos animais
(ROOT; SPAULDING, 1994), em nosso experimento foi verificada correlacdo
linear (n = 10, r2= 0,969, P<0,0001) entre a contagem de fetos através do

exame ultrassonografico e o namero de filhotes nascidos (Figura 27).
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FIGURA 27: Correlagédo linear simples do numero de filhotes de
cascavel (Crotalus durissus terrificus) nascidos e o namero de filhotes
estimado através do ultrassom.
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Na avaliacdo do més de abril de 2011, todas as fémeas apresentaram
foliculos pré-vitelogénicos pequenos e anecoéicos. A mediana dos valores da
progesterona sérica das fémeas obtida neste més foi 1,2 ng/ml, valor um pouco
mais elevado do que o encontrado por Almeida Santos (2005), onde a mediana
0,8 ng/ml caracterizou a fase de vitelogénese primaria do ciclo reprodutivo de
cascaveis.

No presente trabalho, foi observado um discreto aumento de
progesterona secretada na fase de vitelogénese secundaria (abril e julho) em
relacédo a fase anterior (V1). Segundo Girling (2002), este aumento pode estar
relacionado ao crescimento do epitélio ovidutal.

Na fase ovulatéria, foi observado um aumento significativo de
progesterona, que se manteve alta durante todas as fases da gestacéo.

As fémeas prenhes apresentaram 0s maiores niveis de progesterona
guando comparados as fémeas em vitelogénese primaria, secundaria ou no
periodo pés-parto, fato também observado por Almeida Santos et al. (2004) e
Almeida Santos (2005). Assim como em mamiferos, este hormbnio em répteis
se mantém alto durante todas as fases da gestacédo, desempenhando um papel
importante na manutencao da mesma (ALMEIDA SANTOS et al., 2004; LIND,
2009). Callard e Hirsch (1976) relataram que a progesterona foi responséavel
pela diminuicdo da atividade miometrial em tartarugas-pintadas (Chrysemys
picta), resultando na retencdo de seus ovos. No entanto, estudos realizados
com serpentes viviparas revelaram que a administragdo exdgena deste
hormdnio néo influenciou na duragdo das gestagfes, sugerindo que o feto seja
responsavel pelo estimulo inicial da parturicdo (Bonnet et al., 2001).

Os niveis de progesterona decaem drasticamente em serpentes pés-
parto (ALMEIDA SANTQOS, 2005), fato também observado em nosso estudo.

Foram observadas diferencas significativas nos niveis de progesterona
nos diferentes estagios do ciclo reprodutivo de cascavéis fémeas. Os

resultados estao representados a seguir (Figura 28 e Tabela 6).
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FIGURA 28: Niveis de progesterona sérica (ng/ml) durante a vitelogénese primaria
(V1), vitelogénese secundaria (V2), ovulacdo (OV), gestacdo estagio 1 (Gl),
gestacdo estagio 2 (G2) e pos parto (PP) em cascavéis (Crotalus durissus
terrificus).

TABELA 6: Mediana dos valores de progesterona sérica (ng/ml) durante a
vitelogénese priméaria (V1), vitelogénese secundaria (V2), ovulagdo (OV),
gestacdo estagio 1 (G1), gestacdo estagio 2 (G2) e p6s parto (PP) em
cascaveéis (Crotalus durissus terrificus).

Mediana 25% 75%
V1 1,27 ¢ 0,92 2,01
V2 1,70 c 1,14 2,28
ov 15,24 ab 13,18 19,35
Gl 32,8la 28,16 36,61
G2 17,07 ab 15,39 24,03
PP 2,24 bc 1,61 2,91

*Medianas seguidas pela mesma letra mindscula na coluna ndo diferem estatisticamente entre
si pelo Teste de Dunn’s (P>0,005).
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De acordo com Almeida Santos e Orsi (2002), fémeas ap6s o parto
entrardo em fase quiescente (vitelogénese primaria) e estardo em fase ativa
(vitelogénese secundaria) somente na estacdo seguinte caracterizando a
bienalidade do ciclo.

Este lapso de tempo observado durante o ciclo esta relacionado,
aparentemente, a capacidade de armazenar gordura na cavidade celomatica,
visando a reproducédo (BLEM, 1982).

Segundo Kuchling (1989), o exame ultrassonografico é a alternativa
mais vantajosa no estudo da atividade ovariana e padr@es reprodutivos quando
se quer evitar a eutanasia.

Neste estudo, o ultrassom se mostrou eficiente na identificagcdo de
foliculos vitelogénicos e ovos atrésicos, bem como no acompanhamento do
desenvolvimento embrionario e viabilidade fetal, podendo assim, fornecer
informacdes sobre o tamanho da ninhada através das diferentes estruturas

reprodutivas.

