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RESUMO

GREGO, K. F. Determinacao dos niveis séricos de corticosterona e hormaonios esteroides
sexuais, induzidos pelo estresse da contencao fisica e da extracdo de veneno, em Bothrops
jararaca (Ophidia: Viperidae). [ Determination of serum levels of corticosterone and sexual

steroid hormones, stress-induced by physical restraint and venom extraction, on Bothrops
jararaca (Ophidia: Viperidae)]. 2006. 129 f. Tese (Doutorado em Ciéncias) - Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sdo Paulo, Sdao Paulo, 2006.

Neste estudo foram utilizadas 30 serpentes da espécie B. jararaca com trés anos de idade,
nascidas no Laboratorio de Herpetologia do Instituto Butantan e divididas em 3 grupos
experimentais, cada qual contendo 10 animais. A média do peso e do comprimento rostro
cloacal dos machos e das fémeas, respectivamente, foi de 97 gramas e 75 centimetros, e
281 gramas e 99 centimetros. Os animais do Grupo A ndo tiveram o seu manejo dirio
modificado, permanecendo na mesma sala durante todo o experimento. Os animais dos
Grupos B ¢ C foram transferidos, no inicio do experimento, para uma mesma sala de
producdo de veneno, sendo que os animais do Grupo C eram submetidos a rotina de extracao
de veneno. A cada dois meses, por um periodo de 1 ano, 2 mL de sangue foram colhidos pela
veia caudal, em dois momentos distintos, para a realizacdo de exames hematoldgicos e
dosagens séricas de estradiol, testosterona e corticosterona, pela técnica de radioimunoensaio.
A primeira amostra de sangue foi colhida 120 segundos ap6s a primeira contengao fisica e a
segunda amostra 90 minutos apds a contencao fisica e/ou a extragdo de veneno. As serpentes
dos trés grupos apresentaram niveis séricos elevados de corticosterona em resposta ao
procedimento de contenc¢do e/ou da extragdo, demonstrando que estes procedimentos podem
ser considerados agentes estressantes. Embora ndo tenha sido observada correlagdo
significante entre os niveis de corticosterona e os de hormonios esterdides sexuais, os niveis
de testosterona (nos machos) e os de estradiol (nas fémeas) diminuiram nos animais que
apresentaram maiores valores de corticosterona. A relacao heterofilo/linfocito ndo se mostrou

um bom sinalizador para detectar estresse nas jararacas do estudo.

Palavras-chave: Jararaca. Estresse. Testosterona. Estradiol. Corticosterona. Extracao de

veneno.



ABSTRACT

GREGO, K. F. Determination of serum levels of corticosterone and sexual steroid
hormones, stress-induced by physical restraint and venom extraction, on Bothrops
jararaca (Ophidia: Viperidae). [Determinagdo dos niveis séricos de corticosterona e
hormdnios esteroides sexuais, induzidos pelo estresse da contengdo fisica e da extragdo de
veneno, em Bothrops jararaca (Ophidia: Viperidae)]. 2006. 129 f. Tese (Doutorado em
Ciéncias) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, Sao
Paulo, 2006.

In the present studies, 30 snakes of the species B. jararaca with three years old, born in
captivity at the Laboratério de Herpetologia - Instituto Butantan - were divided into 3
experimental groups, each one containing 10 animals. The mean weight and snout vent length
of males and females were 97 grams and 75 centimeters and 281 grams and 99 centimeters,
respectively. The Group A animals did not have their daily management modified since their
birth, staying at the same room through all experiment. The Groups B and C animals were
transferred, at the beginning of the studies, to the same venom extraction room, but only
snakes of Group C were submitted to milking routine. Each two months, for a period of a
year, 2 ml of blood were collected by ventral caudal venipuncture, at two different moments,
for hematological exams and serum measurement of estradiol, testosterone and corticosterone
by RIA (radioimmunoassay). The first blood samples were collected 120 seconds after
physical restraint and the second blood samples occurred 90 minutes after physical restraint
and/or milking routine. Snakes of the three groups showed high serum levels of corticosterone
response for the restraint and/or milking procedure, indicating that these procedures can be
considered stress agents. Although it has not been observed a significant correlation between
levels of corticosterone and sexual steroids hormones, testosterone concentration in males and
estradiol concentration in females diminished in animals showing higher levels of
corticosterone. The heterophil/limphocyte relation could not be considered a good stress

indicator in pitvipers of our studies.

Key words: Jararaca. Stress. Testosterone. Estradiol. Corticosterone. Venom extraction.
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1 INTRODUCAO

No Brasil a Bothrops jararaca, conhecida vulgarmente como jararaca, ¢é
encontrada ao sul da Bahia; na Regido Sudeste; nos estados do Parand e Santa Catarina,
podendo alcangar os estados do Mato Grosso ¢ Goids. A jararaca ocupa ampla diversidade de
habitat, desde florestas tropicais deciduais e semitropicais, até campos abertos. As fémeas
podem atingir 160 cm, sendo maiores e mais pesadas que os machos. A coloracdo de B.
jararaca pode variar de amarelo claro a preto. Quando filhotes, a sua alimentagdo consiste de
anuros e de pequenos lagartos, mudando para aves e pequenos mamiferos quando adultos
(ANDRADE; ABE, 1999). Agil, sobe com facilidade em arbustos e telhados baixos e tem
uma grande capacidade adaptativa, ocupando e colonizando tanto areas silvestres, agricolas e
suburbanas, como até areas urbanas (MELGAREJO, 2003).

Os dados sobre acidentes por serpentes pegonhentas no Brasil s3o baseados na
notificacdo a Coordenag¢ao Nacional de Controle de Zoonoses e Animais Peconhentos
(CNCZAP). No periodo de janeiro de 1990 a dezembro de 1993, obteve-se uma média de
20.000 casos de acidentes ofidicos/ano, sendo que 73,1% destes acidentes foram por
envenenamento botropico (ARAUJO et al., 2003). Sabe-se que a ocorréncia do acidente
ofidico estd, em geral, relacionada a fatores climaticos, aumentando na estacdo chuvosa,
quando também aumenta a atividade humana nos trabalhos no campo. Neste periodo o
nimero de serpentes recebidas pelo Instituto Butantan (IB) também sofre um acréscimo
consideravel.

Estima-se que a quantidade total de serpentes (pegonhentas e ndo pegonhentas)
recebidas nos primeiros 50 anos do IB ultrapassasse os 604.688 individuos, sendo que 40%
(aproximadamente 242.000) destes animais pertenciam a espécie B. jararaca (FONSECA,
1954; OLIVEIRA, 1981; VAZ, 1949). O numero de serpentes doadas ao IB vem caindo,
vertiginosamente, a cada década, provavelmente devido a fatores como a agdo antropica
(desmatamento e crescimento populacional), a desativacdo do servico de transporte de
serpentes pelas linhas férreas e a disseminagdo de criadouros de serpentes pegonhentas por
todo o territorio nacional. Nas décadas de 50, 60, 70, 80 € 90, foram recebidas 6562, 6045,

4853, 3293 ¢ 1898 jararacas, respectivamente (Fernandes, W., comunicagio pessoal)'.

! Informe fornecido por Fernandes, W. do Laboratério de Herpetologia do IB em 2000, baseado em

relatorios anuais.
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Devido ao declinio no recebimento de animais pegonhentos pelo IB, o Laboratorio
de Herpetologia percebeu a necessidade de estudos na éarea de criagdo de serpentes em
Cativeiro, com o intuito principal de buscar a sua auto-suficiéncia, visto que o veneno ¢
utilizado ndo s6 para a produ¢do de soros antipeconhas, como para a pesquisa €
desenvolvimento de fairmacos. Para implantar um programa de reproducido mais eficiente, é
necessario entender melhor o comportamento e a fisiologia reprodutiva dos animais.

O veneno da jararaca possui toxinas que induzem ao aparecimento de distlirbios
hemostaticos durante o envenenamento de suas vitimas. De fato, dentre as diversas
propriedades farmacoldgicas dos venenos, aquelas que atuam sobre a hemostasia sempre
foram as que mais suscitaram interesse dos pesquisadores, quer pela possibilidade de
aplicacdo terapéutica e diagndstica, quer pela importidncia nos envenenamentos ofidicos
(SANO-MARTINS; SANTORO, 2003). O estudo do veneno da jararaca permitiu o
descobrimento das enzimas bradicinina (ROCHA-E-SILVA et al., 1949) e captopril,
sendo esta ultima inibidora da conversao de angiotensina, hoje amplamente utilizada no
tratamento da hipertensdo arterial, na insuficiéncia cardiaca congestiva e na doenca arterial
coronaria (FERREIRA, 1965).

Atualmente, o Biotério de Serpentes do IB mantém cerca de 800 serpentes
pegonhentas com a finalidade de producao de imunobiolédgicos, sendo que, aproximadamente,
100 delas sdo da espécie B. jararaca. As serpentes recém-chegadas da natureza, antes de
fazerem parte do plantel de producdo de veneno, passam por medidas profilaticas rigorosas,
com o intuito de diminuir a propagac¢do de doencas para o plantel ja estabilizado e também
para minimizar os efeitos deletérios do estresse de cativeiro. Algumas dessas medidas
profilaticas sdo a vermifugacdo e banho de imersdo em ectoparasiticidas, exames
hematologicos, além da permanéncia minima de 60 dias em quarentena, onde sdo realizados
exames coproparasitologicos. Tanto na quarentena, como nas salas de producdo de veneno, as
serpentes sdo mantidas em salas climatizadas, em gaiolas individuais com substrato de
papeldo ondulado e agua ad libitum. Diariamente as serpentes passam por uma inspegio e,
quando necessario, as gaiolas sujas sdo substituidas e a dgua trocada.

Mensalmente, as serpentes sdo submetidas a extragdo de veneno na propria sala onde
sdo mantidas. Nestes dias a rotina diaria da sala ¢ modificada, pois durante a extragdo de
veneno ha a presenca constante de, no minimo, duas pessoas (o extrator e o auxiliar) e de, no

maximo, trés pessoas, que permanecem na sala por, aproximadamente, 3 a 4 horas seguidas,
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manipulando os animais a serem extraidos. Para tornar a extragdo de veneno mais segura para
o extrator ¢ com um menor desperdicio de veneno, desde 1984 as serpentes sao sedadas em

dioxido de carbono antes de serem submetidas a extracao.

Um dos grandes desafios da manutengdo de ofidios peconhentos em cativeiro € o
de minimizar os efeitos do estresse, aumentando-se o bem-estar ¢ a qualidade de vida destes
animais (GUILLETTE et al., 1995) e, conseqiientemente, o indice reprodutivo, ja que o
estresse pode influenciar, de maneira negativa, a atividade reprodutiva dos animais.

A resposta organica ao estresse esta altamente correlacionada ao tipo de estimulo,
ao modo de percepcdo e as caracteristicas psicoldgicas do animal (FERREIRA et al.,
2002). Estudos sobre o estresse cronico em répteis demonstraram que niveis elevados de
corticosterona sérico estdo associados com a faléncia reprodutiva, supressdo imunoldgica e
uma redu¢do ou auséncia de crescimento (MORICI et al., 1997). Em individuos
cronicamente estressados o risco de desenvolvimento de doengas infecciosas aumenta.

De acordo com alguns autores (AGUIRRE et al., 1995; WEISS et al., 2002), o
estresse cronico, a faléncia reprodutiva e a imunossupressdo podem ser acompanhados em
uma populacdo de répteis através da determinacdo dos niveis de corticosterona sérico,
determinagdo dos hormonios esterdides sexuais ¢ determina¢do dos parametros sanguineos
especificos como: contagem eritrocitaria, contagem leucocitaria, determinacao da
hemoglobina e do hematocrito, calculo do volume corpuscular médio (VCM), da
hemoglobina corpuscular média (HCM) e da concentragdo de hemoglobina corpuscular média
(CHCM).

Como, geralmente, as pesquisas que abordam este assunto estudam apenas os
efeitos do estresse agudo (DUNLAP; WINGFIELD, 1995; MATHIES et al., 2001; MOORE
et al., 2001) e ndo documentam os efeitos do estresse cronico em serpentes, estudos
referentes a influéncia dos agentes estressores cronicos nos valores hormonais e
hematologicos em um plantel de serpentes destinadas a producdo de veneno sdo importantes
para que possamos entender um pouco mais sobre a fisiologia do estresse nestes animais e
implantar técnicas de manejo que possam minimizar o estresse durante a extracdo de veneno.
Desta maneira poderemos melhorar a qualidade de vida destes animais em cativeiro e,
conseqlientemente o seu indice reprodutivo. Na experiéncia do Laboratério de Herpetologia
do 1B, as serpentes nascidas em cativeiro se adaptam melhor as condi¢cdes de um biotério do

que animais recém-capturados.
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A melhoria na qualidade de vida das serpentes reverte, diretamente, na melhoria

da produgao de imunobioldgicos tanto qualitativa, como quantitativamente.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Determinar a influéncia da contencao fisica, associada ou nao a rotina de extragcao
de veneno, nos niveis de hormoénios esterdides sexuais e de corticosterona na espécie
Bothrops jararaca, delineando estratégias mais eficientes para a manutengdo e reproducao

deste ofidio em cativeiro.

2.2 Objetivos especificos

+ Validar, em soro de Bothrops jararaca, os conjuntos diagnosticos comerciais
DPC (Coat-A-Count — Diagnostic Products Corporation/USA), em fase solida,
para dosagem de testosterona; DSL (Diagnostic System Laboratories INC/USA),
em fase liquida, para dosagem de estradiol; e ImmuChem™ (MP

Biomedicals/USA), com duplo anticorpo, para dosagem de corticosterona.

+ Determinar, nas fémeas, os niveis séricos de estradiol e de corticosterona antes

e apds o procedimento da contencao fisica e/ou da extragdo de veneno.

+ Determinar, nos machos, os niveis séricos de testosterona e de corticosterona

antes e ap6s o procedimento da contenc¢do fisica e/ou da extracdo de veneno.

« Analisar os parametros hematoldgicos dos animais, verificando diferengas

quantitativas e qualitativas nas células sanguineas ao longo do experimento.

« Verificar possiveis correlagdes entre as diferentes variaveis estudadas.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 A glandula adrenal dos répteis

A glandula adrenal tem a importante funcdo de manter a homeostasia do organismo
através de mudancgas apropriadas na fisiologia, no metabolismo e no balango eletrolitico
normal, produzindo horménios em resposta aos estresses agudo e cronico. Nos répteis, a
glandula adrenal exibe uma associagdo anatdmica consistente com a gonada, sendo composta
por dois tipos de tecidos, interrenal e cromafim (HEBARD; CHARIPPER, 1955). O termo
“tecido interrenal” foi criado para a equivaléncia citologica e funcional, em outros
vertebrados, da cortex adrenal nos mamiferos, enquanto o termo “tecido cromafim” designa
todas as células derivadas da crista neural, especializadas para a produ¢ao de catecolaminas
simpatomiméticas, independente de sua localiza¢do. As células cromafins sao assim chamadas
porque as catecolaminas contidas em seus granulos citoplasmaticos tém afinidade por sais de
croémio e escurecem quando oxidados pelo dicromato de potassio (DE FALCO et al., 2004).

As células do tecido cromafim secretam adrenalina (epinefrina) e noradrenalina
(norepinefrina) e correspondem as células da medula adrenal dos mamiferos (GUILLETTE et
al., 1995). O segundo tipo de célula, as células esteroidogénicas interrenais, se coram mais
fracamente com eosina-hematoxolina, s3o de origem mesodermal e secretam corticosteroides.
As células interrenais s3o homologas as células do cortex adrenal de mamiferos (CHESTER-
JONES, 1977; GABE, 1970). Doddamani (2000) e Rupik (2002) demonstraram que a
diferencia¢do de cromafinoblastos em células cromafins €, provavelmente, estimulada pela
influéncia dos hormoénios que sdo produzidos pelas células do tecido interrenal.

Em répteis, estes dois tipos de células ndo estdo distintamente separados em zonas
delimitadas, como no caso dos mamiferos. Assim, a diferencia¢do entre estas células ¢é feita
de acordo com suas qualidades tintoriais e caracteristicas celulares (FRYE, 1991).

As concentragdes relativas de corticosterona plasmatica e cortisol diferem entre as
classes de vertebrados. A corticosterona ¢ secretada, primariamente, em anfibios, répteis e
aves e o cortisol em peixes e na maioria dos mamiferos (GREENBERG; WINGFIELD, 1987).

Em muitos vertebrados, os hormdnios glicocorticosterdides coordenam respostas
fisiologicas a diversos estimulos nocivos, como doengas, agressdo social, estagdes do ano

desfavoraveis e fome. Embora os glicocorticosterdides sejam essenciais para a sobrevivéncia
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a estes desafios, a elevagdo prolongada ou repetida destes hormonios pode causar varios
efeitos danosos, incluindo inibi¢do dos sistemas reprodutivo ¢ imunologico (MUNCK et al.,
1984; SAPOLSKY, 1987). Em alguns machos, os glicocorticosteroides inibem a reprodugado
através da supressao da produgdo de testosterona, um esterdide gonadal, que é necessario tanto
para a produgdo de espermatozoides, como para a ativagao do comportamento territorial e da
corte (MOORE; ZOELLER, 1985). Em algumas fémeas, os glicocorticosterdéides diminuem
o nimero de oogoOnias e odcitos, além de diminuirem os niveis de estradiol sérico e
suprimirem a formagdo de foliculos vitelogénicos nos ovarios (NIJAGAL; YAJURVEDI,
1999).

O papel fisioldgico dos glicocorticosterdides ainda continua sendo investigado,
mas ja ¢ conhecido que vérios agentes estressores, como alguns fatores ambientais bidticos e
abidticos (periodos climaticos desfavoraveis, predadores, subordinagdo hierarquica, poluentes,
acdo antrdpica) sdo capazes de estimular a secre¢do de corticosterona pela glandula adrenal de

varios répteis estudados até hoje (GUILLETTE et al., 1995).

3.2 Hormonios sexuais e a reproducdo em serpentes

Como em outros vertebrados, a atividade reprodutiva em répteis ¢ controlada pelo
sistema neuroendocrino. Varios fatores como condi¢des ambientais (fotoperiodismo e
temperatura), estado nutricional e comportamento social, influenciam o sistema nervoso e
controlam a liberacao de um neuropeptideo, o hormonio liberador de gonadotropina (GnRH),
pelo hipotdlamo (LICHT et al., 1985). O GnRH ¢ liberado na conexdo vascular entre o
hipotdlamo e a glandula pituitaria e ¢ transportado para a pituitaria, onde estimula a secre¢ao
de duas gonadotropinas: o hormodnio foliculo estimulante (FSH) e o hormoénio luteinizante
(LH). Todos os répteis estudados parecem possuir estes dois hormdnios, com excecao das
serpentes e dos lagartos que possuem uma unica gonadotropina, o “FSH-like” (ISHIL, 1991).