5.2.3. Nao Gestantes

As fémeas 11 e 12 apresentaram foliculos pequenos, em pouca
guantidade, circulares e anecdicos durante todos os meses de avaliacao (abril,
julho, outubro de 2010 e janeiro de 2011) (Figura 29). A mediana dos valores
de progesterona sérica de ambas as fémeas foram 0,7ng/ml (fémea 11) e 1,14
ng/ml (fémea 12) (Anexo 2). NOs sugerimos algumas explicagbes provaveis
para o comportamento dos foliculos e da progesterona sérica nestes animais.

As fémeas poderiam estar no ano ndo reprodutivo, em fase de
quiescéncia folicular (vitelogénese primaria), j& que os resultados obtidos se
assemelharam aos encontrados no més de abril de 2011 nas fémeas recém
paridas. Como os animais sdo de vida livre, ndo é possivel saber se houve
copula ou gestacBes antes da chegada ao cativeiro. No estudo realizado por
Almeida Santos et al. (2004) as cascavéis em periodo ndo reprodutivo
apresentaram niveis baixos de progesterona em todas as esta¢des climaticas,

resultado semelhante ao obtido em nosso experimento.
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Outra explicacdo é que as fémeas poderiam ndo estar sexualmente
maduras e a vitelogénese ndo foi iniciada. Denardo e Autumn (2001)
observaram que a presenca do macho desempenha um papel importante na
progressao do ciclo reprodutivo das fémeas de Python curtus. Nesse estudo,
foi realizado um acompanhamento do crescimento folicular de fémeas
nuliparas nascidas em cativeiro através do exame ultrassonografico. Somente
as fémeas alojadas com machos durante o periodo de coOpula iniciaram a
vitelogénese secundéaria, diferentemente das fémeas isoladas, que
apresentaram foliculos em vitelogénese primaria os quais sofreram regressao
trés meses depois.

Segundo Greene (1997), as fémeas investem uma energia substancial
durante o ciclo reprodutivo, atribuindo cerca de 30% ou mais de sua massa
corplrea na ninhada. A exigéncia da presenca do macho visando uma possivel
copula para iniciar a vitelogénese secundaria evita investimento energético
desnecessério.

O estresse é outro fator que pode ter interferido na vitelogénese. Em um
estudo com lagarto Mabuya canirnata, ocorreu um decréscimo significante no
numero de oogoOnias, 00citos, niveis séricos de estradiol, além da auséncia de
foliculos quando esses animais foram tratados com corticosterona exdgena
(NIJAGAL, YARJURVEDI, 1999 apud GREGO, 2006).

As fémeas 13 e 14 iniciaram a vitelogénese secundéria, porém néo
evoluiram para ovulagdo. O crescimento dos foliculos foi observado em abril e
julho, chegando a atingir o tamanho pré-ovulatério, porém, em seguida, estes
regrediram a partir da avaliagdo de setembro. Em janeiro, os foliculos se
apresentaram pequenos, circulares e anecoicos (Figura 30).

De acordo com Casares et al. (1997), a regresséao dos foliculos (atresia
folicular) pode acontecer em qualquer fase da foliculogénese.Estes autores
monitoraram o crescimento folicular de tartarugas Geochelone ssp. através do
ultrassom e observaram que, freqientemente, os foliculos pré-ovulatérios ndo
ovulavam ou ndo chegavam ao tamanho pré-ovulatério. Foi sugerido que os
foliculos podem ter se tornado atrésicos dependendo da adequada
disponibilidade de alimento. A diminuicdo da temperatura e mudancas no
manejo pode ter diminuido a ingestdo de alimentos, ocasionado a atresia

folicular.
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Ultrassonograficamente,  foliculos  vitelogénicos em  regressao
apresentam um padrao heterogéneo e superficie irregular, com area hipoecéica
central (STAHL, 2007).

A mediana dos valores de progesterona sérica de ambas as fémeas
foram 1,56 ng/ml (fémea 13) e 2,068 ng/ml (fémea 14) (Anexo 2).

FIGURA 29: Foliculos pré-vitelogénicos de FIGURA 30: Foliculo de cascavel (Crotalus
cascavel (Crotalus durissus terrificus). durissus terrificus) em regressao (atrésico).
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6. CONCLUSOES

> Nesse estudo foi possivel observar as mudancas anatdbmicas sazonais
das estruturas reprodutivas de cascavéis (C.d.t.) machos e fémeas
através do exame ultrassonografico e dosagem sérica de progesterona e

testosterona.