O testiculo de répteis sintetiza grandes concentracdes de testosterona com menor
quantidade de dehidrotestosterona (BOURNE, 1991). O ovario sintetiza primariamente
estradiol-17p, durante a fase de crescimento folicular do ciclo (vitelogénese) e progesterona
durante a fase luteal do ciclo reprodutivo (JONES; BAXTER, 1991). Segundo Bonnet et al.
(1994) o estradiol-17f tem sido descrito como promotor de mobilizagcdo de reservas maternas
para a vitelogénese em Vipera aspis. A administragdo exogena de estradiol também

influencia a reproducdo em répteis, causando hipertrofia ovidutal, aumento do numero de
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glandulas de muco, atividade secretoria ovidutal e aumento da vascularidade (GIRLING,
2002; MEAD et al., 1981).

Os hormonios esterdides sexuais sdo essenciais para a maturagdo do trato
reprodutivo de machos e fémeas durante o ciclo reprodutivo (JONES; BAXTER, 1991;
PALMER; GUILLETTE, 1991), sdo responsaveis pelas caracteristicas sexuais secundarias e
modificam comportamentos reprodutivos em répteis (MOORE; LINDZEY, 1992;
WHITTIER; TOKARZ, 1992).

Segundo Almeida-Santos ¢ Orsi (2002), a fémea de B. jararaca 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. A vitelogénese ativa (com altos niveis de estradiol) se inicia
em marg¢o, ou seja, no final do verdo, e finaliza em setembro, na primavera. O periodo das
copulas € no final do verdo e inicio do outono e é coincidente com a vitelogénese das fémeas
(ALMEIDA-SANTOS, 2005). O ciclo ovariano das jararacas estd sob a influéncia dos
hormonios estrogeno e progesterona (ALMEIDA-SANTOS et al., 2004)

Nos machos de jararaca, a espermatogénese inicia-se no verdo. Os
espermatozodides estdo presentes no ducto deferente, em grandes quantidades, no outono
(acasalamento) e no inverno (ALMEIDA-SANTOS, 2005). A presenga de esperma no ducto
deferente durante todos os meses do ano indica um potencial para ocorréncia de copulas em
qualquer época do ano (JANEIRO-CINQUINI, 1993).

Os valores da testosterona plasmatica podem variar entre Familias diferentes,
assim como entre animais do mesmo género. Pesquisadores trabalhando com Naja naja
(BONNA-GALLO et al., 1980), Nerodia sipedon (WEIL; ALDRIDGE, 1981), Agkistrodon
piscivorus (JOHSON et al., 1982), Thamnophis sirtalis (WEIL, 1985), Vipera aspis
(NAULLEAU et al., 1987), Vipera berus (NAULLEAU; FLEURY, 1996), Coluber
viridiflavus (BONNET; NAULLIEAU, 1996), Agkistrodon contortix (SCHUET et al., 1997),
T. s. concinnus (MOORE et al., 2000, 2001) e B. irregularis (MATHIES et al., 2001)
encontraram diferentes concentragdes de testosterona que variaram de 0,06 a 103ng/mL,

conforme pode ser observado no quadro 3.1.
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Familia Espécie Testosterona Referéncia
(ng/mL)

Elapidae Naja naja 0,06 —2,5 | Bonna-Gallo et al, 1980
Agkistrodon contortix 1,03 —103,8 | Schuell et al (1997)
Agkistrodon piscivorus 0,1 -3,0 Johson et al, 1982

Viperidae Vipera aspis 0,1 —60,0 | Naulleau et al ,1987
Vipera berus 0,51 —45,0 | Naulleau e Fleury, 1996
Boiga irregularis 0,07 — 3,20 | Mathies et al, 2001
Coluber viridiflavus 3,9-45,0 | Bonnet e Naulleau, 1996

Colubridae Thamnophis sirtalis 24-38,3 | Weil, 1985
Thamnophis s. concinnus 2,0-88,0 Moore et al, 2000
Nerodia sipedon 0,1 —21,5 | Weil e Aldridge, 1981

Quadro 3.1 Niveis de testosterona plasmatica em diferentes espécies de serpentes,descritos na
literatura.

Mesmo entre animais da mesma espécie encontramos relatos cientificos com
diferentes médias de concentracdes de testosterona. Isto pode ocorrer devido as diferentes
condi¢des em que as amostras de sangue foram colhidas nos estudos, como a estagdao do ano,
localiza¢ao geografica do estudo e tempo decorrido da captura do animal até a colheita da

amostra sanguinea, assim como quanto ao método de analise.

3.3 O estresse e 0s répteis

Na natureza os animais se deparam com perturbagdes sociais e fisicas que podem
ameagar ndo sO6 a sua sobrevivéncia imediata, mas outros fatores fisioldgicos, como a
reproducdo. Muitas vezes, o individuo precisa responder a desafios similares com diferentes
estratégias, dependendo do contexto social e ambiental.

Segundo Moberg (1985), o sistema nervoso central avalia se um estimulo ou um
grupo de estimulos € visto como uma ameaga significativa para o animal. Se o estimulo
(agente estressor) ¢ ameacador, trés tipos de respostas biologicas podem ocorrer:

- resposta comportamental: ¢ a resposta mais econdmica para o animal, onde este
apenas se afasta da ameaga.

- resposta autondmica: caracterizada por uma resposta especifica rapida. No estresse
agudo, os ramos parassimpatico ¢ simpatico do sistema nervoso autondmico alteram

os batimentos cardiacos, resisténcia vascular, secrecdes das glandulas exdcrinas,

contracdo dos musculos lisos do sistema digestorio e secre¢cdo de catecolaminas pela
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glandula adrenal e pelos terminais nervosos noradrenérgicos, para que o animal
consiga fazer ajustes fisiologicos rapidos em resposta ao estresse.

- resposta neuroenddcrina: modula a funcdo de quase todos os sistemas fisioldgicos.
Os hormdnios neuroendocrinos regulam a reprodugdo, o metabolismo, o crescimento e
tém a capacidade de influenciar, direta ou indiretamente, o sistema imunolédgico e o
comportamento.

Como em outros vertebrados, os répteis também exibem uma resposta bem
desenvolvida ao estresse, que ¢ capaz de modificar o comportamento, a atividade reprodutiva,
a resposta do sistema imune, ¢ o metabolismo intermediario (GUILLETTE et al., 1995).
Muitas destas modifica¢des estdo correlacionadas com niveis elevados de concentracdes de
corticosterona plasmatica.

A sintese de corticosterdides pelo tecido interrenal estd sob o controle de um
hormoénio pituitario anterior, o adrenocorticotréfico (ACTH). O ACTH ¢, por sua vez,
regulado pelo hormonio liberador de corticoliberina, que ¢ sintetizado pelo nucleo
paraventricular do hipotdlamo. Varios fatores influenciam a concentracdo de corticosteroides
plasmaticos incluindo variabilidade genética, idade, sexo, estado nutricional, o tipo de agente
estressor ¢ a freqliéncia de apresentacao do agente estressor (SELYE, 1973).

O eixo hipotadlamo-pituitario-adrenocortical (HPA) ¢ visto como um sistema
fisiologico complexo que pode mediar grandes variagdes nas respostas fisioldgicas e
comportamentais a agentes estressores (SAPOLSKY, 1992). Perturbagdes ambientais capazes
de desfazer a homeostasia do organismo engatilham a cascata neurohormonal, resultando na
elevagdo de glicocorticosterdides, catecolaminas e glicose, entre outros fatores sanguineos
(CHROUSOS; GOLD, 1992) necessarios para restaurar a homeostasia.

Uma das fungdes principais do eixo HPA e, em particular, da resposta
adrenocortical ao estresse agudo, ¢ o de eliminar ou reduzir fisiologica ou
comportamentalmente o impacto de potenciais estressores em um animal e, assim, promover a
sua sobrevivéncia (BALM, 1999).

Os esterodides atuam em diversos tecidos e sua acdo depende da quantidade de
receptores presentes nas células alvo. O 6rgdo com maior nimero de receptores e, portanto,
principal alvo dos glicocorticosterdides durante o estresse ¢ o figado, seguido das células

linféides, timo e rim (FERREIRA et al., 2002).
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A concentragdo de corticosterona sérica oferece um indicativo de estresse e,
portanto, da susceptibilidade a doengas. Existem evidéncias de que niveis elevados de
corticosterona podem romper a fungdo fisioldgica normal dos répteis (GUILLETTE et al.,
1995) causando multiplos problemas como inibi¢do das fung¢des normais dos hormdnios
reprodutivos (NIJAGAL; YAJURVEDI, 1999), morte neuronal (SAPOLSKY, 1992), inibi¢ao
da funcao imune e do crescimento (MORICI et al., 1997) e dificuldade em resistir a patogenos
(DUNLAP; SCHALL, 1995).

A resposta organica ao estresse esta altamente correlacionada ao tipo de estimulo,
ao modo de percepgdo, e as caracteristicas psicologicas do animal (FERREIRA et al., 2002).
Selye (1936) descreveu uma série de modificagdes anatdmicas e fisioldgicas ndo-especifica,
caracteristica de animais expostos a varios agentes estressantes € denominou este processo de
“Sindrome Geral de Adaptag@o”, definindo 3 estagios: alarme, adaptacao e exaustdo.

O estagio de alarme ¢ geralmente tido como uma resposta aguda ao estresse ¢ pode
ser detectado horas ap0Os a exposicao ao agente estressor. Neste primeiro estagio as glandulas
adrenais passam a produzir e liberar os hormonios do estresse, que aceleram o batimento
cardiaco, dilatam as pupilas, aumentam a sudorese e os niveis de aglicar no sangue, reduzem a
digestdo e contraem o bago (que expulsa mais hemacias para a circulagdo sanguinea, o que
amplia o fornecimento de oxigénio aos tecidos). A fun¢do dessa resposta fisiologica ¢
preparar o organismo para a agao, que pode ser de ‘luta’ ou de ‘fuga’.

No segundo estagio (‘adaptagdo’), o organismo repara os danos causados pela
reacdo de alarme, reduzindo os niveis hormonais. Se o estresse se torna crénico, quando
ocorre um aumento constante na concentragdo dos hormonios glicocorticosteroides, o animal
entra num estagio caracterizado, inicialmente, por hipertrofia das glandulas adrenais e
inibi¢do do crescimento e da funcdo gonadal. Estudos sobre estresse cronico em répteis
demonstraram que niveis elevados de corticosterona sérico estdo associados com faléncia
reprodutiva, supressao imunolédgica e uma redugdo ou auséncia de crescimento (MORICI et
al.,, 1997). Em individuos cronicamente estressados o risco de desenvolvimento de doencas
infecciosas aumenta.

Se o agente estressor ¢ mantido, o animal ‘resistird’ ao estresse e sua morfologia e
fisiologia retornam praticamente ao normal. Esta resisténcia ¢ especifica, ou seja, se um novo
agente estressor ¢ introduzido, uma nova resposta ird comecar. Se o estresse cronico se torna

severo, o animal ndo manterd a homeostasia e entrard no estagio final (exaustdo), onde muitos
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dos sintomas observados durante o estdgio de alarme reaparecerdo. Se constantemente
estimulado, o sistema adrenal pode exibir um estado patologico, onde os hormdnios
glicocorticosteroides nao sdo mais secretados (GUILLETTE et al., 1997).

A resposta ao estresse pode ser iniciada em reagdo as interagdes sociais (SHUELL
et al., 1996), perturbagdes bioticas e abioticas do ambiente (WINGFIELD et al., 1982), assim
como em resposta a captura e manipulacio (MOORE et al., 1991). Quaisquer mudancas
ambientais que perturbem a homeostasia do organismo desencadeiam uma cascata
neurohormonal que resulta na elevagdo sérica de glicocorticosteroides, catecolaminas e
glicose, entre outros necessarios ao restabelecimento da homeostasia (JESSOP, 2001).

Muitos vertebrados secretam glicocorticosterdides em resposta a uma diversidade
de estressores fisioldgicos que ocorre naturalmente, como clima desfavordvel, falta de
alimento e parasitismo (DUNLAP; WINGFIELD, 1995). Um componente cldssico da
resposta ao estresse em espécies vertebradas ¢ a elevagdo nos niveis de glicose circulante
como conseqiiéncia da estimulagdo de hormoénios hiperglicémicos, como catecolaminas e
glicocorticosterdides (DEVENPORT et al., 1989; MIZOCK, 1995). O efeito hiperglicémico
dos glicocorticosterdides sob condicdes estressantes, em muitos vertebrados, ¢ devido a sua
capacidade gliconeogénica e na sua habilidade em inibir a utilizagdo de glucose periférica em
tecidos ndo essenciais, assim como a conversao de glicogénio hepatico em glicose
(WIDMAIER, 1990). Em répteis, a corticosterona demonstrou possuir efeitos
gliconeogénicos e hiperglicémicos (CALLARD; CHAN, 1972; JACOB; OOMEN, 1992).

Tradicionalmente, o estresse ¢ visto como tendo um impacto negativo na
reproducdo em diversos niveis (GREENBERG; WINGFIELD, 1987). As ramificagdes
comportamentais e fisiologicas deste mecanismo hormonal sdo bem reconhecidas, pois
comprometem o esfor¢o reprodutivo de um individuo para promover a sua sobrevivéncia
durante periodos de instabilidade ecologica (SAPOLSKY, 1987; WINGFIELD et al., 1998).
A energia necessaria para a sobrevivéncia ¢ sempre seqliestrada de necessidades menos
emergenciais para a sobrevivéncia do individuo como o crescimento, imunocompeténcia e
reproducao (JESSOP et al., 1999)

Contudo, existem situagdes em que alguns animais exibem uma dessensibilizagdo
adrenal para prevenir distirbios fisicos € comportamentais que possam interferir com a
reproducao. Esta modulacdo adrenocortical ¢ um mecanismo através do qual os vertebrados

mediam mudancas na taxa, duragdo, e magnitude da sintese de glicocorticosteroides e a sua
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liberagdo, em resposta a agentes estressores (WINGFIELD; ROMERO, 2001). Embora hajam
varios exemplos de modulagdo adrenocortical em répteis, até a presente data (COTE et al.,
2006; GREENBERG; WINGFIELD, 1987; HOOPES et al., 2000) existe pouco conhecimento
dos mecanismos fisioldégicos que operam no eixo HPA para capacitar a modulagdo na
liberagdo de corticosterona durante o estresse. Este mecanismo adaptativo otimiza o sucesso

reprodutivo, pondo em risco a sobrevivéncia do individuo (JESSOP et al., 1999).

3.4 Biologia do estresse e sua interacdo com a reproducao

As respostas hormonais ao estresse fisiologico geralmente envolvem ativagao do
HPA, aumentando a concentracdo de glicocorticosterdides plasmaticos que pode resultar,
concomitantemente, em diminuicdo de esterdides sexuais plasmaticos. Interagdes negativas
entre o HPA ¢ o eixo hipotalamico-pituitario-gonadal (HPG) sugerem que a ativagdo de um
sistema ¢ acompanhado pela diminuicao na atividade do outro. Diminui¢do na testosterona
plasmatica ¢ acompanhada por um aumento de glicocorticosterdides em lagartos machos de
Urosaurus ornatus e em machos de Thamnophis sirtalis parietalis (MOORE et al., 1991,
2000). Assim, respostas fisioldgicas ao estresse, marcadas por um aumento na concentracao
plasmatica de glicocorticosterdides, resultam em um decréscimo de hormonios esterdides
sexuais e supressdo do comportamento reprodutivo de vérias espécies (RIVIER; RIVEST,
1991; WINGFIELD, 1988).

Em fazendas de criacdo de crocodilos, foi observada uma atividade reprodutiva
baixa apds o transporte de animais de um tanque para outro ou apds modificagdes intensas em
um tanque. Estas atividades sdo consideradas estressantes e varios criadores concluiram que o
estresse limita a atividade reprodutiva do seu plantel (GUILLETTE et al., 1995).

Segundo Lance e Elsey (1986), jacarés de vida livre exibiram uma reducao de 50%
na testosterona plasmatica apds 4 horas de captura, com um declinio de menos de 10% dos
valores iniciais apds 24 horas de captura. Coincidentemente, com o decréscimo dos niveis
plasmaticos de testosterona, o corticosterdide plasmatico aumentou drasticamente durante as
primeiras doze horas.

Moore e Zoeller (1985) demonstraram que o estresse de cativeiro resulta em um

aumento na corticosterona plasmatica e uma diminuigao, correspondente, na secrecao de
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hormoénio liberador do hormoénio luteinizante pelo hipotalamo de salamandra Taricha
granulosa.

O aumento nos niveis de corticosterdide plasmatico em animais induzidos ao
estresse também parece suprimir diretamente a secre¢ao de esterdides gonadais em mamiferos
e outros vertebrados afetando a reproducdo (GAO et al., 1996). Segundo Dunlap e Schall
(1995), o excesso de corticosterona causa uma diminui¢do tanto no tamanho do testiculo
como na secre¢do de testosterona e, conseqlientemente, inibi¢do do comportamento
reprodutivo de machos.

Em aves, o-globulinas capazes de se ligarem a corticosterona no plasma
sanguineo, também podem se ligar a testosterona, mas com menor afinidade e, com o auxilio
desta globulina, estes horménios sdo levados as células portadoras de receptores. E possivel
que uma situacdo similar ocorra em répteis, onde globulinas plasmaticas possam se ligar tanto
a corticosterona como a testosterona (JENNINGS et al., 2000). Concentragdes altas de
corticosterona podem desalojar a testosterona dos receptores, fazendo com que esta seja
eliminada (DEVICHE et al., 2001).

Nijagal e Yajurvedi (1999) observaram um decréscimo significativo no niimero de
oogdnias e oocitos e nos niveis de estradiol sérico, além da auséncia de foliculos vitelogénicos
nos ovarios de fémeas de lagartos (Mabuya carinata) tratadas com hormoénio foliculo
estimulante (FSH) + corticosterona, comparadas as fémeas de lagartos tratadas somente com
FSH. Segundo Michael e Cooke (1994), os glicocorticosterdides ndao possuem efeito na
atividade enzimatica basal, mas inibem a estimulacdo induzida pelo hormoénio luteinizante
(LH) e FSH nas gonadas.