» O exame ultrassonografico se mostrou eficiente na identificacdo de
estruturas reprodutivas em cascavéis, tais como foliculos pré-

vitelogénicos e vitelogénicos, embrides, ovos atrésicos e testiculos.

» Ultrassonograficamente, os testiculos apresentaram formato alongado
ou fusiforme, de contornos regulares e definidos, ecotextura
homogénea, hipoecdicos em relagdo as estruturas adjacentes,
envolvidos por uma céapsula hiperecéica. Essas caracteristicas se

mantiveram semelhantes nos diferentes meses de avaliacéo.

» O maior comprimento testicular foi observado em janeiro (verdo),
periodo correspondente ao pico da espermatogénese em cascavéis
(C.d.t).

» Nao foi possivel detectar diferencas no comprimento testicular nas
avaliacdes realizadas em abiril, julho e outubro. O ultrassom pode néo ter
sido sensivel o suficiente para detectar discretas alteragdes no tamanho

ou tal fato ocorreu devido ao intervalo grande entre as avaliagdes.

» Os maiores niveis séricos de testosterona observados foram em janeiro
(verdo) e abril (outono), pico da espermatogénese e fase de cOpula,
respectivamente. No inverno, fase de inatividade e regresséao testicular,

foram verificados os menores niveis.

» As fémeas gestantes apresentaram foliculos em vitelogénese
secundaria em abril (outono) e inverno (julho). Estes foram

caracterizados como estrutura de formato circular a oval, com margens
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hiperecéicas e centro hipoecéico, ecotextura homogénea ou
discretamente heterogénea, dispostos em cadeia ou “cachos”. O
tamanho variou entre 10 a 30 mm, onde foram considerados foliculos

pré-ovulatorios.

As ovulacdes e as gestacBes iniciaram em setembro e outubro
(primavera), onde foram observados ovocitos ou ovos (zigotos)
presentes em ovidutos, caracterizados como estruturas oblongas,
achatadas, hipoecdicas, com ecotextura homogénea e de grandes

dimensdes, sendo que o maior diametro registrado foi de 44 mm.

O desenvolvimento embrionario/fetal foi observado através dos
batimentos cardiacos, movimentos fetais, calcificacgdo da coluna

vertebral e quantidade de vitelo presente.

O ultrassom se mostrou eficiente na contagem de fetos.

As gestacOes duraram aproximadamente 120 dias e 0s nascimentos

ocorreram em dezembro e janeiro (verao).

As fémeas em periodo ndo reprodutivo apresentaram foliculos em
vitelogénese primaria (pré-vitelogénicos) durante todos os meses de
avaliacdo. Estes apresentaram formato circular, anecoéicos, com

diametro inferior a 10 mm.

As fémeas em periodo ndo reprodutivo apresentaram niveis baixos de

progesterona em todos os meses de avaliacao.

Os niveis de progesterona aumentaram na fase ovulatoria e estes se
mantiveram altos durante todas as fases da gestacdo, decaindo

drasticamente apdés o parto.
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6.1. CONSIDERACOES FINAIS

Para melhor acompanhamento do ciclo reprodutivo, sugere-se a
realizacdo da dosagem de estradiol sérico e dosagem de corticosterona para
descartar as possiveis interferéncias causadas por estresse nesses animais.

Sugere-se também, a utilizacdo de um aparelho ultrassonografico com
melhor definicho para acompanhamento da organogénese dos fetos em
desenvolvimento.

A diminuicdo dos intervalos entre 0s exames possibilitaria o0
acompanhamento das gestacdes, foliculogénese e tamanho testicular de forma
mais detalhada, porém poderia haver maior estresse para 0s animais,

especialmente as gestantes.
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RESUMO

O interesse pelos repteis vem crescendo nos Gltimos anos e 0 aumento do nimero
desses animais em cativeiro fez o conhecimento em manejo e clinica uma necessidade
para o veterinario. Exames complementares como a ultrassonografia podem auxiliar no
diagnéstico clinico de afec¢des nesses animais, que muitas vezes, ndo apresentam sinais
clinicos evidentes. A ultrassonografia € um método diagnéstico seguro, ndo invasivo e
eficiente utilizado na medicina de répteis. Suas aplicagdes incluem monitoramento da
funcdo reprodutiva e diagndstico de afeccBes por meio da analise das mudangas
anatbmicas e topogréficas dos érgdos. Existem poucos trabalhos sobre a aparéncia
ultrassonografica dos diferentes 6rgdos de um grande nimero de espécies de animais
silvestres, sendo raros aqueles realizados em serpentes. Estes répteis possuem o corpo e
0s Orgdos internos alongados, o que os difere dos outros animais na sua forma e
apresentacdo. Diante do exposto, esta revisdo teve por objetivo descrever o exame
ultrassonografico da cavidade celomética de serpentes.