O estresse ¢, geralmente, descrito como tendo um efeito deletério sobre as gonadas
(STEPHENS, 1980). Contudo, existem estudos recentes em alguns répteis (Urossaurus
stansburiana (WILSON; WINGFIELD, 1992), Triturus carnifex (ZERANI; GOBETTI,
1993), Geochelone nigra (SCHRAMM et al., 1999), Thamnophis sirtalis parietalis (MOORE
et al.,, 2001)) que relatam uma relacdo positiva entre a corticosterona e a reprodugao.
Segundo Moore e Jessop (2003) uma relacdo positiva entre a corticosterona plasmatica e a
reproducdo pode ocorrer quando o comportamento reprodutivo € energeticamente
desgastante.

Segundo Moore e Greene (2001), trabalhando com serpentes do Canada (T. sirtalis

parietalis) e Jessop (2001; 2002), com tartarugas marinhas (Chelonia mydas ¢ Eretmochelys
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imbricata), animais que possuem oportunidades reprodutivas limitadas, ou seja, possuem um
periodo curto de acasalamento ou periodos longos de espera para ovipostura, podem
suprimir a resposta adrenocortical ao estresse durante a estagdo reprodutiva, maximizando o

investimento reprodutivo.

3.5 Hematologia das serpentes

Os exames de sangue constituem poderosa arma diagnoéstica, auxiliando os
médicos veterinarios na elucidagdo de enfermidades que acometem os animais, orientando a
terap€utica a ser instituida e, muitas vezes, permitindo o estabelecimento de um progndstico
mais acurado (CAMPBELL, 1996). Varios fatores como idade, sexo, estacdo do ano,
estresse, dieta, hormodnios circulantes, temperatura e hidratacio podem afetar os valores
sanguineos (FRYE, 1991).

As células sanguineas de répteis podem ser agrupadas em eritrocitos, leucdcitos e
trombdcitos (SAINT GIRONS, 1970). Os leucocitos sdo corpusculos incolores envolvidos
nos mecanismos de defesas celulares e imunocelulares do organismo (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 1995). Em serpentes o namero de leucocitos totais varia de 6 a 12 x 10°
células/mm’ (MADER, 1996). Os eritrocitos, os trombocitos e os linfocitos sdo
morfologicamente similares entre varias espécies de répteis e a diferenciacao entre estas duas
ultimas células ¢ dificil.

Os trombocitos estdo relacionados ao sistema de coagulacdo sanguinea, sendo
analogos as plaquetas de mamiferos. Quando ativados possuem formato arredondado, com
nucleo denso arredondado ou oval.

Segundo Alleman et al. (1999), a classificacao dos diferentes leucocitos presentes
nas serpentes sdo: linfécitos, azurofilos, heterofilos e basofilos. As principais caracteristicas

destas células estdao apresentadas no quadro 3.2.
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Células sanguineas Ncleo Citoplasma
O seu nacleo varia de oval a | O citoplasma de eritrocitos imaturos ¢é
Eritrocito pleomorfico, com lobulagdes irregulares. | menor, arredondado e mais basofilico do
que o citoplasma de eritrocitos maturos.
O seu nucleo ¢ oval ou eliptico, com | Fracamente basofilico
Trombocitos cromatina densa.
Seu nticleo ¢ maior do que o de um | Citoplasma mais basofilico do que o de
Linfocitos trombocito, com uma cromatina menos | um trombocito. A razao
densa. nucleo/citoplasma é maior nos linfocitos
do que nos trombdcitos.
Seu nucleo ¢é arredondado e possui | O  citoplasma  contém  granulos
Azuroéfilos cromatina densa. azurofilicos e alguns vactiolos.
O seu nucleo é pequeno, arredondado a | O citoplasma possui um grande ntimero
Heterofilo oval e localizado, geralmente, | de granulos eosinofilicos, com tamanho
excentricamente. variado. A razdo nucleo/citoplasma
(N/C) é pequena.
O nucleo tem a sua visualizagdo | O citoplasma possui uma grande
Basofilos dificultada devido a grande quantidade | quantidade de granulos arredondados
de granulos presentes no citoplasma. basofilicos. A razdo nucleo/citoplasma
(N/C) é grande.

Quadro 3.2 — Principais caracteristicas das células sanguineas de serpentes. Sdo Paulo, 2006

Os linfocitos sao células mononucleares esféricas com niicleo também esférico que
se cora intensamente pelos corantes hematoldgicos. Estas células sdo responsaveis pela
defesa imunoldgica humoral e celular do organismo (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1995). O
numero absoluto de linfocitos circulantes pode variar de acordo com a espécie, idade, sexo,
estacdo do ano, estado nutricional, presenca de hemoparasitas, metazoarios e na vigéncia de
processos inflamatdrios cronicos (FRYE, 1991).

Pouco se sabe sobre a origem e a funcdo dos azurdfilos, podendo-se afirmar

apenas que o aumento no numero ou alteragdo nas caracteristicas morfoldgicas sao indicativos

de processo infeccioso (HAWKEY; DENNETT, 1989).
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Os heterofilos possuem importante papel na defesa do organismo assumindo,
provavelmente, o papel representado pelos neutrofilos nos mamiferos. Sao células grandes
com nucleo excéntrico, de formato oval ou arredondado, e granulos intracitoplasmaticos que
se colorem em vermelho-alaranjado com corantes tipo Romanowsky. Estas células estdo
envolvidas com a morte celular, incluindo a quimiotaxia, opsonizagao, ingestao e lise (FRYE,
1991, HAWKEY; DENNETT, 1989). O numero de heteréfilos também pode estar
aumentado em casos de necrose tecidual. Em animais sadios os heter6filos representam de 30
a 45% do total de leucocitos, podendo atingir o indice de 65 % em casos de infeccao
bacteriana (FRYE, 1991).

Os basofilos sdao caracterizados pela presenca de grande quantidade de granulos
basofilicos citoplasmaticos que podem, até mesmo, impedir a visualizacdo do nucleo celular
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1995). Acredita-se que estas células estejam envolvidas com
processos alérgicos possuindo receptores para imunoglobulina E. Representam de 10 a 25%
do total de leucdcitos, podendo ter essa porcentagem diminuida em periodos de hibernagao

(FRYE, 1991).

3.6 O estresse e sua interacdo com a hematologia e imunidade das
serpentes

Segundo Aguirre et al. (1995), o estresse cronico e a imunossupressdo podem ser
acompanhados em uma populagdo de répteis através da analise dos niveis de corticosterona
plasmaticos e parametros sanguineos especificos como a contagem eritrocitaria, contagem
leucocitaria, determinacdo da hemoglobina e do hematdcrito, calculo do volume corpuscular
médio (VCM), da hemoglobina corpuscular média (HCM) e da concentragcdo de hemoglobina
corpuscular média (CHCM).

Segundo Bauer (2002), a corticosterona se liga a receptores presentes no interior
dos leucocitos, ocasionando, na maioria dos casos, uma imunossupressdo, caracterizada,
principalmente, por um aumento expressivo no numero sanguineo de neutrdfilos (=heterofilos
nos répteis) e uma reducdo importante na contagem de linfocitos, embora a contagem total de
leucocitos parega nao se alterar. O aumento da relagdo entre heterofilos/linfécitos, tem sido
usado para medir o estresse em frangos (GROSS; SIEGEL, 1983) e em tartarugas marinhas
(AGUIRRE et al., 1995).

41



E importante salientar que, nos homens, as mudancas na relagdo
neutréfilo/linfécito na  circulagdo decorrem da agdo dos glicocorticosterdides e da
noradrenalina, que promovem uma migracdo temporaria de leucdcitos do sangue para os
tecidos ou vice-versa (BAUER, 2002). Estudos demonstraram que, durante o estresse cronico,
os linfécitos migram para a medula Ossea, talvez como uma prote¢ao contra os efeitos nocivos
dos niveis elevados de glicocorticosterdides circulantes (MCEWEN, 1997) e que ocorre uma
reducdo na capacidade dos linfécitos de se multiplicarem, devido a uma reducdo na produgdo
de interleucina-2, uma citocina importante liberada pelo linfocito e capaz de ativar e induzir a
proliferacao celular (BAUER, 2002).

Saad et al. (1987) demonstrou que no lagarto Chalcides ocellatus, uma exposic¢do
curta e repetida de corticosterona exogena reduz a funcdo imunoldgica e que um aumento
sazonal no glicocorticosterdide enddgeno coincide com o seu periodo anual natural de
imunossupressao (SAAD; EL RIDI, 1990). Lance (1992) demonstrou que o estresse por
contengdo ou o implante de corticosterona em jacarés resultou em um decréscimo nos
linfocitos € em um aumento nos heterofilos.

Segundo Kelly (1985) a deplecdo de mondcito ¢ uma parte importante da
leucopenia induzida pelo glicocorticosterdide, pois diminui as células circulantes que
participam da fagocitose. Desta maneira, a fagocitose, a citolise bacteriana e a digestao
bacteriana também estdo diminuidas. Os glicocorticosterdides, aparentemente, inibem a
producdo de enzimas, tornam mais lento o processamento do antigeno e, assim, reduzem
quantitativamente a resposta imunoldgica.

Corticosterdides e hormonios sexuais parecem regular o sistema imunoldgico de
répteis (SAAD; EL RIDI, 1988; ZAPATA et al.,, 1992) e alterar as varias funcdes dos
linfocitos. Quando uma infec¢do se instala, essas células de defesa tém, por exemplo, a
capacidade de se multiplicar, o que aumenta as chances de remover o agente infeccioso.
Diversos estudos tém demonstrado que o estresse cronico diminui a proliferagdo linfocitaria, o
que também acontece no estado clinico depressivo em humanos (PICKERING et al., 1984;
SAAD; EL RIDI, 1988).

Segundo Roth (1985) o estresse pode levar a um aumento na susceptibilidade as

doengas, e esta condicao €, em parte, devido as alteragdes nas fungdes imunologicas.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Biotério de serpentes do Instituto Butantan e a extracéo de veneno

O Biotério de Serpentes do Instituto Butantan (IB) criado em 1962 mantém,
atualmente, cerca de 800 serpentes sendo que, aproximadamente, 100 sao da espécie Bothrops
jararaca. Todas as serpentes adultas sdo mantidas individualizadas em gaiolas plasticas de 60
x 40 x 15 cm que sao forradas com papeldao ondulado e guarnecidas com pratos plasticos para
agua. As salas onde sdo mantidos os animais sdo climatizadas, com temperatura média entre
25° a 27 °C e umidade relativa em torno dos 60%. Para melhorar a qualidade de vida dos
animais e a qualidade do veneno para a producdo de imunobioldgicos e desenvolvimento de
farmacos, medidas profilaticas e sanitarias sdo adotadas em todas as fases da criagdo
(quarentenas, salas de producdo de veneno e sala de filhotes).

Ao nascimento, as serpentes sdo levadas a sala de filhotes (Figura 4.1) onde sdo
mantidas em potes plasticos de 25 x 18 x 15 cm, forrados com papeldo ondulado e com um
pequeno prato de dgua (Figura 4.2). Esta sala mantém uma temperatura média entre 25° a 27
°C e umidade relativa em torno dos 60%. Sempre que necessario, os potes plasticos sao
limpos e a dgua trocada. Nesta sala os animais sdo alimentados, quinzenalmente, com filhotes
de camundongos provenientes do Biotério Central do IB. As serpentes permanecem nesta sala
até, aproximadamente, os trés anos de idade, quando passam para as salas de produgao de
veneno (SPV)

Nas SPV (Figura 4.3), as serpentes sdao submetidas a extracdo de veneno
mensalmente. Uma semana apds a extracdo os animais sao alimentados com camundongos
(Mus musculus) ou ratos (Rattus norvegicus) adultos provenientes do Biotério Central do IB.
Cada serpente recebe em média 10 a 20% do seu peso em alimentacdo. Este cuidado na
alimentacdo ¢ para evitar a obesidade, condi¢do comum em serpentes superalimentadas
mantidas em cativeiro.

As gaiolas, potes plasticos e a dgua s3o trocados sempre que necessario, lavados
em salas apropriadas para a lavagem e desinfetados com hipoclorito de sédio a 4%.
Anualmente todos os animais das SPV sdo vermifugados com ivermectina (0,2mg/Kg IM) e

praziquantel (8mg/Kg IM).

44



Figura 4.1- Sala de filhotes no biotério : —
Figura 4.2- Pote plastico em que os

de serpentes do Laboratorio N
de Herpetologia do Instituto ﬁlhot.es de, serpentes  sao
Butantan. Sio Paulo. 2006 mantidos até o segundo ano

’ de idade no Laboratorio de

Herpetologia do Instituto
Butantan. Sio Paulo, 2006

Figura 4.3- Sala de produgdo de veneno com gaiolas
plasticas no Laboratorio de Herpetologia
do Tnstitnto Rutantan Sao Panla 2006

Para diminuir a probabilidade de acidentes ofidicos com o extrator (pessoa que
extrai o veneno das serpentes), evitar o desperdicio de veneno e facilitar a extragdo do mesmo,
os animais sdo colocados em ambientes saturados de CO, por, aproximadamente, 5 minutos.
Com este procedimento os animais ficam sedados por um curto periodo de tempo, suficiente
para realizar a extragdo de veneno e retornar o animal para a sua gaiola (Figura 4.4). Este

procedimento é aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais no Instituto Butantan,

sendo utilizado desde 1984.
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O veneno ¢ extraido em um becker de vidro imerso em banho de gelo, com uma
cobertura plastica. A cada extracdo a cobertura plastica ¢ trocada para evitar infec¢ao entre as
serpentes. Outra medida profilatica ¢ a desinfec¢do das presas com alcool iodado a 2%, logo
apds a extragdo, para evitar infec¢des bacterianas. Apbs a extracdo, o veneno €
imediatamente submetido a um processamento laboratorial, quando ¢é centrifugado e
refrigerado a —20°C. Uma semana apoOs a extragdo os animais sdo alimentados conforme
descrito anteriormente.

Durante a rotina de extracdo de veneno ¢ recomendada a permanéncia de, no
minimo, duas pessoas na sala: o extrator e um auxiliar, que pesa e registra o peso dos animais
em fichas individuais e ajuda a segurar o ter¢o final das serpentes, caso elas acordem
repentinamente. No maximo sao permitidas trés pessoas na sala durante a extracdo de veneno;
acima deste nimero a concentracdo do extrator pode diminuir, arriscando a seguranca de

todos.

Figura 4.4- Procedimentos utilizados na extracdo de veneno no Laboratorio de Herpetologia do
Instituto Butantan. Sdo Paulo, 2006. A: Colocagdo do animal em recipiente saturado de
CO, . B: Extragdo de veneno em Becker de vidro com cobertura plastica. C: Retorno do
animal a sua gaiola, imediatamente apos a extragdo de veneno. Sao Paulo, 2004

4.2 Animais

Neste estudo foram utilizados 30 animais nascidos em cativeiro no ano de 2000,
pertencentes a oito ninhadas diferentes (Quadro 4.1), e que, no periodo do estudo, estavam
com trés anos de idade.
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Grupos Experimentais
A B C
Procedéncias Machos Fémeas Machos Fémeas Machos Fémeas

(n) (n) (n) (n) (n) (n)
Caucaia do Alto — SP 01 02 02
(1 ninhada)
Pomerode — SC 04 03 04 03 02 01
(5 ninhadas)
Sao Bento do Sul — SC 03 02 02
(1 ninhada)
Sao Paulo — SP 01
(1 ninhada)

Quadro 4.1- Origem das serpentes utilizadas neste experimento. Sdo Paulo, 2004
Legenda: n = numero de animais.

Estes animais foram divididos, aleatoriamente, em trés grupos distintos:

Grupo A (Controle): formado por 10 serpentes (7 machos e 3 fémeas) que
continuaram sendo mantidas na sala de filhotes durante o periodo de estudo. Os animais deste
grupo nao foram submetidos ao processo de extracdo de veneno e foram mantidos em caixas
de madeira medindo 25 x 35 x 15 cm, apos o segundo ano de vida. A dgua era oferecida a
vontade e a alimentacdo quinzenalmente.

Grupo B: neste grupo foram utilizadas 10 serpentes (5 machos e 5 fémeas) que
foram transferidas para uma sala de produc¢do de veneno no inicio do experimento, em
marco/03. Estas serpentes eram alimentadas mensalmente, conforme o cronograma de
extracdo. Este grupo ndo foi submetido a rotina de extragdo, mas tinha o seu manejo
modificado em relagdo a sala de filhotes, pois como ficavam em uma sala de producao de
veneno, uma vez por meés, presenciavam uma movimentagao constante de pessoas na sala
durante toda a parte da manha. Outra mudanca no manejo foi a troca do técnico responsavel
pela manutengdo da sala, pois as salas possuiam responsaveis distintos.

Grupo C: neste grupo foram utilizadas 10 serpentes (5 machos e 5 fémeas) que
foram transferidas para a mesma sala de producdo de veneno do Grupo B, em margo/03.
Este grupo, ao contrario do grupo anterior, foi submetido mensalmente a rotina de extragao de
veneno, passando pelos procedimentos descritos no item 4.1. Estas serpentes também foram
alimentadas uma vez por més, conforme o cronograma de extragdo. Os grupos B e C foram

alimentados no mesmo dia.
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4.3 Colheita de material

Antes dos animais do experimento serem transferidos da sala de filhotes para a
sala de produ¢do de veneno, duas amostras de sangue foram retiradas de cada um dos animais
dos 3 grupos, com um intervalo de, aproximadamente, 90 minutos entre elas. As amostras
sanguineas foram colhidas através da pun¢ao da veia coccigeana, com agulha 20 x 0,55mm e
seringas descartaveis sem adicdo de anticoagulante, com o animal contido fisicamente em

lago de Lutz (Figura 4.5).

Figura 4.5- Contencao fisica da serpente com lago de Lutz e pun¢do da veia coccigeana, no
Laboratorio de Herpetologia do Instituto Butantan. Sao Paulo, 2004

A cada dois meses, durante um periodo de 12 meses de estudo, duas pung¢des
sanguineas, perfazendo um total de 2mL, foram obtidas de cada animal dos trés grupos, com
intervalo de 90 minutos entre elas. As pungdes eram realizadas em até 120 segundos apds a
abertura da gaiola plastica e a contengao fisica do animal.

Apo6s a primeira colheita de amostra sanguinea, os animais dos grupos A e B,
depois de serem pesados, eram devolvidos as suas respectivas gaiolas, enquanto os animais do
grupo C eram pesados e postos, individualmente, em recipientes saturados de CO, para serem
submetidos a rotina de extracdo de veneno. Esta primeira amostragem sanguinea determinava
os valores séricos dos hormodnios esterdides sexuais e da corticosterona no primeiro
procedimento de conteng¢do fisica e, durante o experimento, foi chamada de procedimento de
conten¢ao (PC). A segunda colheita de sangue, realizada 90 minutos apds a primeira,
determinava os niveis séricos destes hormonios no segundo procedimento de contencao fisica
e/ou extracdo de veneno e foi denominada de procedimento de conten¢do e/ou extracao

(PCE).
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Logo apos a colheita de sangue extensdes sanguineas eram preparadas para a
realizagao da contagem celular diferencial. Uma aliquota de sangue era acondicionada em
tubo de ensaio plastico, sem anticoagulante, para a obten¢do de soro para os ensaios
hormonais e outra aliquota em tubo de ensaio pléastico heparinizado, para realizagdo dos
exames hematologicos. As colheitas de sangue eram realizadas nas mesmas datas para os trés

grupos experimentais e sempre na parte da manha.

4.4 Provas laboratoriais

4.4.1 Dosagens hormonais

As dosagens hormonais séricas de estradiol foram realizadas através da técnica de
radioimunoensaio (RIE), utilizando-se o conjunto comercial diagndstico com duplo anticorpo
DSL® (Diagnostic System Laboratories, Webster, Texas, USA). O principio desta técnica
baseia-se na reacao antigeno-anticorpo, usando-se como competidor o hormonio a ser dosado,

marcado com 'ZI.

Para dosagem de testosterona sérica utilizou-se a técnica de
radioimunoensaio (RIE) em fase so6lida, por meio de conjunto diagnodstico comercial (COAT-
A-A-COUNT, Diagnostic Products Corporation, Los Angeles, CA, USA) desenvolvido para
avaliacdo quantitativa de testosterona no soro humano. Para dosagem de corticosterona foi
utilizado conjunto diagndstico comercial duplo Anticorpo (MP Biomedicals, LLC,
Orangeburg, NY. USA — antiga ICN).

Estes conjuntos diagndsticos utilizam como elemento tragador o hormonio

marcado com %

I e apresentam pouca reagdo cruzada com os precursores especificos para
cada hormonio estudado. Todos os parametros de controle de qualidade dos ensaios
hormonais foram analisados conforme rotina empregada no Laboratério de Dosagens

Hormonais (LDH).
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4.4.2 Validacao dos conjuntos diagnosticos:

As validacdes dos conjuntos diagnosticos foram realizadas para o uso em soro de
B. jararaca, através do método de paralelismo. Este método permite indicar se a matriz
integra, onde estdo os hormdnios mensurados (soro sanguineo), estd interagindo com o
anticorpo do conjunto diagnostico de forma similar aquela dos hormonios usados como
padrdo, para isso foi utilizado um “pool” de amostras de baixa concentragdo hormonal
(valores proximos aos limites inferiores da curva padrdo). A esta amostra adicionamos
valores conhecidos dos hormdénios estudados, a fim de aproxima-los dos pontos da curva

padrao fornecida pelo conjunto diagndstico.

443 Hematologia:
Para acompanhar o estado geral dos animais durante o periodo de estudo e

verificar a sua resposta hematologica frente aos agentes estressores, exames hematologicos

foram realizados ao longo dos 12 meses de experimentagdo. Os exames realizados foram:

I. Volume Globular ou Hematdcrito:

A determinagdo deste valor foi realizada pela sedimentagdo total dos globulos
vermelhos através do processo do microhematocrito (BIRGEL, 1979). O volume de células

aglutinadas foi lido em cartdo de hematdcrito.

II. Contagem Total de Eritrocitos:

Para a contagem total de eritrocitos, 20uL. de sangue total heparinizado foram
diluidos em 4,0 mL de diluente isotonico de Natt e Herrick (1952). Apds a diluigdo, a
solucdo foi utilizada para o preenchimento da Camara de Neubauer e os eritrdocitos, presentes
em 5/25 casetas do reticulo central, foram contados com o auxilio de microscopio de luz em
aumento de 200 vezes. O numero total de eritrocitos foi obtido pela formula: n° de

eritrocitos x 100 x 10 x 5 e expresso em células/mm®
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III. Contagem total de leucocitos:

Para a contagem total de leucdcitos, 20ul de sangue total heparinizado foram
diluidos em 4,0 mL de diluente isotonico de Natt e Herrick (1952), sendo contadas as células
dos 16 quadrados simples localizados nos cantos da Camara de Neubauer. O numero de
leucocitos totais foi obtido pela formula: n® de leucocitos contados x 100 x 10 x 0,25 e

. 3
expresso em células/mm”.

IV. Contagem total de trombdcitos:

Para a contagem total de trombocitos, 20ulL de sangue total heparinizado foram
diluidos em 4,0 mL de diluente isotonico de Natt e Herrick (1952), sendo contadas as células
dos 16 quadrados simples localizados nos cantos da Camara de Neubauer. O numero de
trombocitos totais foi obtido pela formula: n° de trombdcitos contados x 100 x 10 x 0,25 e

expresso em células/mm’.

V. Determinacdo da concentracdo de hemoglobina:

A determina¢do da concentragdo de hemoglobina foi obtida através de leitura em
espectofotdometro, medida a 540nm, através da determinacdo colorimétrica da

cianometahemoglobina (BIRGEL, 1979).

VI. Contagem diferencial de leucocitos:

A contagem diferencial de leucdcitos foi realizada em extensdo sanguinea corada
com a solu¢do May-Grunwald e Giemsa modificada por Rosenfeld (ROSENFELD, 1947) e
observada com auxilio de microscopio de luz, com lente de imersdo. Foram contados um
total de 100 a 200 leucécitos/lamina e os diferentes tipos de leucdcitos foram anotados com

auxilio de um contador digital multiplo (Leucotron®).

4.5 Analise estatistica

Os dados foram analisados através do programa GraphPad Prism® versao 4.0 e
GraphPad InStat® versdo 3.0 para Windows (GraphPad Software, San Diego California -
USA). Através do aplicativo Guided Data Analisys, as varidveis foram testadas quanto a

normalidade dos residuos e a homocedasticidade. Caso ndo obedecessem a estas premissas
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eram transformadas (logaritmo na base 10 — Log;oX) e se a normalidade ndo fosse obtida
empregava-se uma analise ndo paramétrica. Caso os dados obedecessem as premissas era
realizada uma analise pramétrica.

Para analisar os dados entre machos e fémeas foi utilizado o Teste t-student ou,
quando necessario, o teste de Mann-Whitney. Para analisar as diferencas dentro do mesmo
grupo, em diferentes datas, foi utilizado ANOVA com dados repetidos ou o Teste de
Friedman. As diferencas entre os trés grupos foram analisadas utilizando ANOVA (fator
unico) ou Kruskal-Wallis. Para a comparag¢do multipla de médias foram utilizados os Testes
de Tukey ou o de Dunn. Para analisar os dados do PC e do PCE foram utilizados o teste t-
student (para amostras independentes ou pareadas), o teste de Mann-Whitney (para duas
amostras independentes) e o de Wilcoxon (para duas amostras pareadas).

Para avaliar a associacdo entre duas variaveis foi utilizada a andlise da correlacdo
linear simples, com célculo do coeficiente de correlagao (Pearson)

Para descri¢ao dos resultados, foram empregadas as médias e o erro-padrao dos
valores médios (média + erro padrao) dos dados originais e os niveis de significancia (p) dos
dados originais, quando obedecessem as premissas; dos dados transformados, quando
necessaria a transformacao; e dos dados analisados através de analise ndo paramétrica, quando
nao obedecessem as premissas € ndo houvesse transformagoes possiveis.

O nivel de significancia utilizado para rejeitar HO (hipotese de nulidade) foi de
5%, isto €, para um nivel de significancia menor que 0,05, considerou-se que ocorreram
diferencas estatisticas entre as varidveis classificatorias para uma determinada varidvel

resposta.
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5 RESULTADOS

5.1 Validacao dos conjuntos diagnosticos

Os valores das curvas obtidas a partir das dilui¢des do hormdénio marcado em
“pool” de amostras de soro para estradiol, testosterona e corticosterona apresentaram alta e
significativa correlacdo com as curvas padroes dos conjuntos diagnosticos (Graficos 5.1,5.2 ¢
5.3). Os valores de =R? foram 0,99 para o estradiol sérico, 0,98 para a testosterona sérica e

0,99 para a corticosterona sérica. Nos trés ensaios p<0,008.
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Grafico 5.1 — Representagdo grafica da curva de
regressao linear entre a curva formada
pelas concentragdes de um “pool” de
amostras de soro em diluigGes
sucessivas e a curva padrio do
conjunto DSL® MedLab para
dosagem de estradiol. Sdo Paulo, 2006
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5.2-Representagdo grafica da curva de
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5.2 Controle de qualidade do radioimunoensaio

O controle de qualidade dos ensaios realizados para dosagem sérica de estradiol,

testosterona e corticosterona baseou-se na analise dos coeficientes de variagdo intra- ¢ inter-

ensaio.

Para os ensaios séricos de estradiol todos os coeficientes de variagdao intra-ensaio

foram inferiores a 11% e o inter-ensaio inferiores a 8%. A concentracdo minima detectada foi

de 0,38 pg/mL (Tabela 5.1).

Tabela 5.1 - Controle de qualidade dos ensaios de estradiol em amostras de soro de B.

jararaca. Sao Paulo, 2006

CPM Cap.lig L.N.E. Sensibilidade CcVv CVv
Ensaio Intra Intra
total (B/B0) (%0) % (dose) baixo alto
1 15131 80% 1,87 95,03 (0,38) 2,76% 6,16%
2 24097 48% 1,35 91,80 (0,75) 4,24% 3,75%
3 22317,5 49% 1,34 91,14 (0,55) 4,19% 10,24%
CV Inter ensaio 0,55% 7,11%

Para a testosterona sérica os coeficientes intra-ensaio nao excederam 9,6% e o

inter-ensaio 2,88%. A concentragdo minima detectada foi de 0,01ng/dL (Tabela 5.2).

Tabela 5.2 - Controle de qualidade dos ensaios de testosterona em amostras de soro de B.

jararaca. Sao Paulo, 2006

CPM Cap.lig L.N.E. Sensibilidade CcVv CVv

Ensaio Intra Intra
total (B/B0) (%) % (dose) baixo alto

1 47867 48% 0,34 96,9 (0,001) 9,6% 2,4%

2 38968 48% 0,36 94,9 (0,05) 3,0% 1,2%

3 37940,5 51% 0,53 95,9 (0,05) 4,1% 0,5%

CV Inter ensaio 2,88% 0,22%
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Para a corticosterona sérica os coeficientes de variacdo intra-ensaio foram
inferiores a 9,58% e o inter-ensaio inferiores a 4,09%. A concentragdao minima detectada foi

de 3,63 ng/mL (Tabela 5.3).

Tabela 5.3 - Controle de qualidade dos ensaios de corticosterona em amostras de soro de B.
jararaca. Sao Paulo, 2006

CPM Cap.lig L.N.E.  Sensibilidade CcVv CcVv

Ensaio Intra Intra
total (B/B0) (%) % (dose) baixo alto

1 37191 54% 1,74 93,0 (4,32) 4,33% 5,38%

2 33835 54% 1,84 93,0 (3,81) 3,75% 2,88%

3 33779 54% 1,81 91,6 (3,63) 1,97% 3,12%

4 32835 54% 1,75 91,2 (7,05) 5,76% 6,26%

5 28599 59% 3,15 90,7 (6,00) 9,58% 7,63%

CV Inter ensaio 0,58% 4,09%

Todos os coeficientes de variagcdo ficaram dentro do padrdo esperado de até 15%

(CHAARD, 1995) e confirmaram a qualidade dos ensaios realizados.

5.3 Resultados biométricos das serpentes

Em relacdo ao comprimento, verificamos que nao houve diferencas estatisticas
dentro dos grupos e nem entre os grupos, nas diferentes datas, mas houve diferencas
estatisticas entre os machos e as fémeas em todos os grupos experimentais, sendo as fémeas
sempre maiores. As médias e o erro padrdo dos valores médios (EPM) do comprimento
rostro-cloacal (CRC) dos machos e das fémeas foram de 76,8 cm = 1,5 cm ¢ 104,0 cm £ 4,6
cm, respectivamente (p<0,0001) no Grupo A; 86,1 cm = 43 cm e 95,2 cm + 3,6 cm,
respectivamente (p<0,001) no Grupo B e 874 cm £ 4,6 cm e 99,8 cm + 3,0 cm,
respectivamente (p<0,004) no Grupo C.

Quanto ao peso, as fémeas apresentaram valores maiores, estatisticamente
significantes, em relacdo aos machos sendo, aproximadamente, trés vezes mais pesadas

(Tabela 5.4). As fémeas do Grupo A ndo apresentaram diferengas estatisticas no peso ao
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longo do experimento, embora no grafico 5.4 possa se perceber um aumento gradativo,
chegando ao final com um aumento de, aproximadamente, 20% na média do peso inicial. As
fémeas do Grupo B apresentaram um aumento progressivo no peso, estatisticamente
significante a partir de setembro/03, com uma pequena queda em janeiro/2004; ao final do
experimento estas fémeas apresentaram um ganho de peso de 30% na média do seu peso
inicial. As fémeas do Grupo C apresentaram uma maior oscilagdo no peso durante o periodo
de estudo, mas observamos um aumento estatistico em novembro/03 e marco/04; estas
fémeas chegaram ao final do estudo com um aumento de 17% na média do seu peso inicial.

Comparando-se as fémeas dos diferentes grupos experimentais, percebe-se que o
perfil ¢ muito parecido, havendo diferenga estatistica apenas no més de novembro/03, quando
houve uma queda na média do peso do Grupo A.

Os machos do Grupo A apresentaram um aumento significativo no peso a partir de
setembro/03, chegando ao final do experimento com um acréscimo de 53% na média do peso
inicial. Os machos dos Grupos B e C ndo apresentaram diferengas estatisticas no peso ao
longo do experimento (Tabela 5.4).

Comparando-se os machos dos diferentes grupos experimentais percebe-se que os
perfis dos Grupos B e C sdo muito parecidos (Grafico 5.4), tendo ambos se diferenciado
estatisticamente do Grupo A nos meses de janeiro/04 e marco/04, embora, graficamente, se
perceba esta diferenca a partir de setembro/03.

Durante o periodo de estudo, todos os animais se alimentaram normalmente.
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Tabela 5.4 - Valores médios do peso (g) de fémeas e machos dos Grupos A, B e C, com seus
respectivos erros-padrido dos valores médios (EPM). Sdo Paulo, 2004

Peso médio das fémeas + EPM Peso médio dos machos + EPM

Data Grupo A Grupo B Grupo C Grupo A GrupoB  Grupo C
Margo/2003 282+33 286+26% 305+46" |94+4" 97+7 101 £ 14
Maio/2003 [ 292+36 306+362° 316+44" |[9]1+3° 87+ 6 93 + 13

Julho/2003 [ 307+47  330+422° 341+43% [104+5"  88+3 95+ 11
Setembro/2003 | 320 +46 348 +39° 329+48" |117+10° 89+3 91 £ 12
Novembro/2003 | 303+47%* 370 +36*° 356+ 51*° [ 123+ 7° 94+4 10112
Janeiro/2004 | 336+ 68  341432° 336+48" | 150+ 8% 94+ 6* 93 + 9%
Marco/2004 | 340+89 369 +46° 357+48" | 144 +12°%*% 86+7% 89+ 12*%

Legenda: EPM (erro padrao dos valores médios). Letras diferentes significam diferengas estatisticas dentro do
mesmo grupo. Diferengas significantes entre os grupos de mesmo sexo estdo assinaladas com asterisco (*).
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Grafico 5.4- Representagdo grafica dos valores médios dos
pesos de machos e fémeas dos Grupos A, B e
C. Sao Paulo, 2004
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5.4 Resultados hematologicos

Os resultados hematolédgicos das fémeas e dos machos dos Grupos A, B e C estao
apresentados nas tabelas 5.5, 5.6 e 5.7, respectivamente. Os resultados totais (machos e
fémeas somados) dos diferentes grupos estdo apresentados nas tabelas 5.8, 5.9 ¢ 5.10.

Nas comparacdes entre machos e fémeas observamos diferencas estatisticas em
alguns pardmetros hematolégicos como: nimero de eritrocitos/mm’, numero de
leucécitos/mm’, hematdcrito e hemoglobina. No Grupo B as fémeas apresentaram valores
mais altos de eritrocitos no final do experimento do que os machos. Em relacdo aos
leucocitos, observamos diferencas no Grupo B, no més de janeiro/04 e no Grupo C, nos
meses de novembro/03 e janeiro/04, com as fémeas apresentando valores mais elevados. As
fémeas também apresentaram maiores indices de hemoglobina nos meses de julho/03 (Grupos
B ¢ C), em setembro/03 no Grupo B e em janeiro/04 no Grupo C; e nos valores de
hematocrito no Grupo A em maio/03, no B nos meses de setembro/03 e margo/04; e no C em
maio/03.

Em relacdo a contagem total de eritrécitos (Graficos 5.5 e 5.6), as fémeas e
machos do Grupo A apresentaram um perfil semelhante, onde observamos uma queda
gradativa nos valores de julho/03 a novembro/04. Nos Grupos B e C, ambos os sexos também
se comportaram de maneira similar, apresentando uma diminuicdo estatistica significante

apenas no final do experimento, quando comparado aos valores iniciais.
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Grafico 5.5- Variagdo anual da média do n° de eritrocitos x 10°/mm’® dos
machos dos Grupos A, B ¢ C, com seus respectivos EPM.
Sao Paulo, 2004
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Grafico 5.6 - Variacdo anual da média do n° de eritrocitos x 10°>/mm’® das
fémeas dos Grupos A, B e C, com seus respectivos EPM.
Letras diferentes significam diferengas estatisticas entre os
grupos. Sao Paulo, 2004
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Tabela 5.5 - Valores hematoldgicos médios dos machos e das fémeas do Grupo A com seus respectivos erros-padrdao dos valores médios (EPM).