Palavras-chave: Ultrassonografia, cavidade celomatica, serpentes.

ABSTRACT

Interest in reptiles has been growing in the last years and the increasing of these animals
in captivity became the knowledge in management and clinic, a necessity for the vet.
Complementary tests such as ultrasound may help in clinical diagnosis of diseases
which often show no clinical evident signs. Ultrasound is a safe diagnostic method, non
invasive and efficient in reptile medicine. The applications include monitoring of
reproductive function and disease diagnostic through analysis of anatomical and
topographical organs changes. There are few studies about ultrasound of different
organs in a large number of wild animals and rare studies in snakes. These reptiles
present the body and internal organs elongated, which differ them from others animals
in form and presentation. The aim of this revision is to describe ultrasound exams of
snake’s coelomic cavity.

Key words: Ultrasonography, coelomic cavity, snakes.
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RESUMEN

En los ultimos afios el interés por los reptiles ha crecido y el nimero cada vez mayor de
estos animales en cautividad hizo con que el conocimiento en el maneo y clinica sea una
necesidad para el veterinario. Pruebas complementarias como la ecografia pueden
ayudar en el diagndstico clinico de las enfermedades en estos animales, que a menudo
no muestran sefiales clinicos evidentes. La ecografia es un método diagndstico seguro,
no invasivo y eficaz, utilizado en la medicina de reptiles. Sus aplicaciones incluyen el
control de la funcion reproductiva y el diagnostico de los trastornos de los érganos a
través del andlisis anatdmico y topogréafico. Existen pocos estudios sobre la apariencia
ecogréafica de los diferentes 6rganos de un gran nimero de especies de animales
salvajes, siendo raros aquellos realizados en serpientes. Estos reptiles tienen el cuerpo y
los 6rganos internos alargados, con lo cual les diferencian de otros animales en su forma
y presentacion. Teniendo en cuenta el anterior, esta revision tiene el objetivo de
describir sobre el examen ecografico de la cavidad celémica de serpientes.

Palabras-clave: ecografia, cavidad celomica, serpientes.

1. INTRODUCAO

A criagdo doméstica de répteis € uma prética relativamente recente, mas que
vem crescendo de maneira vertiginosa, ja sendo considerado o terceiro segmento da
industria “pet” nos EUA e na Europa, perdendo apenas em popularidade para os caes e
gatos. No Brasil, apesar de muito recente, esse mercado vem seguindo esta tendéncia
mundial e esta crescendo rapidamente. Porém, esses animais exigem cuidados bastante
distintos daqueles destinados aos demais animais domésticos, e por isso, é fundamental
buscarmos conhecimento adequados (1).

Geralmente estes animais ndo demonstram sinais clinicos evidentes na maioria
das afeccdes e, frequentemente, o exame fisico ndo fornece informacdes suficientes para
a conclusdo do diagndstico. As técnicas de diagndstico por imagem como a

ultrassonografia podem promover um diagnéstico mais preciso (2).
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A ultrassonografia na medicina veterindria tem se mostrado um excelente
método diagndstico ndo invasivo (3). Ela é utilizada em diversas areas incluindo: a
oftalmologia, cardiologia, neurologia, ginecologia, andrologia, obstetricia, oncologia e
ortopedia (4). Além de auxiliar diagnéstico de afeccbes por meio da andlise das
mudangas anatémicas e topograficas dos 6rgaos (5), em animais silvestres, esta técnica
oferece novas oportunidades relacionadas com o manejo dos animais em cativeiro,
principalmente na &rea reprodutiva, pois, em conjunto com outras técnicas de
diagnostico, pode promover uma melhora nos programas de reproducdo de espécies
ameacadas (6).

O exame ultrassonografico em répteis pode ser um desafio, pois a anatomia de
muitas espécies é Unica e se difere consideravelmente quando comparada com
mamiferos e aves (7). As serpentes possuem o corpo alongado e apresentam todos seus
orgaos internos delgados e também alongados, o que os difere dos outros animais na sua
forma e apresentacgéo (8).