Sao Paulo, 2004
Margo /2003 Maio /2003 Julho/2003 Setembro/2003 Novembro/2003 Janeiro/2004 Margo/2004

Parametros
Hematologicos média =+ EPM média =+ EPM média =+ EPM média =+ EPM média =+ EPM média + EPM média + EPM

machos fémeas | machos fémeas | machos fémeas | machos fémeas | machos fémeas | machos fémeas | machos  fémeas
CTE (10°céls/mm®) 623+46 577+102 | 498+64 737+158 | 427+37 610+165 | 320+19 453+£105 | 326+64  347+54 | 398+37  497+99 428+49 460+ 116
CTL (10°%céls/ mm®) | 108+1,8 6,0+1,0 | 99407 53+3,0 | 83+20 53+14 | 159+1,6 13,0+03 | 81+1,1 58+27 | 7,7+0,6 87+22 | 48+09 53+3,]1
CTT (10%céls/ mm®) | 103424 72420 | 114+21 95+40 | 10,6+21 12,0+40 | 241421 147+1,1| 7312 77+19 | 69+21 77+23 | 72+11 82+17
HGB (g/dL) 76+13  86+21 | 62402 72+17 | 66+05 7010 | 56+04 6,6+10 * * 50+02 64+ 10 | 58+05 69+1,1
HT (%) 241 27+4 1942 2742 18+ 1 2+3 16+ 1 18+3 19+2 242 212 26+2 20+ 1 25+3
VCM (fL) 351+ 19 474+ 21 401 £+ 46 395 +76 434 £+ 20 396 + 66 502 £ 36 413+19 | 768+152 715+110 | 531+63 558+126 509+ 71 584 + 85
HCM (pg) 126 + 27 145+ 12 137+ 16 101 +16 | 156+14,4 124+18 178 £ 11 150+ 8 * * 124+ 7,8 133 +£21 143 +£ 16,7 158+ 18
CHCM (g/dL) 384+£10 31,0£3 | 34943 2645 36241 320+1 | 356+1  360+1 * * 237+ 1 250+2 | 283+0,7 27,0+1
HD % 37+1,8 7046 | 1,7+07 20+12 | 1,7+10 1,0£1,0 | 3,0+1,6 23+14 | 1,5+06 43+20 | 46+13 93+35 | 21+09 0,5+0,5
HI % 5014  77+77 | 1,0+04 30+15 | 18+10 80+26 | 63+35 47+09 | 08+08 07+07 | 43+1,6 113+1,8| 20+04  0,55+0,5
A% 23+03 97+77 | 1302 243+79| 07+0,1 147+35 | 1,5+03 83+64 | 04+0,1 97+57 | 1,104 23+75 06+02  45+35
B % 18404 57+23 | 18+03 87+29 | 06+0,1 83+59 | 21+03 43+12 | 0,7+0,1 3,0+06 | 12403 70+21 | 08+02  45+35
L% 51+6 70 + 24 66+ 4 63+ 8 82+3 68 + 10 65+7 80+9 82+3 82+7 59+£8 49+ 10 67=+5 90 +7

CTE (contagem total de eritrocitos), CTL (contatgem total de leucocitos), CTT (conagem total de trombocitos), HGB (Hemoglobina), Ht (hematocrito), VCM (volume corpulcular
médio), HCM (hemoglobina corpuscular média), CHCM (concentra¢do de hemoglobina corpuscular media), HD (heteréfilos degranulados), HI (heterdfilos intactos), A (Azurofilos), B

(basofilos) e L (linfocitos). * Dosagem de hemoglobina ndo foi realizada. Letras diferentes significam diferencgas estatisticas entre machos e fémeas nas mesmas datas.
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Tabela 5.6 - Valores hematoldgicos médios dos machos e das fémeas do Grupo B com seus respectivos erros-padrao dos valores médios (EPM).

Sao Paulo, 2004

Margo /2003 Maio /2003 Julho/2003 Setembro/2003 Novembro/2003 Janeiro/2004 Marg¢o/2004
Parametros
Hematologicos média =+ EPM média =+ EPM média =+ EPM média =+ EPM média =+ EPM média + EPM média + EPM

machos  fémeas | machos fémeas | machos fémeas | machos fémeas | machos fémeas | machos fémeas | machos  fémeas

CTE (10°céls/mm’) | 630+42  702+124 | 534+£54  662+93 | 576+£27  534+95 | 502442 67469 | 530+86 774+121 | 504+57  562+89 | 392+15° 620+87°
CTL (10°céls/ mm®) | 7,6£2,0 56+1,3 | 142419 93+25 | 62+1,1 46+09 | 10£09 81+11 | 89+22 80+12 | 1031,1° 60+08"| 6720  7.6+24
CTT (10%éls/ mm?) | 69+22 85+20 | 10,125 72+17 | 124+3,0 70+0,9 | 67+12 67+1,1 | 67+1,1 89+25 | 72+1,5 64+09 | 54+15 69+12
HGB (g/dL) 54405  86+2 | 51+04 7242 |55:101° 70+1° |52+03° 66+1° * * 62+14  56+1 10,1£62  6,0+04
HT (%) 2242 2542 18+1 23+3 17+1 2+3 1712 24 +2° 2042 2642 21+1 2742 15+22 24420
VCM (fL) 346 + 32 386 41 342 +£23 364 + 28 311 +31 451 + 81 336 +£23 383 £61 403 + 59 364 + 46 430+£51 551 +148 384 + 39 396 + 36
HCM (pg) 86+ 7 111+ 15 99+ 9 100 £+ 12 95+ 6 145+ 19 106 + 9 108 + 15 * * 124 + 25 137+ 34 255+ 154 101 + 10
CHCM (g/dL) 25+1 28+ 1 20+ 1 28+ 3 32+£2 3443 32+£2 29+ 1 * 32+ 10 30£7 25+ 1 26+2 25+04
HD % 7+3 6,5+3 3+1 1+0,6 7+3 4+2 8§+5 3+1 12+5 6+2 18+6 5+2 9+6 4+0,5
HI % 8+3 5+3 02402 4+3 6+1 1+04 4+2 241 4+3 2407 5+1 241 3+1 241
A% 17+1 9+2 16+ 4 6+2 15+3 10+2 12+2 12+2 13+£3 7+1 26+ 8 23+ 6 10£5 12+£3
B % 20+ 3 23+ 6 10+ 4 9+2 13+£2 13+3 11+3 7+1 9+2 11+1 10£3 11+4 S+1 8+2
L% 45+ 7 56+7 71+ 6 82+2 59+ 8 73+3 65+7 76+ 4 62+ 8 74+3 41+ 10 58+ 10 72+8 74+£5

CTE (contagem total de eritrocitos), CTL (contatgem total de leucocitos), CTT (conagem total de trombdcitos), HGB (Hemoglobina), Ht (hematécrito), VCM (volume corpulcular
médio), HCM (hemoglobina corpuscular média), CHCM (concentra¢do de hemoglobina corpuscular media), HD (heteréfilos degranulados), HI (heterdfilos intactos), A (Azurofilos), B

(basofilos) e L (linfocitos). * Dosagem de hemoglobina ndo foi realizada. Letras diferentes significam diferencgas estatisticas entre machos e fémeas nas mesmas datas.
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Tabela 5.7 - Valores hematoldgicos médios dos machos e das fémeas do Grupo C com seus respectivos erros-padrao dos valores médios (EPM).

Sao Paulo, 2004
Margo /2003 Maio /2003 Julho/2003 Setembro/2003 Novembro/2003 Janeiro/2004 Marg¢o/2004

Parametros
Hematologicos média =+ EPM média =+ EPM média =+ EPM média =+ EPM média =+ EPM média + EPM média + EPM

machos fémeas | machos fémeas | machos fémeas | machos fémeas | machos fémeas | machos fémeas | machos  fémeas
CTE (103céls/mm3) 438+93 672+ 118 | 512+114 63651 428 £ 55 550 £ 82 460+ 60 482+100 | 512+144 534+74 | 232+104 468+104 354 +44 510+ 78
CTL (10°céls/ mm®) | 9,421 76+14 | 149+40 133+1,6 | 12,5+34 80+2,6 | 141+£2,0 13,1+14 | 96415 16,012 b 12,0£1,5° 6,2 10,4'3 4,5+0,8 7,0+1,1
CTT (10°%céls/ mm®) | 10,0+33 84+21 | 141436 97+16 | 17,0£2,8 147+32 | 137+13 96+1,7 | 99+1,7 151+44 | 13,7+38 105+28 | 61+1,6 69+6,0
HGB (g/dL) 59+1,2 6,8 +0,5 5,6 £0,8 83+0,9 | 49+06" 74+08 bl 56+04 8,1+2,6 * * 29+04" 5,6+0,7 b 3,7+0,7 5,2+0,5
HT (%) 17+2 26+ 4 17+2 26+2 16+1%  24+2° 17+1 21+4 18+ 1 23+1 15+2 242 15+3 20+2
VCM (fL) 484+107 404+£50 | 394+100 412421 393 + 31 471 £ 54 401 + 61 435+ 18 | 512+244 473+ 70 462 + 54 534 + 86 427+ 46 410+ 52
HCM (pg) 139 + 27 116 + 21 123 + 27 132+ 9 119+ 18 144 + 18 107 £ 15 181 + 60 * * 324 + 201 134+ 20 105+ 14 105+ 9
CHCM (g/dL) 30£5 28+2 32+£2 32+1 31+4 30+ 1 27+ 1 43 + 15 * * 19+04 25+0,5 24+ 1 26+ 1
HD % 3+2 6+3 4+3 2+0,5 2+2 3+1 8+3 5+1 6+3 4+2 8+2 2+0,7 3+2 2+1
HI % 8§+7 2+1 2+1 2+1 3+2 2+1 1+0,7 2+1 3+£3 0,6 £0,6 5+3 5+2 2+1 7+5
A% 135 12+3 25+ 6 14+4 10+ 6 14+4 19+3 9 +1 21+4 9+2 27+9 21+ 6 22+4 23+7
B % 6+1 10+5 15+ 1 8+5 542 61 4+1 5+2 5+2 3+£06 3+1 52+0,5 7+1 6,742
L% 68 £ 14 69+ 7 55+9 73+£7 79+7 75+3 68 £3 79+3 64 +7 81+3 57+9 67+6 66 +4 58+13

CTE (contagem total de eritrdcitos), CTL (contatgem total de leucocitos), CTT (conagem total de trombdcitos), HGB (Hemoglobina), Ht (hematocrito), VCM (volume corpulcular
médio), HCM (hemoglobina corpuscular média), CHCM (concentracdo de hemoglobina corpuscular media), HD (heterdfilos degranulados), HI (heterofilos intactos), A (Azurofilos), B

(basofilos) e L (linfocitos). * Dosagem de hemoglobina ndo foi realizada. Letras diferentes significam diferencgas estatisticas entre machos e fémeas nas mesmas datas.
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Tabela 5.8. Valores hematoldgicos médios do Grupo A com erros-padrao dos valores médios (EPM). Sdo Paulo, 2004

Margo /2003 Maio /2003 Julho/2003 Setembro/2003 | Novembro/2003 | Janeiro/2004 Marg¢o/2004
Parametros
Hematologicos | Média+EPM | Média+EPM | Média+EPM | Média+EPM | Média+EPM | Média=EPM | Média+ EPM
CTE (10°céls/mm®) 609 £ 41° 570 £70° 482 £57% 360 +36° 359 +42° 435 + 42 439 £ 46
CTL (103céls/mm3) 9ila,c 10+ IAAb 7+ 1,4(“: 15+ lb 7+1%¢ 8i0,83'° 5-1°
CTT (10°céls/ mm®) 9+2° 11+2° 11+2° 212 7£09° 7£1° 7£08°
HGB (g/dL) g8+1° 6+0,5° 7+0,4° 6+0,4° * 5+04° 6+0,5°
HT (%) 23+2° 2142° 19+1% 17+1° 20 + 1%° 23+ 1P 224280
VCM (fL) 388 £24% 399 £37% 422 +£22° 475 £28%° 752 + 108° 541 £56*° 534 + 54°°
HCM (pg) 132+ 19° 126 +13* 146 +7° 169+ 9* * 127 +£8* 147 +12°
CHCM (g/dL) 36+ 7% 324340 35+1° 36+0,7° * 24+1° 28+0,5°
HD % 5+ 211,1) 6+ 0,5 ab 1+ 0’721 341 ab 24+ O,SH‘h 6+1 ab 24+ 0,717
()
HI % 6+£2° 1+ 07" 4+£1° 6+£2° 1£0,6° 6+£2° 2+£0,4°
0
19+4° 16+£3° 10+1° 10+£3° 7+£2° 19+4° 11+ 2°
A%
13+2° 15+3° 7+2° 11+2° 7+2° 12+2° 134+3°
B %
57 +8%° 65+3"° 78 +4° 70+ 6° 82 +3% 56+7° 72+5°
L %

CTE (contagem total de eritrocitos), CTL (contatgem total de leucocitos), CTT (conagem total de trombocitos), HGB (Hemoglobina),
Ht (hematocrito), VCM (volume corpulcular médio), HCM (hemoglobina corpuscular média), CHCM (concentragdo de hemoglobina
corpuscular media), HD (heterofilos degranulados), HI (heterofilos intactos), A (Azurofilos), B (basofilos) e L (linfocitos). *
Dosagem de hemoglobina ndo foi realizada. Letras diferentes significam diferengas estatisticas no parametro hematolégico nas
diversas datas.
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Tabela 5.9. Valores hematolégicos médios do Grupo B com erros-padrdo dos valores médios (EPM). Sao Paulo, 2004

Margo /2003 Maio /2003 Julho/2003 Setembro/2003 | Novembro/2003 | Janeiro/2004 Margo/2004
Parametros
Hematologicos Média+EPM | Média = EPM Média+ EPM | Média+EPM | Média+EPM | Média+EPM | Média+ EPM
CTL (10°céls/ mm?) 7+1° 12+2° 5+1° 9+1%® 8+1%® 8§+10% 7+1%®
CTT (10°céls/ mm®) 7+1° g+1° 10+£2° 6+1° 8+1° 7+1° 6+1°
HGB (g/dL) 6+0,5° 6+0,5"° 6+04° 6+04° * 6+1° 8§+3*
HT (%) 23+1% 21 +2%¢ 204+2% 20 + 24 23 +2%¢ 24 +2°¢ 19+2°
VCM (fL) 366 £26° 353+ 17° 389 +51° 359 +32° 383 +36° 491 +77° 390 +25°
HCM (pg) 99+9° 99 +7° 125+ 13° 107 +8° * 130 £20 178 +77°
CHCM (g/dL) 27+1° 28+2° 33+2° 30+1° * 28+3° 52426°
HD % 6+2° 2+0,6° 5£2° 2+3° 9+3° 11£3° 6+3°
HI % 7+2° 24 1° 3+1° 5+1° 3+1° 3+1° 3-1°
A% 13£2° 11+£3° 12+£2° 12+£1° 10£2° 24 4% 11£3°
B % 21+3° 10£2° 13+2° 9-2° 10£1° 10+2° 7+1°
L% 50+ 5% 76 +4° 66+ 5% 70 + 4° 68+ 5% 50+7° 73 +4°

CTE (contagem total de eritrocitos), CTL (contatgem total de leucocitos), CTT (conagem total de trombocitos), HGB (Hemoglobina), Ht
(hematocrito), VCM (volume corpulcular médio), HCM (hemoglobina corpuscular média), CHCM (concentragdo de hemoglobina
corpuscular media), HD (heteréfilos degranulados), HI (heterdfilos intactos), A (Azurofilos), B (basoéfilos) and L (linfécitos). * Dosagem
de hemoglobina nao foi realizada. Letras diferentes significam diferencgas estatisticas no parametro hematologico nas diversas datas.
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Tabela 5.10. Valores Hematoldgicos médios do Grupo C com erros-padrdo dos valores médios (EPM). Sao Paulo, 2004
Margo /2003 Maio /2003 Julho/2003 Setembro/2003 | Novembro/2003 | Janeiro/2004 Marg¢o/2004

Parametros
Hematologicos Média + EPM Média + EPM Média + EPM Média+ EPM | Média+ EPM | Média+ EPM | Média £+ EPM
CTE (10°céls/mm®) 555+8° 574+ 62° 505+ 53" 471 +55° 524 +70° 393+ 70° 423 +54°
CTL (10°céls/ mm®) 8g+1%® 14+2° 11£2%® 14+1° 13£1° 9+1%® 6+1°
CTT (10°céls/ mm?*) 942 12+£2% 16+£2° 12+1% 13£3% 12+£2% 6+1°
HGB (g/dL) 6+£1° 7£1° 61" 6+£1° * 4+ 1° 4£0,5°
HT (%) 21+2° 22420 21+2° 19+2° 21+1° 19+£2° 17+2°
VCM (fL) 444 +57° 403 + 48° 431 +36° 418 £31° 435+95° 562 +81° 420+32°
HCM (pg) 127 +16° 127 £ 13° 127 +13° 144 +32° * 115+ 14° 105+ 8°
CHCM (g/dL) 29 +£3* 32+£1° 3£2° 35+8° * 23+1° 25+ 1°
HD % 5+2° 3+1° 3+1° 6+1° 6+2° 4+1° 2+1°
HI % 5+3° 2+ 1° 3+£1° 1+£1° 2+£2° 5+1° 4+£2°
A% 13+£3° 19+4° 12+4° 14+2° 15+£3° 23+5° 22+4°
B % 8+3° 12+2° 5+1° 4+1° 4+1° 4+1° 7+1°
L% 69+7° 64+6" 77 £4° 74+£3° 73+ 5" 63+5" 63+6"°

CTE (contagem total de eritrocitos), CTL (contatgem total de leucocitos), CTT (conagem total de trombocitos), HGB (Hemoglobina), Ht
(hematocrito), VCM (volume corpulcular médio), HCM (hemoglobina corpuscular média), CHCM (concentragdo de hemoglobina
corpuscular media), HD (heterofilos degranulados), HI (heterofilos intactos), A (Azurofilos), B (basofilos) and L (linfocitos). * Dosagem
de hemoglobina nao foi realizada. Letras diferentes significam diferencgas estatisticas no parametro hematologico nas diversas datas.



Comparando-se os diferentes grupos, machos e fémeas separadamente,
observamos que entre as fémeas dos trés grupos nao houve diferencas estatisticas quanto ao
valor da hemoglobina e do hematocrito, mas observamos diferencas significantes em relacao
ao numero de eritrécitos (Grafico 5.6) e ao de leucdcitos no més de novembro/03, quando a
média do Grupo A sofreu uma queda e a média do Grupo C apresentou um aumento,
respectivamente (Grafico 5.7).