O sucesso da aplicagdo do exame ultrassonogréafico depende da habilidade e
experiéncia do operador, incluindo o conhecimento da anatomia normal das espécies
examinadas (7). O ultrassonografista deve estar familiarizado com a anatomia normal
dos 6rgdos em estudo para reconhecer e diferenciar variagbes normais de alteragoes
causadas por doengas (6). Levando em consideragdo a importancia desse método
diagnostico por imagem e o aumento da criagcdo dessa espécie silvestre em cativeiro,
este trabalho teve por objetivo realizar uma revisdo de literatura sobre a avaliacdo

ultrassonografica das estruturas da cavidade celomatica de serpentes.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. ANATOMIA TOPOGRAFICA
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As serpentes ndo possuem diafragma separando o coragdo e pulmdes dos érgaos
abdominais. Suas estruturas estdo distribuidas dentro de uma cavidade, denominada
cavidade celomatica (9). A cavidade celomatica pode ser dividida em trés partes (terco
cranial, médio e caudal). O terco cranial geralmente é composto pela traquéia, eséfago,
glandula paratiredide, timo, tiredide e coracdo. O terco meédio é composto pelos
pulmdes, figado, continuagdo do esbfago, estbmago, baco, pancreas, vesicula biliar e
porcdo inicial do intestino delgado. A parte final do intestino delgado, gdnadas,
adrenais, rins e intestino grosso localizam-se no terco caudal. Essa divisdo pode ser
utilizada para facilitar a localizagdo das areas de interesse no diagndstico por imagem
ou na determinacdo do acesso cirurgico (10).

Outro método utilizado para descricdo topografica das visceras de serpentes €
descrito por Thompson (11,12), Brangdon (13), Gomes e Puorto (14) e Gabaldo et al.
(15) que relaciona as visceras das serpentes com a escutelacdo ventral com o objetivo de
localizar a posicdo dos drgdos. A contagem é feita no sentido craniocaudal, sendo
considerada a primeira escama cuja largura é maior que o comprimento e aquela que
precede a placa anal, é considerada a Ultima, como descrito por Gabaldo et al. (15).
Posteriormente, esta técnica foi utilizada por Almeida et al. (16) para localizagdo
topografica e ultrassonografica dos 6rgdos internos de jararaca.

A organizacdo das estruturas internas pode variar entre as familias de serpente
(15,17). O coracdo das serpentes localiza-se no final do terco cranial da cavidade
celomatica (16,18,19), possui dois atrios divididos por um septo completo e um
ventriculo com um canal interventricular. Embora exista essa comunicacdo entre 0s
ventriculos, hd uma separacdo consideravelmente funcional entre a circulacéo
oxigenada e a ndo-oxigenada que deixa o ventriculo. A posi¢do do coragdo varia de

acordo com o nicho ecoldgico da serpente e de sua posicdo filogenética (9). Badeer (20)
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observou que em serpentes arboricolas, que estdo sujeitas a pressdo gravitacional
sangiinea, o coracdo localiza-se mais cranial em relacdo a cabeca, enquanto que
serpentes terrestres e serpentes aquaticas possuem o coragao mais distante da cabega.

Ao colocar a serpente em decubito dorsal, 0s movimentos cardiacos podem ser
visualizados através dos movimentos das escamas localizadas sobre o coragéo (10,19).

O figado das serpentes localiza-se caudal ao coragdo e cranial a0 segmento
inicial do estbmago (10), é bilobado (21), alongado e a vesicula biliar se encontra
distante dele, em uma triade, junto ao bago e aos péancreas (10). Algumas espécies
possuem o bago unido ao pancreas, sendo chamado esplenopéncreas (9).

O estbmago possui formato linear a alongado, localiza-se do lado esquerdo da
cavidade celomatica, imediatamente caudal ao segmento final do figado (21). Suas
paredes internas sdo mais pregueadas longitudinalmente do que as do esdfago (14).

O intestino divide-se em trés porcOes: anterior, média e terminal. O intestino
anterior estende-se até a altura da margem cranial do rim direito, € um tubo alongado,
fortemente pregueado, formando uma sucessdo de alcas dispostas em “S”. O intestino
médio é um tubo liso, bem estreito e quase reto, terminando entre os dois rins. O tubo
digestivo se alonga, formando o intestino terminal que termina na cloaca (14).

As serpentes possuem dois ovarios e dois ovidutos dispostos assimetricamente
(22), sendo o lado direito mais cranial em relacdo ao esquerdo (14) e estdo situados
entre a triade pancredtica e os rins (9). O crescimento folicular é influenciado pela
sazonalidade. O desenvolvimento folicular em répteis é dividido em fase pré-
vitelogénica, onde os foliculos apresentam-se pequenos e brancos e a fase vitelogénica,
caracterizada por foliculos grandes e amarelos por acimulo de vitelo (21).

Os testiculos sdo intra-abdominais, situados entre a triade pancreética e 0s rins e

aumentam de tamanho na estagdo reprodutiva (9). O testiculo direito localiza-se mais
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cranial em relacdo ao esquerdo (19). Alguns autores descreveram a presenca de
epididimo em serpentes (23,24), porém no estudo realizado por DeNardo (25) esta
estrutura ndo foi observada. Os ductos deferentes ligam os testiculos as papilas genitais
na cloaca (14). O tamanho dos testiculos varia sazonalmente (21).

Os rins das serpentes localizam-se no terco caudal da cavidade celomatica,
possuem formato linear e sdo lobulados. O niimero de I6bulos varia de acordo com a
espécie. Localizam-se em alturas diferentes da cavidade, sendo o direito mais cranial
(26). O rim direito situa-se entre o final do intestino médio e terminal e o esquerdo,
entre a porcdo cranial do intestino terminal e a cloaca (14). Serpentes ndo possuem
vesicula urinaria. Os machos possuem o segmento sexual renal na por¢do caudal dos
rins, que aumentam durante a época reprodutiva (26) e que tem o papel de secretar
substancias que sdo essenciais na ativacao e sobrevivéncia dos espermatozoides durante

a copula (24).

2.2. TECNICA DE EXAME

Para a realizacdo do exame ultrassonogréafico em serpentes, alguns itens devem
ser levados em consideracdo para a escolha da técnica adequada, como diferencas
anatbmicas entre as espécies e tamanho do animal (18). O conhecimento anatémico
determina o local onde o transdutor deverad ser acoplado (27). A utilizacdo de um
aparelho de alta resolugdo é recomendado por Silverman (28). Em geral, sdo
utilizados transdutores lineares e a frequéncia é escolhida de acordo com o tamanho do
paciente. As freqliéncias mais usadas em répteis, de acordo com Raiti (27), sdo de 5,0 e
7,5MHz, as quais penetram tecidos a uma profundidade de 10 e 5 cm, respectivamente.
Redrobe e Wilkinson (19) recomendam a utilizacdo de transdutores lineares de 7,5 a 10

MHz. Serpentes com menos de cinco centimetros de didmetro necessitam de stand-off
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pad para aumentar a distancia entre o transdutor e o animal, proporcionando uma
melhor avaliagdo dos o6rgdos (27,29). Luvas de procedimento preenchidas por agua
também podem ser colocadas entre o paciente e o transdutor (19).

O exame ultrassonografico é um procedimento indolor e a escolha do método de
contengdo do animal é baseada no tamanho do paciente, temperamento e na sua
mobilidade. Freqlientemente, 0 exame em serpentes € realizado somente com contengdo
fisica, sem necessidade de sedagdo, com excecdo de animais muitos ativos ou
agressivos (29). Alguns autores realizaram o exame ultrassonografico em serpentes
somente com a contencdo fisica e obtiveram resultados satisfatorios
(16,30,31,32,33,34).

As serpentes ndo peconhentas podem ser contidas manualmente. Com o auxilio
de um gancho, a cabeca pode ser imobilizada, e em seguida, com os dedos polegar e
indicador posicionados lateralmente na parte posterior do 0sso quadrado ou na
mandibula, a cabeca é contida com uma das maos. A mao livre deve ser utilizada para
segurar o corpo da serpente. Tubos plasticos transparentes de varios tamanhos podem
ser usados para a contencdo fisica de serpentes peconhentas. Estas devem ser
manipuladas com o auxilio de profissionais treinados (10,35).

Os animais podem ser posicionados em dectbito ventral ou esternal (17). A
janela acustica pode ser obtida através da parede lateral ou da superficie ventral da
cavidade celomatica (27). Isaza et al. (18) relatam que o acesso ultrassonogréafico através
da parede lateral da cavidade celomatica resultou em uma pobre visibilizacdo das
estruturas internas devido aos artefatos de imagem causados pelas costelas.

O gel acustico pode ser aplicado até 5 minutos antes do inicio do exame (27) ou
até 30 minutos (29) para penetrar entre as escamas, diminuindo a interface de ar. A

técnica de imersdo em agua pode ser utilizada em pacientes mais ddceis ou anestesiados
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(28). O animal fica parcialmente submerso em &agua morna com o transdutor
posicionado sob a 4gua a uma distancia apropriada para a obtencéo das imagens (19).

A varredura é feita metodicamente em direcdo craniocaudal. Todas as estruturas
devem ser avaliadas em corte transversais e longitudinais para uma visualizagdo
tridimensional dos 6rgdos em estudo e para identificar possiveis alteragdes (19,27).