Em relagdo aos machos, os Grupos A e B iniciaram o experimento com valores
mais altos de eritrocitos, mas em setembro/03 o Grupo A teve uma diminui¢do significante, se
diferenciando dos demais grupos. Neste mesma data, o nimero de leucocitos e o valor da
hemoglobina estavam mais altos no Grupo A do que no B. Em janeiro/04 observamos uma
diferenca no niimero de leucocitos entre os Grupos B e C, com valores mais altos para o

ultimo grupo (Grafico 5.8).
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Grafico 5.7- Variagdo anual da média do n°® de leucécitos x 10°/mm’ das
fémeas dos Grupos A, B e C, com seus respectivos EPM.
Letras diferentes significam diferengas estatisticas, nas
mesmas datas, entre os grupos. Sdo Paulo, 2004
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Grafico 5.8- Variagdo anual da média do n° de leucécitos x 10°/mm® dos
machos dos Grupos A, B e C, com seus respectivos EPM. Sao
Paulo, 2004

Nos demais parametros hematolégicos ndo foram detectadas diferencas
significantes entre os machos e as fémeas, sendo que as andlises estatisticas foram realizadas
com o numero total de animais que compunha cada grupo.

Considerando-se os resultados totais para cada grupo, observou-se que no Grupo A
houve uma aumento estatistico no numero de trombocitos em setembro/03, quando
comparados ao inicio do experimento. Nem no Grupo B e nem no Grupo C houve diferengas

estatisticas quanto ao nimero de trombocitos (Grafico 5.9).
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Grafico 5.9 - Variagdo anual da média do n° de trombocitos/mm’ dos
animais dos Grupos A, B e C. Diferengas estatisticas entre
os grupos, nas mesmas datas, estdo representadas por letras
diferentes. Sdo Paulo. 2004
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Na contagem especifica de leucédcitos o Grupo A apresentou uma pequena queda
na porcentagem de heterofilos degranulados em julho/03 e novembro/03 (Grafico 5.10) e um
aumento nos linfocitos no més de novembro/03 (Gréfico 5.11). O Grupo B apresentou um
aumento significante no nimero de linfocitos nos meses de maio/03 e mar¢o/04, um aumento
estatistico na porcentagem de azuréfilos em janeiro/04 (Grafico 5.12) e uma queda gradativa
na porcentagem de baséfilos em relacao ao inicio do experimento (Grafico 5.13). No Grupo
C, ao contrario do Grupo B, houve um aumento significativo na porcentagem de basoéfilos no
més de maio/03.

Comparando-se os dados dos trés grupos, observa-se que os Grupos B e C
apresentaram um perfil anual semelhante na contagem total de trombdcitos, conquanto
existam algumas diferencas estatisticas em alguns meses, conforme pode ser verificado no
grafico 5.9. O Grupo A se diferenciou dos demais grupos, principalmente no més de
setembro, onde verificou-se um aumento no nimero de trombocitos.

Comparando-se os trés grupos, em relacdo a contagem especifica de leucocitos,
ndo detectamos diferengas significantes quanto aos heterdfilos degranulados (Hd) (Grafico
5.10), linfécitos (Grafico 5.11), azurdfilos (Grafico 5.12) e heterofilos integros (Hi) (Grafico
5.14). Entre os Grupos B e C encontramos diferengas estatisticas na porcentagem de
basofilos nos meses de margo/03, julho/03 e novembro/03, sendo que o Grupo B apresentou

os maiores valores (Grafico 5.13).
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Grafico 5.10- Variagdo anual da porcentagem de heterdfilos
degranulados dos animais dos Grupos A, B e C, com
seus respectivos EPM. Sao Paulo, 2004
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Grafico 5.11- Variagdo anual da porcentagem de linfocitos dos animais dos

Grupos A, B ¢ C, com seus respectivos EPM. Sao Paulo,
2004
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Paulo, 2004
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Grafico 5.13- Variagdo anual da porcentagem de basofilos dos animais

dos Grupos A, B e C, com seus respectivos EPM. Letras
diferentes significam diferencas estatisticas entre os grupos,
nas mesmas datas. Sdo Paulo, 2004
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Grafico 5.14- Variagdo anual da porcentagem de heterofilos integros dos

animais dos Grupos A, B e C, com seus respectivos EPM.
Sédo Paulo, 2004
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A presenga de eritrocitos imaturos na circulagdo sanguinea foi uma constante

durante o periodo de estudo nos animais dos trés grupos (Figura 5.1).

Figura 5.1- Presenca de hemacia imatura (seta branca) ao lado de um
azurofilo (seta preta) em extensdo sanguinea de
B.jararaca, corada com solu¢do May-Grunwald e Giemsa
modificado por Rosenfeld, visualizada em microscopio de
luz em aumento de 1000x

Nos trés grupos experimentais foram analisadas as correlacdes entre a
porcentagem de linfocitos e a de Hd, Hi e a soma dos dois tipos de heterofilos. Nos grupos A
e B encontramos correlagdes negativas significantes e de média intensidade entre a
porcentagem de linfocitos e a dos diferentes tipos de heterofilos, enquanto no Grupo C a
correlagdo entre a porcentagem dos linfocitos € a dos Hd ndo foi significante.

Os perfis das relagdes Hd/linfocito e Hi/linfocito foram semelhantes nos Grupos
A e B, onde podemos perceber uma queda em maio/03 e um aumento gradativo até o més de
janeiro/04 para novamente sofrer uma queda em margo/04 (Grafico 5.15). Os valores do
Grupo B foram sempre mais elevados do que os do Grupo A na relagao Hd/linfocito. O Grupo
C apresentou uma relagdo Hd/linfocito mais baixa do que os demais grupos e, praticamente,
constante durante todo o periodo de estudo, enquanto a relacdo Hi/linfécito acompanhou o
perfil dos Grupos A e B. Diferencas estatisticas foram observadas, quanto a relacdo

Hd/linfécito, no més de novembro entre os Grupos A e B, e no més de janeiro/03 entre os
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Grupos B e C. Quanto a relagdo Hi/linfocito, foram observadas diferencas significantes entre

os Grupos A e C nos meses de setembro/03 e de marco/04.
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Grafico 5.15- Variacdo anual das relagdes heterofilo degranulado/linfécito e heterofilo
intacto/linfocito dos animais dos Grupos A, B ¢ C, com seus respectivos EPM.
Sao Paulo, 2004

55 Resultados dos niveis de testosterona sérica dos machos e sua
relacdo com os valores biométricos e hematoldgicos

Os resultados dos niveis séricos de testosterona no PC e no PCE dos grupos A, B e
C estao apresentados nas tabelas 5.11, 5.12 e 5.13, respectivamente. No tabela 5.14 podemos
observar os valores séricos de testosterona no PC nos diferentes grupos.

Os valores da concentragdo de testosterona sérica no comeco do experimento
(marg¢o/03), no PC (T;) e no PCE (T,), foram comparados com os valores dos demais meses
de estudo.

No Grupo A, observaram-se diferencas significantes nos valores de T; nos meses
de setembro/03 (5,8ng/mL, p<0,001) e novembro/03 (6,6ng/mL, p<0,01), quando comparados
ao valor médio de T, de marco/03 (28,9ng/mL). Em relagdo a T,, também foram observadas
diferencas significantes nos mesmos meses de setembro/03 (4,3ng/mL, p<0,001) e
novembro/03 (5,2ng/mL, p<0,001), quando comparados ao valor médio de T, em marco
(30,9ng/mL), conforme pode ser observado na tabela 5.11. Nao houve diferencas significantes
entre os valores de T, e de T, obtidos nas mesmas datas ao longo de todo o experimento

(Grafico 5.16).
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Tabela 5.11- Valores médios da testosterona sérica (ng/mL) do Grupo A, no PC (T) e no PCE (T»),
com seus respectivos erros-padrao dos valores médios (EPM). Sao Paulo, 2004

Grupo A
Data

T, (ng/mL) EPM T, (ng/mL) EPM
Margo/2003 28,93° 5,92 30,92 ° 24,62
Maio/2003 17,06 ™ 3,81 10,21 % 2,34
Julho/2003 11,69 4,26 10,05 % 3,70
Setembro/2003 580" 1,68 4,26° 3,79
Novembro/2003 6,60 ° 1,82 524° 5,36
Janeiro/2004 23,38 5,13 12,75% 2,97
Margo/2004 40,90 6,33 31,43% 17,65

Legenda: T, (valores médios de testosterona no procedimento de contecao), T, (valores médios de testosterona no
procedimento de contengdo e/ou extra¢do), EPM(erro padrio médio). Letras diferentes significam diferengas

estatisticas dentro do mesmo parametro.

Tabela 5.12- Valores médios da testosterona sérica (ng/mL) do Grupo B, no PC (T;) e no PCE (T»),
com seus respectivos erros-padrao dos valores médios (EPM). Sao Paulo, 2004

Grupo B
Data

T, (ng/mL) EPM T, (ng/mL) EPM
Margo/2003 2991 ° 23,10 22,56 ° 13,03
Maio/2003 12,23 ° 3,72 4,93° 2,47
Julho/2003 530° 3,48 3,53° 1,77
Setembro/2003 10,81° 2,81 531° 2,66
Novembro/2003 4,93° 1,99 3,49° 1,75
Janeiro/2004 1,16° 0,31 342° 1,71
Margo/2004 994" 4,96 12,61° 7,28

Legenda: T, (valores médios de testosterona no procedimento de contegdo), T, (valores médios de testosterona
no procedimento de contengdo e/ou extracdo), EPM(erro padrdo médio). Letras diferentes significam diferencas

estatisticas dentro do mesmo parametro.

Tabela 5.13- Valores médios da testosterona sérica (ng/mL) do Grupo C, no PC (T;) e no PCE (T»),
com seus respectivos erros-padrdo dos valores médios (EPM). Sdo Paulo, 2004

Grupo C
Data

T (ng/mL) EPM T, (ng/mL) EPM
Mar¢o/2003 21,337 11,76 19,32° 6,58
Maio/2003 14,98° 2,87 8.86" 1,67
Julho/2003 5,86° 1,14 3,46" 0,38
Setembro/2003 6,11° 2,18 5,22° 1,70
Novembro/2003 7,40° 2,04 4,87° 0,99
Janeiro/2004 1,83° 1,49 1,26° 0,97
Mar¢o/2004 1,97° 1,27 1,37° 0,66

Legenda: T; (valores médios de testosterona no procedimento de contegdo), T, (valores médios de testosterona no
procedimento de contencdo e/ou extracdo), EPM(erro padrdo médio). Letras diferentes significam diferencas

estatisticas dentro do mesmo parametro.
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No Grupo B, foram observadas diferencas estatisticamente significantes tanto nos
valores de T; quanto nos de T,, em quase todos os meses de estudo, quando comparados ao
valor médio do inicio do experimento, em marc¢o/03, conforme pode ser visto no tabela 5.12.
Nao houve diferengas significantes entre os valores de T; e de T, obtidos nas mesmas datas ao

longo do experimento(Grafico 5.17).
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Grafico 5.16- Representacdo grafica da concentragdo média da testosterona
sérica do Grupo A, no PC (T)) e no PCE (T,), com seus
respectivos erros- padrao dos valores médios. Sdo Paulo, 2004
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Grafico 5.17- Representagdo grafica da concentragdo média da testosterona
sérica do Grupo B, no PC (T;) e no PCE (T,), com seus
respectivos erros-padrao dos valores médios. Sdo Paulo, 2004

76



Semelhante ao Grupo B, o Grupo C também apresentou diferencas
estatisticamente significantes tanto nos valores de T; quanto nos de T,, em quase todos os
meses de estudo, quando comparados ao valor médio do inicio do experimento, em marco/03
(Tabela 5.13). Também ndo foram encontradas diferengas significantes entre os valores de T,

e de T, obtidos nas mesmas datas ao longo de experimento (Grafico 5.18).
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Grafico 5.18- Representacdo grafica da concentragdo média da testosterona
sérica do Grupo C, no PC (T;) e no PCE (T;), com seus
respectivos erros-padrao dos valores médios. Sdo Paulo, 2004

Comparando-se os trés grupos experimentais, em relagdo aos valores de T,
observamos que existem diferengas significantes entre os Grupos A e B em quase todos os
meses do experimento, com exce¢do do inicio do estudo, em mar¢o/03, e no meés de
novembro/03; entre os Grupos A e C também observamos diferencas estatisticas em quase
todos os meses, com exce¢do dos meses de setembro/03 e novembro/03. Entre os Grupos B ¢
C, as diferencgas estatisticas sao encontradas nos meses de mar¢o/03 e setembro/03, conforme
pode ser observado no tabela 5.14 e no grafico 5.19. Nao houve diferengas estatisticas entre os

grupos quanto aos valores de T».
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Tabela 5.14- Valores médios da testosterona sérica (ng/mL) dos Grupos A, B e C no PC (T;), com
seus respectivos erros-padrdo dos valores médios. Sdo Paulo, 2004

Grupo A Grupo B Grupo C
Data

T, (ngmL) EPM | T (ngmL) EPM | T, (ng/mL)  EPM
Margo/03 28,932 5,92 29,91° 23,10 21,33 11,76
Maio/03 17,06° 3,81 12,23° 3,72 14,98° 2,87
Ju1h0/03 11’693 4,26 5’30b 3’48 5,86b 1914
Setembro/03 5.80° 1,68 10,81° 2,81 6,11° 2,18
Novembro/03 6,60° 1,82 4,932 1,99 7,40° 2,04
Janeiro/04 23 38" 5,13 1,16° 0,31 1,83" 1,49
Margo/04 | 40 9o 6.33 9,94 4,96 1,97 1,27

Legenda: T; (valores médios de testosterona no procedimento de conten¢do), EPM (erros-padrdo médio).
Diferengas significantes entre os diferentes grupos nas mesmas datas estdo assinaladas com letras diferentes.
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Grafico 5.19- Representagdo grafica da concentragdo média da testosterona
sérica nos Grupos A, B e C, no PC (T;), com seus respectivos
erros-padrao dos valores médios. Sdo Paulo, 2004

Apenas no Grupo A foi observada uma correlagdo positiva significante e de baixa
intensidade entre a testosterona e o peso dos animais (r* = 0,1 e p<0,01). Ndo foram
observadas correlagdes significantes entre os niveis séricos de T; ou de T, e o comprimento

rostro-cloacal.
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No Grupo A foram observadas correlagdes positivas significantes e de baixa
intensidade entre os niveis séricos de testosterona ¢ o niimero de eritrocitos/mm’ (r* = 0,2 e
p< 0,0001), porcentagem de azurdfilos (r2=O,1 e p< 0,01) e hematdcrito (r2=0,2 e p< 0,0004).
Correlagdes negativas significantes e de baixa intensidade foram encontradas entre os niveis
séricos de testosterona e o nimero de linfocitos/mm’ (1*=0,1 e p< 0,01), porcentagem de
heterdfilos degranulados (> = 0,2 ¢ p< 0,0004) ¢ VCM (r*=0,1 ¢ p< 0,005).

No Grupo B nao foram observadas correlagdes significantes entre os niveis séricos
de testosterona e as células sanguineas.

No Grupo C foi observada correlagdo positiva significante e de baixa intensidade

entre os niveis séricos de testosterona e a porcentagem de basofilos (* = 0,2 e p< 0,03).

5.6 Resultados dos niveis de estrogeno sérico das fémeas e sua relagao

com os valores biométricos e hematologicos

Os resultados dos niveis séricos de estrogeno no PC e no PCE dos grupos A, Be C
estdo apresentados nas tabelas 5.15, 5.16 e 5.17, respectivamente. Na tabela 5.18 podemos
observar os valores séricos de estrogeno no PC nos diferentes grupos.

Os valores da concentragdo de estrogeno sérico no come¢o do experimento
(mar¢o/03), no PC (E;) e no PCE (E,), foram comparados com os valores dos demais meses
de estudo.

No Grupo A ndo foram observadas diferencas estatisticas nos valores de E; ¢ nem
nos de E, quando comparados aos seus respectivos valores médios do inicio do experimento
em margo/03 (Tabela 5.15). Quando se compara os valores de E; com os de E,, obtidos nas
mesmas datas ao longo de todo o experimento, nota-se uma diferenga estatistica no més de
maio/03 (Grafico 5.20).

No Grupo B ndo foi observada nenhuma diferenga em relagdo aos valores de E;
quando comparados ao valor médio do inicio do experimento, mas em relacao aos valores de
E, houve uma diferencga significante em margo/04 (11,83ng/mL), quando comparado ao valor
médio do inicio do experimento em mar¢o/03 (39,39ng/mL), conforme pode ser observado na
tabela 5.16. Nao houve diferencas significantes entre os valores de E; e E, obtidos nas

mesmas datas ao longo de todo o experimento (Grafico 5.21).
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Tabela 5.15 - Valores médios do estrogeno sérico (pg/mL) do Grupo A no PC (E;) e no PCE (E,), com
seus respectivos erros-padrdo dos valores médios (EPM). Sdo Paulo, 2004

Grupo A
Data

E; (pg/mL) EPM E, (pg/mL) EPM
Margo/2003 50,54 4,98 46,31 10,63
Maio/2003 29,16* 11,15 74,93%* 31,23
Julho/2003 29,51 10,23 49,94 22,16
Setembro/2003 21,71 5,22 21,2 11,14
Novembro/2003 28,32 9,06 36,98 13,17
Janeiro/2004 34,48 11,38 41,73 16,22
Margo/2004 15,60 5,78 36,29 15,55

Legenda: E; (valores médios de estrogeno no procedimento de contengdo (PC)), E; (valores médios de estrogeno
no procedimento de contenc¢do e/ou extracdo (PCE)), EPM(erro padrao médio). Diferengas estatisticas entre os
valores de E; € E, obtidos na mesma data, estdo assinaladas com asterisco (*).

Tabela 5.16 - Valores médios do estrogeno sérico (pg/mL) do Grupo B no PC (E;) e no PCE (E,), com
seus respectivos erros-padrido dos valores médios (EPM). Sdo Paulo, 2004

Grupo B
Data

E; (pg/mL) EPM E, (pg/mL) EPM
Margo/2003 39,03 9,25 39,39 5,89
Maio/2003 NR 45,52° 11,28
Julho/2003 37,77 5,08 42,00° 5,25
Setembro/2003 47,80 16,11 24,62 5,92
Novembro/2003 38,54 14,62 27,44 2,69
Janeiro/2004 14,25 2,62 19,21 2,07
Margo/2004 15,09 0,41 11,83° 1,83

Legenda: E| (valores médios de estrogeno no procedimento de contencdo (PC)), E, (valores médios de estrogeno
no procedimento de contengdo e/ou extracdo (PCE)), EPM(erro padrdo médio). NR: ensaio hormonal ndo
realizado. Letras diferentes significam diferengas estatisticas dentro do mesmo parametro.

Tabela 5.17 - Valores médios do estrogeno sérico (pg/mL) do Grupo C no PC (E;) e no PCE (E,), com
seus respectivos erros-padrdo dos valores médios (EPM). Sao Paulo, 2004

Grupo C
Data
E; (pg/mL) EPM E, (pg/mL) EPM
Margo/2003 41,36 6,99 33,83 5,13
Maio/2003 29,48 5,55 49,46 18,74
Julho/2003 48,62 14,19 48,83 6,28
Setembro/2003 41,90 20,16 0,07
Novembro/2003 34,31 10,64 71,88 28,15
Janeiro/2004 27,10 12,95 26,64 9,64
Mar¢o/2004 31,83 9,58 25,97 8,17

Legenda: E; (valores médios de estrogeno no procedimento de contengdo (PC)), E, (valores médios de estrégeno
no procedimento de contengdo e/ou extragdo (PCE)), EPM(erro padrao médio).
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No Grupo C nao foram observadas diferengas estatisticas nos valores de E; € nem
nos de E; quando comparados aos seus respectivos valores médios do inicio do experimento
(Tabela 5.17). Também ndo houve diferengas significantes entre os valores de E; e E,, obtidos
nas mesmas datas, ao longo de todo o experimento (Grafico 5.22).

Os valores de E; nos Grupos A e B ao final do experimento, embora ndo tenham
apresentado diferencas estatisticas com os valores do inicio do estudo, apresentaram uma

clara tendéncia a diminuicao (Graficos 5.20 e 5.21).
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Grafico 5.20 - Representagdo grafica da concentracdo média de
estrogeno sérico no Grupo A no PC (E;) e no PCE
(E»), com seus respectivos erros-padrao dos valores
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Grafico 5.21- Representa¢do grafica da concentracio média de
estrogeno sérico no Grupo B no PC (E;) e no PCE

(E2), com seus respectivos erros padrao dos valores
médios. Sdo Paulo, 2004

81



estrégeno (pg/mL)
= N w > a1 (2] ~ [0
o o o o o o o o

mar/03 mai/03 jul/03 set/03 nov/03 jan/04 mar/04
Data mElmE2

o

Grafico 5.22- Representagdo grafica da concentragdo média de estrogeno
sérico no Grupo C no PC (E;) e no PCE (E,), com seus
respectivos erros-padrdo dos valores médios. Sao Paulo,
2004

Comparando-se os trés grupos experimentais observamos diferencas estatisticas
entre os Grupos A e C, e B e C no més de mar¢o/04 em relagdo aos niveis de E;, com o Grupo
C apresentando os maiores valores (Tabela 5.18 e Grafico 5.23). Em relagdo aos niveis de E;

nao foram observadas diferengas significantes entre os grupos (Grafico 5.24).

Tabela 5.18 - Valores médios de estrogeno sérico (pg/mL) dos Grupos A, B e C no PC (E;), com seus
respectivos erros-padrdo dos valores médios. Sdo Paulo, 2004

Grupo A Grupo B Grupo C
Data

E; (ng/mL) EPM E; (ng/mL) EPM E; (ng/mL) EPM
Margo/03 50,54 4,981 39,03 9,25 41,36 6,99
Maio/03 29,16 11,15 29,48 5,55
Julho/03 29,51 10,23 37,77 5,08 48,62 14,11
Setembro/03 21,71 5,223 47,80 16,11 41,90 20,16
Novembro/03 28,32 9,064 38,54 14,62 34,31 10,64
Janeiro/04 34,48 11,38 14,25 2,62 27,11 12,95
Margo/04 15,60° 5,78 15,09° 0,41 31,83" 9,58

Legenda: E; (valores médios de estrogeno no procedimento de contengdo (PC)), EPM (erro padrao médio).
Diferengas significantes entre os diferentes grupos, nas mesmas datas, estdo assinaladas com letras diferentes.
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Grafico 5.23 - Representagdo grafica da concentragdo média do estrogeno sérico
nos Grupos A, B e C no PC (E;), com seus respectivos erros-
padrao dos valores médios. Sdo Paulo, 2004
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Grafico 5.24 - Representacao grafica da concentracdo média do estrogeno sérico
nos Grupos A, B e C no PCE (E;), com seus respectivos erros-
padrdo dos valores médios. Sdo Paulo, 2004
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Nao foram observadas correlagdes significantes entre os niveis séricos de E; e E; e
as variaveis: comprimento rostro-cloacal e peso das serpentes.

Ao correlacionar os niveis de estrégeno sérico com os dados hematoldgicos,
observamos correlagdes positivas significantes e de média intensidade com o numero de

eritrocitos/mm?’ nos Grupos A ¢ B.

5.7 Resultados dos niveis séricos de corticosterona dos machos e sua
relacdo com os valores biomeétricos, hematoldgicos e com os niveis

séricos de testosterona

Os resultados dos niveis séricos de corticosterona no PC e no PCE dos grupos A,
B e C estdo apresentados nas tabelas 5.19, 5.20 e 5.21, respectivamente. Nas tabelas 5.22 e
5.23 podemos observar os valores séricos de corticosterona no PC e no PCE,
respectivamente, nos diferentes grupos.

Nos machos do Grupo A ndo foram observadas diferencas significantes, ao longo
do periodo de estudo, nos valores séricos de corticosterona no PC (Cyy;), como também nao
foram observadas diferencas estatisticas nos valores séricos da corticosterona no PCE (C,),
conforme pode ser visto no grafico 5.25. Quando se compara os valores de Cy; com os de
Cm2 nas mesmas datas observam-se, no Grupo A, diferencas significativas em todos os
meses de estudo. Os valores médios de C y; € de Cyp, com seus respectivos erros-padrao dos
valores médios estdo apresentados na tabela 5.19.

Nos machos do Grupo B foram observadas diferengas significantes, em relagdo
aos niveis de Cy; de margo/03, nos meses de setembro/03, janeiro/03 e margo/03 (Grafico
5.26). Quanto aos niveis de Cyp, as diferencas significantes foram vistas nos meses de
julho/03 e setembro/03 quando comparados ao valor médio de Cy no inicio do experimento,
conforme pode ser visto no grafico 5.26. Quando se compara os valores de Cy com os de
Cm2 nas mesmas datas observam-se, no Grupo B, diferengas estatisticas em todos os meses
de estudo. Os valores médios de Cyy; e de Cyp, com seus respectivos erros-padrao dos valores

médios, estdo apresentados na tabela 5.20.
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Tabela 5.19- Valores médios da corticosterona sérica (ng/mL) dos machos do
Grupo A no PC (Cyp) e no PCE (Cyp), com seus respectivos
erros-padrio dos valores médios. Sao Paulo, 2004

Machos
Data
Cwmi (ng/mL) EPM Cwme (ng/mL) EPM

Marco/03 1751 717 14854 2789
Maio/03 3219 878 19393" 7285
Julho/03 3125 785 16358" 2691
Setembro/03 | 2527 662 12390" 1600
Novembro/03 | 1595 579 18866 4890
Janeiro/04 4073" 1344 13689" 2948
Mar¢o/04 3249" 1472 20528" 4020

Legenda: Cyy (valores médios de corticosterona no PC), Cyp (valores médios de
corticosterona no PCE), EPM (erro padrio médio). Diferencas significantes entre Cyy; e
Cwmpz na mesma data estdo assinaladas com asterisco (*)

Tabela 5.20- Valores médios da corticosterona sérica (ng/mL) dos machos do
Grupo B no PC (Cyyy) e no PCE (Cypp), com seus respectivos
erros-padrdo dos valores médios. Sdo Paulo, 2004

Machos
Data

Cymi (ng/mL) EPM Cwmz (ng/mL) EPM
Mar¢o/03 652 417 9080 3733
Maio/03 2683 455 18051° 7210
Julho/03 2717 480 47298 19230
Setembro/03 11871° 3077 35732 11317
Novembro/03 1160 318 17145 3479
Janeiro/04 5854 3238 13749° 7071
Marco/04 4330 1168 10410° 4069

Legenda: Cy; (valores médios de corticosterona no PC), Cyp, (valores médios de
corticosterona no PCE), EPM (erro padrio médio). Diferengas significantes entre Cy;
e Cyz na mesma data estdo assinaladas com asterisco (*)

Tabela 5.21- Valores médios da corticosterona sérica (ng/mL) dos machos do
Grupo C no PC (Cyyy) € no PCE (Cypp), com seus respectivos erros-
padrdo dos valores médios. Sdo Paulo, 2004

Machos
Data

Cwmi (ng/mL) EPM Cwmz (ng/mL) EPM
Marco/03 1724 932 23793 2223
Maio/03 10172° 2417 27462 6289
Julho/03 8051° 2020 32092° 7951

Setembro/03 6584 2576 NR
Novembro/03 2951° 1239 27724 3878
Janeiro/04 10920° 3551 32961° 2079
Marco/04 4273 1240 22508" 1980

Legenda: Cy (valores médios de corticosterona no PC), Cyp (valores médios de
corticosterona no PCE), EPM (erro padrio médio). NR: ensaio homonal ndo realizado.
Diferencas significantes entre Cyy; € Cyp na mesma data estdo assinaladas com asterisco
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Nos machos do Grupo C foram observadas diferencas significantes, em relacao
aos niveis médios de Cy de margo/03, nos meses de maio/03, julho/03, setembro/03 e
janeiro/04 (Grafico 5.27). Quanto aos valores de Cyp, ndo houve diferencas significantes
quando comparados ao valor médio do inicio do experimento, conforme representado no
grafico 5.27. No més de setembro ndo conseguimos quantidade de soro suficiente para o
ensaio hormonal de Cyp,. Quando se compara os valores de Cy; com os de Cy, nas mesmas

datas observam-se diferencas significativas em todos os meses de estudo (Tabela 5.21).
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Grafico 5.25- Representagdo grafica da concentragdo média de corticosterona sérica
dos machos do Grupo A no PC (Cy; ) € no PCE (Cy, ), com seus
respectivos erros-padrdo dos valores médios. Letras diferentes
representam diferencas estatisticas significantes entre o mesmo
parametro (Cyy; ou Cypp ) ao longo do estudo e/ou dos dois parametros
(Cm1 ou Cppp). Sdo Paulo, 2004
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Grafico 5.26- Representacdo grafica da concentracdo média de corticosterona
sérica dos machos do Grupo B no PC (Cyy; ) € no PCE (Cyp, ), com
seus respectivos erros padrao dos valores médios. Letras diferentes
representam diferencas estatisticas significantes entre o mesmo
parametro (Cy; ou Cypp ) ao longo do estudo e/ou dos dois
parametros (Cy; ou Cyp ). Séo Paulo, 2004 86
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Grafico 5.27- Representagdo grafica da concentragdo média de corticosterona sérica
dos machos do Grupo C no PC (Cyy; ) € no PCE (Cyp, ), com seus
respectivos erros-padrao dos valores médios. NR: ensaio hormonal
ndo realizado. Letras diferentes representam diferencas estatisticas
significantes entre o mesmo pardmetro (Cy; ou Cypp ) ao longo do
estudo e/ou dos dois parametros (C; ou C, ). Sdo Paulo, 2004

Comparando-se estatisticamente os trés grupos, observa-se que houve diferencas
significantes nos valores de Cy; nos meses de maio/03 e julho/03 entre os Grupos A e C, ¢ B
e C; em setembro/03 entre os grupos A e B, ¢ A e C; e em janeiro/04 entre os grupos A e C
(Tabela 5.22). O Grupo C sempre apresentou os valores séricos mais altos de Cy; ao longo do
estudo, com excecdo de setembro/03 quando o Grupo B apresentou concentracdes séricas

mais elevadas (Grafico 5.28).

Tabela 5.22- Valores médios da corticosterona sérica (ng/mL) dos Grupos A, B € C no PC (Cyy;), com
seus respectivos erros-padrao dos valores médios. Sdo Paulo, 2004

Grupo A Grupo B Grupo C
Data

Cwi(lng/mL) EPM Cwmi(ng/mL) EPM Cwi(ng/mL) EPM
Margo/03 17517 717 6522 417 1724° 932
Maio/03 3219% 878 2683° 455 10172° 2417
Julho/03 3125% 785 2717° 480 8051° 2020
Setembro/03 2527° 662 11871° 3077 6584°" 2576
Novembro/03 1595% 579 1160° 318 29512 1239
Janeiro/04 4073° 1344 5854 3238 10920° 3551
Margo/04 3249% 1472 4330° 1168 42732 1240

Legenda: Cyy; (valores médios de corticosterona no PC), EPM (erro padrio médio). Diferengas significantes
entre os diferentes grupos nas mesmas datas sdo assinaladas com letras diferentes.
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Em relagdo aos niveis de Cypp, as diferengas significantes foram vistas entre os
Grupos A e C, e B e C nos meses de mar¢o/03, maio/03, novembro/03, janeiro/04 e margo/04.
Em julho/03 o Grupo A se diferenciou dos Grupos B e C. Em setembro/03 e julho/03 o Grupo
A se mostrou estatisticamente diferente dos Grupos B e C (Tabela 5.23). O Grupo C
apresentou os valores mais altos de Cyp, com excecao do més de julho/03, quando o Grupo B

apresentou concentragdes séricas mais elevadas (Grafico 5.29).

Tabela 5.23 - Valores médios da corticosterona sérica (ng/mL) dos Grupos A, B e C no PCE (Cyp),
com seus respectivos erros-padrdo dos valores médios. Sdo Paulo, 2004

Grupo A Grupo B Grupo C
Data

Cy(ng/mL) EPM Cwmz(ng/mL) EPM Cwva(ng/mL)  EPM
Margo/03 14854° 2789 9080* 3733 23793° 2223
Maio/03 19393° 7285 18051° 7210 27462° 6289
Julho/03 16358* 2691 47298° 19230 32092° 7951

Setembro/03 | 12390° 1600 35732° 11317 NR
Novembro/03 | 18866° 4890 17145° 3479 27724° 3878
Janeiro/04 13689° 2948 13749 7071 32961° 2079
Margo/04 20528 4020 10410 * 4069 22508° 1980

Legenda: Cyy, (valores médios de corticosterona no PC), EPM (erro padrio médio). Diferengas significantes
entre os diferentes grupos nas mesmas datas estdo assinaladas com letras diferentes. NR: ensaio hormonal ndo
realizado.
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Grafico 5.28- Representacdo grafica da concentragdo média de
corticosterona sérica nos Grupos A, B e C no PC (Cyy),
com seus respectivos erros-padrdo dos valores médios.
Sédo Paulo, 2004
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Grafico 5.29- Representagdo grafica da concentracio média de
corticosterona sérica nos Grupos A, B e C no PCE (Cyp),
com seus respectivos erros-padrdo dos valores médios.
Ensaio hormonal ndo realizado: (NR). Sao Paulo, 2004

Nao foram observadas correlagdes significantes entre os niveis séricos de Cy; €
Cwmz € as variaveis: comprimento rostro-cloacal e peso das serpentes.

Em relacdo a hematologia observamos poucas correlagdes significantes com os
valores da corticosterona sérica. No Grupo B observamos uma correlagdo positiva
significante e de baixa intensidade com o VCM (* =0,35, p<0,03). No Grupo C observamos
uma correlagio positiva significante ¢ de baixa intensidade (r* = 0,35, p<0,03) com o nimero
de trombocitos.

Nao houve correlagdo significante entre os niveis séricos de testosterona e a

corticosterona no nosso experimento.
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5.8 Resultados dos niveis séricos de corticosterona das fémeas e sua
relacdo com os valores biometricos, hematoldgicos e com 0s niveis

séricos de estradiol

Os resultados dos niveis séricos de corticosterona no PC e no PCE dos grupos A,
B e C estdo apresentados nas tabelas 5.24, 5.25 e 5.26, respectivamente. Nas tabelas 5.27 e
5.28 podemos observar os valores séricos de corticosterona no PC e no PCE, respectivamente,
nos diferentes grupos.

Nas fémeas do Grupo A nao foram observadas diferengas significantes, ao longo
do periodo de estudo, nos valores do PC (Cg;). Na segunda colheita de sangue (Cgy)
diferengas foram verificadas nos meses de julho/03, janeiro/04 e marco/04, quando
comparados aos valores do inicio do experimento, em mar¢o/03 (Grafico 5.30). Comparando-
se os valores de Cr; com os de Cp, nas mesmas datas observam-se, no Grupo A, diferencas
nos meses de julho/03, janeiro/04 e margo/04, conforme pode ser observado na tabela 5.24.

Nas fémeas do Grupo B, assim como nas do Grupo A, ndo foram observadas
diferencas significantes nos valores de Cr; ao longo do periodo de estudo. Em relagdo aos
valores de Cp,, diferengas foram encontradas nos meses de maio/03 e setembro/03 quando
comparados aos valores iniciais do experimento, em marco/03 (Grafico 5.31). Em maio/03
ndo foi possivel realizar o ensaio hormonal para corticosterona por falta de soro.
Comparando-se os valores de Cr; com os de Cp; nas mesmas datas, percebe-se que existem
diferencas em todos os meses, com excecao de setembro/03 e novembro/03 , conforme pode
ser observado na tabela 5.25.