A principal limitacdo é a experiéncia do operador em realizar 0 exame e
interpretar as imagens (29). A ecdise (mudanca de pele) também pode dificultar a

formac&o de imagem ultrassonografica (27).

2.3. ANATOMIA ULTRASSONOGRAFICA

2.3.1. Coracéo

A ecocardiografia é uma ferramenta eficaz na avaliacdo dos movimentos das
valvas cardiacas, cardiomegalias, identificacdo de trombos, massas intracardiacas,
defeitos estruturais, doencas valvares e efusdo pericardica (36). De acordo com Stetter
(29), a presenca de discreta quantidade de liquido em regido de pericardio é um achado
normal em répteis.

Em serpentes, o coracdo geralmente localiza-se entre 20 a 33% da distancia entre
as narinas e a cloaca (29). Devido a mobilidade do coracdo das serpentes dentro da
cavidade celomatica, o ultrassonografista deve mover o transdutor alguns centimetros
em direcdo cranial e caudal em relacdo a posicdo inicial durante o exame
ecocardiografico (37). Os cortes ultrassonograficos sdo feitos em eixo longo (corte
longitudinal) e em eixo curto (corte transversal), movendo o transdutor da direita para a
esquerda e em direcdo cranial e caudal, respectivamente, para avaliar todas as estruturas
cardiacas (39). Os atrios sdo hipoecogénicos e 0 miocardio apresenta uma ecotextura

homogénea, discretamente hiperecogénico em relagdo ao parénquima hepatico (16).
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A contratilidade cardiaca e a anatomia interna sdo significantemente diferentes
em relacdo aos mamiferos. A contratilidade ventricular em répteis caracteriza-se por um
movimento peristéltico quando comparado a contragdo concéntrica dos mamiferos. O
miocéardio é espesso e irregular, dificultando a realizacdo de medidas (28). Sem a
identificacdo da espécie e valores normais da temperatura do ambiente, a mensuracao da

espessura das camaras e alteragdes na contratilidade s&o questionaveis (36).

2.3.2. Figado:

A ultrassonografia é eficaz na identificacdo de hepatopatias em serpentes. Os
critérios adotados para o diagndstico das doencas hepéticas focais ou difusas sdo
similares aos usados em mamiferos (28). O figado localiza-se imediatamente caudal ao
apice cardiaco e estende-se até a metade do comprimento total da serpente (27),
ocupando grande parte do terco médio direito da cavidade celomatica (39). Possui
aparéncia homogénea e é envolvido por uma capsula hiperecogénica (Figura 1) (27).

O figado das serpentes possui uma veia hepatica central evidente, 0 que ajuda a
diferenciar do tecido gorduroso (29). Ultrassonograficamente, esse vaso é caracterizado

como uma estrutura tubular, de paredes ecogénicas e contelido anecogénico (27).

2.3.3. Vesicula Biliar

A vesicula biliar de serpentes ndo esta em contato direto com o figado (29). E
caracterizada como uma estrutura anecogénica, envolvida por uma parede fina e
ecogénica (Figura 2). De acordo com Stetter (29) e Almeida et al. (16), a vesicula biliar
¢ uma estrutura facilmente localizada na porcdo média do corpo da serpente,
imediatamente caudal ao estémago, servindo de ponto de referéncia para a localizagdo

dos demais 6rgdos. Porém, no estudo realizado por Neto et al. (39), a vesicula biliar ndo
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foi identificada nos animais avaliados devido a presenca de gas excessivo em alcas

intestinais adjacentes.

2.3.4. Estdbmago e Alcas intestinais

O estdmago localiza-se dorsal ao figado. As alcas intestinais estdo envolvidas
por tecido gorduroso, o que dificulta a sua identificacdo. O cdlon localiza-se préximo
aos rins, no terco médio a caudal da cavidade celomatica (27).

No estudo realizado por Isaza et al.(18), o estdmago foi facilmente identificado,
porém, foram obtidas imagens ultrassonograficas de baixa qualidade devido a presenca
de gas luminal ou adjacente. Matayoshi et al. (33) visibilizaram parcialmente o
estbmago em alguns animais, e este foi identificado a partir do terco final do figado,
com paredes hipoecogénicas. Raiti (27) e Redrobe & Wilkinson (19) relatam em seus
trabalhos a dificuldade de visibilizacdo ultrassonogréfica das alcas intestinais, devido a

presenca de gases, fezes ou contetido alimentar em seu limen.

2.3.5. Baco e Pancreas

O baco e o péancreas (esplenopéncreas) localizam-se imediatamente caudal a
vesicula biliar e sdo dificilmente visibilizados (7,27). O bago caracteriza-se
ultrassonograficamente como uma estrutura pequena e circular, discretamente
hiperecogénica em relacdo ao parénguima hepéatico (19). O péancreas, quando

visibilizado, apresenta-se hipoecogénico em relacao ao baco (16).

2.3.6. Rins

Os rins sdo dificilmente visibilizados em varias espécies de répteis. Nas
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serpentes, eles estdo localizados a 75% do comprimento total da cavidade celomatica,
sendo o direito mais cranial em relagdo ao esquerdo (29). Os rins estdo posicionados
dorso-laterais ao célon (39). Apresentam formato elipsdide, achatados dorso-
ventralmente, segmentados, envolvido por uma capsula fina e hiperecogénica. A regido
cortical é hiperecogénica em comparacdo a regido medular (Figura 3) (39). Redrobe &
Wilkinson (19) descreveram o0s rins com ecotextura semelhante ao figado e

ecogenicidade uniforme.

2.3.7. Testiculos

O exame ultrassonografico em machos € muito importante para avaliar as
condicBes reprodutivas dos Orgdos. Fornece informacgdes sobre o tamanho e
desenvolvimento dos testiculos, sendo estes, em répteis, dificilmente observados ao
exame ultrassonografico quando inativos (6). Neto et al.(39) obtiveram pobre
visibilizacdo das estruturas reprodutivas de serpentes machos por influéncia da
maturidade sexual dos animais em estudo. De acordo com Augusto (6), quando em
atividade, o parénquima testicular é granular e de média ecogenicidade (Figura 4).

Os testiculos estdo localizados caudais a vesicula biliar, sendo o direito mais
cranial em relacdo ao esquerdo e apresentam formato fusiforme (27). Em serpentes
maiores 0 ducto deferente é visibilizado como duas linhas paralelas hiperecogénicas

ligadas ao testiculo (19).

2.3.8. Ovarios e ovidutos

A ultrassonografia ginecologica pode ser utilizada para a avaliacdo das
condicBes reprodutivas, acompanhamento da foliculogénese, diagnostico de gestacdo,

previsdo da data de parturicdo, identificacdo das condi¢cdes pré-natais (17), sexagem e
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identificacdo da viabilidade fetal em serpentes viviparas (29). No estagio final da
gestacdo, os fetos sdo identificados devido a presenca do esqueleto hiperecogénico,
batimentos cardiacos e movimentos fetais (Figura 5) (27). Os ovarios sdo dificeis de
serem visibilizados ultrassonograficamente em fémeas fora ciclo reprodutivo. Em
periodo reprodutivo os ovarios ocupam uma grande extensdo da cavidade celomatica.
Os foliculos aparecem como estruturas esféricas, sendo o0s pré-vitelogénicos
hipoecogénicos (Figura 6) e os foliculos vitelogénicos hiperecogénicos (19). Neto et
al.(39) descreveram os foliculos como estruturas ovoides, anecogénicas ou preenchidas
por contetdo parenquimal misto (anecogénico e hipoecogénico) devido ao acimulo de
vitelo. As margens dos foliculos eram finas, regulares e hiperecogénicas, com aspecto
semelhante a um “colar de contas” envolvido por tecido gorduroso.

Os ovidutos aparecem como paredes ecogénicas paralelas com centro
hipoecogénico (30). Em seu estudo com serpentes oviparas, Smith et al. (41) relataram
gue os ovos foram caracterizados como estruturas ovais predominantemente
hipoecogénicas, com contornos hiperecogénicos. Foi observado o aumento progressivo

da ecogenicidade da superficie dos ovos de acordo com a evolugédo da gestacéo.

3. CONCLUSAO

E uma técnica ndo invasiva, de baixo custo operacional, que auxilia no
diagnostico clinico de afecgBes através das alteragbes das caracteristicas
ultrassonograficas e anatdémicas. E uma ferramenta importante no estudo da biologia
reprodutiva dos répteis e pode auxiliar no desenvolvimento de estratégias mais

eficientes para a manutencdo e reproducéo de ofidios em cativeiro.
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ANEXOS

Anexo 1: Dosagem da progesterona sérica de 10 fémeas de cascavéis (C.d.t.)

gestantes durante os diferentes meses de avaliacéo:
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Anexo 2: Dosagem da progesterona sérica de 4 fémeas de cascavéis (C.d.t)
nao gestantes (fémeas 11, 12, 13 e 14) durante os diferentes meses de

avaliacao:
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