Nas fémeas do Grupo C, também ndo foi observada nenhuma diferenca nos
valores médios de Cg; no decorrer do estudo, mas quando comparamos o valor médio de Cp,
no comeco do experimento, em marco/03, com os valores aumentados de julho/03 e
setembro/03 verificamos diferengas estatisticas significantes (Grafico 5.32). Comparando-se
os valores de Cg; com os de Cg; nas mesmas datas, observam-se diferencas significantes em

todos os meses, com excecao de margo/03, conforme apresentado na tabela 5.26.
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Tabela 5.24-Valores médios da corticosterona sérica (ng/mL) das fémeas do Grupo A
no PC (Cg;) e no PCE (Cp,), com seus respectivos erros-padrdo dos
valores médios. Sdo Paulo, 2004

Fémeas
Data

Cr; (ng/mL) EPM Cr, (ng/mL) EPM
Margo/03 5733 683 22630 9565
Maio/03 846 437 17536 5000
Julho/03 5177* 274 47907* 35253
Setembro/03 4566 6127 27818 21980
Novembro/03 641 2 20927 12658
Janeiro/04 9614* 15581 35501* 29133
Margo/04 4028 317 50272 42474

Legenda: Cgvalores médios de corticosterona no PC), Cgyvalores médios de corticosterona
no PCE), EPM (erro padrio médio). Diferengas significantes entre Cg; . Cpp na mesma data
estdo assinaladas com asterisco (*)

Tabela 5.25- Valores médios da corticosterona sérica (ng/mL) das fémeas do Grupo B,
no PC (Cg;) e no PCE (Cp,), com seus respectivos erros-padrao dos
valores médios. Sdo Paulo, 2004

Fémeas
Data

Cr (ng/mL) EPM Cp; (ng/mL) EPM

Margo/03 6233* 7758 27917* 13382
Maio/03 NR 14183 2310
Julho/03 10503* 7055 42442%* 25263
Setembro/03 18943 8922 15815 3023
Novembro/03 9288 7920 21770 16757
Janeiro/04 11998%* 11927 26547% 14394
Margo/04 3689* 2999 25289% 15367

Legenda: Cp; (valores médios de corticosterona no PC), Cp, (valores médios de

corticosterona no PCE), EPM (erro padrdo médio). NR: ensaio hormonal ndo realizado.
Diferengas significantes entre Cg; ¢ Cp, na mesma data estdo assinaladas com asterisco (*)

Tabela 5.26- Valores médios da corticosterona sérica (ng/mL) das fémeas do Grupo C,
no PC (Cg) e no PCE (Cg;), com seus respectivos erros-padrdo dos
valores médios. Sdo Paulo, 2004

Fémeas
Data

Cr; (ng/mL) EPM Crg, (ng/mL) EPM

Marc¢o/03 4806 1629 15218 6500
Maio/03 12260%* 3061 46160* 12624
Julho/03 7650% 3332 62143* 10333
Setembro/03 7932% 1570 63548* 10000
Novembro/03 5071* 1684 35499%* 4526
Janeiro/04 4930* 963 31841%* 3498
Margo/04 3440%* 1420 29976* 6218

Legenda: Cp; (valores médios de corticosterona no PC), Cp, (valores médios de

corticosterona no PCE), EPM (erro padrdo médio). Diferencas significantes entre Cg; e Cpp na
mesma data estdo assinaladas com asterisco (*)
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Grafico 5.30-

Representagdo grafica da concentragio média de
corticosterona sérica das fémeas do Grupo A no PC (Cy, )
e no PCE (Cp,), com seus respectivos erros-padrdo dos
valores médios. Letras diferentes representam diferengas
estatisticas significantes entre 0 mesmo parametro (Cr; ou
Cry ) ao longo do estudo e/ou dos dois parametros (Cg; ou
Cr2). Sdo Paulo, 2004

>

a h h

[ ]

.1
N]'iii

60000 -
50000 -|
=
£
§,4oooo .
- h
c
S30000 - T
[0]
®
o
£20000 -
1<)
o
10000 4 7
0 i
mar/03

mai/03 jul/o3 set/03 nov/03 jan/04 mar/04

Data 5 Cp

Grafico 5.31-

Representagdo grafica da concentragio média de
corticosterona sérica das fémeas do Grupo B no PC (Cg;)
e no PCE (Cg, ), com seus respectivos erros-padrao dos
valores médios. NR: ensaio hormonal ndo realizado.
Letras diferentes representam diferencas estatisticas
significantes entre o mesmo parametro (Cg; ou Cg, ) ao
longo do estudo e/ou dos dois parametros (Cg; ou Cgy ).
Sdo Paulo, 2004
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Grafico 5.32- Representagdo grafica da da concentragdo média de
corticosterona sérica das fémeas do Grupo C no PC (Cp)
e no PCE (Cg,), com seus respectivos erros padrao dos
valores médios. NR: ensaio hormonal nao realizado.
Letras diferentes representam diferengas estatisticas
significantes entre o mesmo parametro (Cg; ou Cp,) ao
longo do estudo e/ou dos dois parametros (Cg; ou Cgy ).
Sdo Paulo, 2004

Comparando-se estatisticamente os trés grupos, observa-se que houve diferengas
significantes nos valores de Cr; nos meses de maio/03 e novembro/03 entre os Grupos A e C;
e nos meses de setembro/03 e novembro/03 entre os Grupos A e B (Tabela 5.27). O Grupo B

apresentou os valores séricos mais altos de Cg; ao longo do estudo (Gréfico 5.33).

Tabela 5.27- Valores médios de corticosterona sérica (ng/mL) das fémeas dos Grupos A, B ¢ C no PC
(Cg1), com seus respectivos erros-padrao dos valores médios. Sao Paulo, 2004

Grupo A Grupo B Grupo C
Data

Cr; (ng/mL) EPM Cri (ng/mL) EPM Cr; (ng/mL) EPM
Margo/03 5733 683 6233 7758 4806 1629
Maio/03 846 ° 436 NR 12260 ° 3061
Julho/03 5177 274 10503 7055 7650 3332
Setembro/03 4566 ° 6127 18943° 8922 7932 % 1570
Novembro/03 641° 2 9288° 7920 5071° 1684
Janeiro/04 9614 15581 11998 11927 4930 963
Marco/04 4028 317 3689 2999 3440 1420

Legenda: Cp; (valores médios de corticosterona no PC), EPM (erro padrao médio). NR: ensaio hormonal ndo
realizado. Letras diferentes representam diferengas significantes em Cp; na mesma data em grupos diferentes.
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Grafico 5.33- Representagdo grafica da concentragdo média de corticosterona
sérica nos Grupos A, B ¢ C no PC (Cp;), com seus respectivos
erros padrao dos valores médios. Ensaio hormonal néo realizado
(NR). Sao Paulo, 2004

Em relacdo aos niveis de Cp,, as diferencas foram vistas nos meses de maio/03 e
setembro/03 entre o Grupo C e os demais grupos (Tabela 5.28). O Grupo C apresentou os
valores séricos mais altos de Cr, ao longo do estudo, com excegdo do inicio do experimento,
em mar¢o/03 e nos meses finais do estudo (janeiro/04 e marco/04), conforme pode ser

observado no grafico 5.34.

Tabela 5.28- Valores médios de corticosterona sérica (ng/mL) das fémeas dos Grupos A, B ¢ C no
PCE (Cg,), com seus respectivos erros-padrao dos valores médios. Sdo Paulo, 2004

Grupo A Grupo B Grupo C
Data

C, (ng/mL) EPM C, (ng/mL) EPM C, (ng/mL) EPM
Marg¢o/03 22630 9565 27917 13382 15218 6500
Maio/03 17536 * 5000 14183 * 2310 46160° 12624
Julho/03 47907 35253 42442 25263 62143 10333
Setembro/03 27818"° 21980 15815° 3023 63548 " 10000
Novembro/03 20927 12658 21770 16757 35499 4526
Janeiro/04 35501 29133 26547 14394 31841 3498
Margo/04 50272 42474 25289 15367 29976 6218

Legenda: Cp; (valores médios de corticosterona no PCE), EPM (erro padrio médio). NR: ensaio hormonal

ndo realizado. Letras diferentes representam diferencas significantes em Cg; na mesma data em grupos
diferentes.
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Grafico 5.34- Representagdo grafica da concentragdo média de corticosterona
sérica nas fémeas dos Grupos A, B ¢ C no PCE (Cg,), com seus
respectivos erros padrao dos valores médios. Sao Paulo, 2004

Nao foram observadas correlagdes significantes entre os niveis séricos de Cr; e de
Cr e as varidveis: CRC e peso das serpentes.

Em relagdo a hematologia, ndo observamos nenhuma correlagdo significante com
os valores da corticosterona sérica nos animais dos Grupos B ¢ C. O Grupo A apresentou
correlagdes negativas significantes ¢ de baixa intensidade com o VCM (1* = 0,2 / p<0,05) e
com os linfocitos (* = 0,3 / p<0,04); e uma correlagdo positiva significante e de baixa
intensidade com os azuréfilos (> = 0,3 / p<0,04).

Apenas o Grupo B apresentou uma correlagdo significante positiva e de baixa
intensidade (r* = 0,2 / p<0,03) entre os valores séricos de estrogeno ¢ de corticosterona, antes

do procedimento de contencao.
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5.9 Resultados da relacéo entre os niveis séricos de corticosterona das

fémeas e dos machos

Os resultados dos niveis séricos de corticosterona no PC e no PCE das fémeas
(Cr1 e Cpp, respectivamente ) e dos machos (Cyy; € Cy, respectivamente) dos grupos A, B e C
estao apresentados nas tabelas 5.29, 5.30 e 5.31, respectivamente.

Comparando-se os valores séricos de corticosterona no PC e no PCE entre fémeas
(Cr1 e Cr2) e machos (Cy e Cyz) do Grupo A, podemos perceber que os valores das fémeas
foram geralmente mais elevados do que os dos machos, embora ndo estatisticamente

significantes (Tabela 5.29 e Grafico 5.35).

Tabela 5.29- Valores médios da corticosterona sérica (ng/mL) no PC e PCE das fémeas (Crj € Cr,
respectivamente) e dos machos (Cy € Cwpo, respectivamente) do Grupo A, com
seus respectivos erros-padrdo dos valores médios. Sdo Paulo, 2004

Fémeas Machos
Data Cp; £ EPM Crp, + EPM Cy1 = EPM Cyo £ EPM

Margo/03 5733 + 394 22630 +5522 1751+ 717 14854+ 2789
Maio/03 845+ 308 17536 +5000 3219+ 878 19393 + 7285
Julho/03 5177+ 194 47907 +20354 3125+ 785 16358 + 2691
Setembro/03 | 4566 +3537 27818 +15543 2527 + 662 12390 + 1600
Novembro/03 | 641+ 1 20927 £7308 1595+ 579 18866 + 4890
Janeiro/04 | 9614 +8996 35501 16820 4073 +1344 13689 + 2948
Marco/04 | 4028 + 224 50272 +£30034 3249 £1472 20528 + 4020

Legenda: Cg (valores médios de corticosterona no PC das fémeas), Cy; (valores médios de corticosterona no
PCE das fémeas), Cyy (valores médios de corticosterona no PC dos machos), Cyp (valores médios de
corticosterona no PCE dos machos), EPM (erro padrdo médio).

Tabela 5.30- Valores médios da corticosterona sérica (ng/mL) no PC e PCE das fémeas (Cg; € Cp,
respectivamente) e dos machos (Cy; € Cywp, respectivamente) do Grupo B, com seus
respectivos erros-padrido dos valores médios. Sdo Paulo, 2004

Fémeas Machos
Data Cr, + EPM Cr, = EPM Cymi + EPM Cw2 + EPM
Margo/03 6233+ 3879 27917 + 5984 651 £ 417 9080+ 3733
Maio/03 NR 14183 £2310 2683 + 455 18051+ 7210
Julho/03 10503 + 3155 42442 + 14585 2717+ 480 47298 £ 19230
Setembro/03 18943 + 3990 15815 + 1745° 8794 + 3077 35732+ 11317°
Novembro/03 9288 £ 3960* 21770 + 8378 1160 £ 318* 17145 £ 3479
Janeiro/04 11998 + 5334 26547 £ 6437 5854 + 3238 13749+ 7071
Margo/04 3689+ 1731 25289 + 6872 4330+ 1168 10410 £ 4069

Legenda: Cy; (valores médios de corticosterona no PC das fémeas), Cg, (valores médios de corticosterona no
PCE das fémeas), Cy (valores médios de corticosterona no PC dos machos), Cyp (valores médios de
corticosterona no PCE dos machos), NR: Dosagem hormonal ndo realizada. EPM (erro padrio médio).
Diferengas estatisticas entre Cr; ¢ Cy;, em uma mesma data, estdo assinaladas com asterisco. Diferengas entre
Cr; e Cyp, em uma mesma data, estdo representadas por letras diferentes.
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Tabela 5.31- Valores médios da corticosterona sérica (ng/mL) no PC e PCE das fémeas (Cr; € Cpa,
respectivamente) e dos machos (Cy € Cyp, respectivamente) do Grupo C, com

seus respectivos erros-padrao dos valores médios. Sao Paulo, 2004

Fémeas Machos
Data Cr £ EPM Crp, * EPM Cymi £ EPM Cyvo £ EPM
Margo/03 4806 + 1629 15218 + 6500 1724 + 932 23793+ 2223
Maio/03 12260 + 3061 46160 + 12624 10172 + 2417 27461 + 6289°
Julho/03 7650 + 3332 62143 + 10333° 8051 + 2020 32092+  7951°
Setembro/03 7932 + 1570 63548 + 10000 6584 + 2576
Novembro/03 5071+ 1684 35499 + 4526 2951 + 1239 27723 + 3878
Janeiro/04 4930 + 963 31841 + 3498 10920 + 3551 32961+ 2079
Margo/04 3440 + 1420 29976 + 6218 4273 + 1240 22508 + 1980

Legenda: Cp; (valores médios de corticosterona no PC das fémeas), Cg, (valores médios de corticosterona
no PCE das fémeas), Cy (valores médios de corticosterona no PC dos machos), Cyp, (valores médios de
corticosterona no PCE dos machos), NR: Dosagem hormonal néo realizada. Diferencas estatisticas entre Cg, €
Cyo, em uma mesma data, estdo representadas por letras diferentes. EPM (erro padrdo médio).

corticosterona (ng/mL)

55000 -
50000 -
45000 -
40000 -
35000 -
30000 -
25000 -
20000 -
15000 +

12000 +

10000 +

8000 -

6000 -

4000 -

2000 -

0

mar/03 mai/03 jul/03 set/03 nov/03 jan/04 mar/04

Data

- CMFI C]\/E al CFZ

Grafico 5.35- Representagdo grafica das concentragdes médias de

corticosterona no PC e no PCE dos machos (Cy; € Cyp,
respectivamente) e das fémeas (Cgp; e Cpgy,
respecativamente) do Grupo A. Sao Paulo, 2004
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No Grupo B podemos perceber que o perfil da reposta adrenocortical entre machos
e fémeas, tanto no PC como no PCE, foi muito parecido, com uma diferenca estatistica em
novembro/03, em relagdo ao PC e em setembro/03, em relagao ao PCE (Tabela 5.30 ¢ Grafico

5.36).

50000 + 45000
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% 35000 + 1 20000
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Grafico 5.36- Representacdo grafica das concentragdes médias de
corticosterona no PC e¢ no PCE dos machos (Cyy e Cyp,
respectivamente) e das fémeas (Cg; ¢ Cg,, respectivamente)
do Grupo B. (NR): dosagem hormonal ndo realizada. Sdo
Paulo. 2004

No Grupo C os machos e as fémeas responderam de maneira semelhante ao PC
durante todo o ano, sem diferengas significativas. Em relacdo ao PCE, observamos diferencas
estatisticas nos meses de maio/03 e julho/03, com as fémeas apresentando valores mais

elevados. (Tabela 5.31 e Grafico 5.37).
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6 DISCUSSAO

100



6. DISCUSSAO

6.1 Analise dos resultados da corticosterona sérica

As jararacas, tanto os machos como as fémeas, dos trés grupos experimentais
exibiram uma resposta adrenocortical aos procedimentos de contengao fisica e extragdo (PCE)
compativeis com aquela observada em situacdes de estresse, demonstrando que o PCE sao
atividades estressantes para os animais. Mesmo o Grupo A, o nosso grupo controle,
apresentou niveis séricos aumentados de corticosterona no PCE, demonstrando que a
contencao fisica no lago de Lutz também foi um processo estressante para estas serpentes. O
PC representou os niveis séricos basais de corticosterona antes da inducdo do estresse da
contencao fisica nos Grupos A e B e antes da inducdo do estresse da contengdo fisica e da
extragdo de veneno no Grupo C, pois foi realizado em até 120 segundos. Segundo Sapolsky et
al. (2000) e Wingfield e Romero (2001), na maioria das espécies estudadas até hoje, as
concentragdes de glicocorticosterdide plasmatico s6 comecam a aumentar 3 minutos apos o
inicio do estimulo do agente estressor.

Os resultados dos experimentos mostram que as serpentes nascidas em cativeiro,
apesar de terem sido mantidas em condigdes ambientais controladas, alimentadas, limpas e
manejadas por pessoas desde que nasceram, responderam ao estresse da contengao fisica com
aumento na concentragao de corticosterona conforme os animais de vida livre citados em
varios estudos (DUNLAP, 1995; MATHIES et al., 2001; MOORE et al., 2001).

Noventa minutos apos o estimulo da contencdo fisica (nos Grupos A e B) e da
rotina de extracdo (no Grupo C), os animais apresentaram um aumento nos valores de C; de
653%, 415% e 524%, respectivamente. A corticosterona ¢ elaborada em resposta as
perturbagdes fisicas ou sociais, sendo que a resposta aguda a um estimulo estressante e o
conseqiiente aumento nos niveis séricos de corticosterona representa um mecanismo
adaptativo de defesa, facilitando a sobrevivéncia do individuo (JESSOP et al., 1999;
WINGFIELD, 1994). A concentragdo de corticosterona sérica nas jararacas do nosso
experimento variou de 651 a 18943ng/mL (concentragdes médias de C;) e de 9080 a
63548ng/mL (concentragdes médias de C,) valores bem mais elevados do que os encontrados

na literatura para T. S. parietalis (10 a 140 ng/mL, valores de corticosterona basal e apos a

101



contengdo fisica, respectivamente) em Moore et al. (2001) e para B. irregularis (10 a 60
ng/mL, valores de corticosterona basal e apds a contengdo, respectivamente) em Mathies et
al. (2001).

Os machos e as fémeas dos trés grupos experimentais noventa minutos apos a
contencdo fisica por meio do lago de Lutz, com subsquente venopung¢do, responderam ao
estresse aumentando, em até oito vezes, os valores séricos da corticosterona. Segundo
Valverde et al. (1999) a taxa da resposta adrenocortical ¢ importante para os organismos
vertebrados porque sdo os glicocorticosterdides que mediam os mecanismos compensatorios
fisiologicos responsaveis pela restauragao da homeostasia.

A resposta adrenocortical elevada, a contencao fisica (C,), das jararacas do nosso
estudo corroboram os dados de Moore et al. (2001), onde foi verificado que espécies que
possuem periodos reprodutivos longos, como ¢ o caso dos viperideos brasileiros, exibem
maiores concentragdes de corticosterona em resposta a um estimulo estressante do que
espécies que possuem periodos limitados de reproducdao (MOORE et al., 2001; WINGFIELD,
1988)

As serpentes que ndo sofreram mudangas na rotina didria da sala desde o
nascimento (Grupo A) apresentaram niveis séricos basais de corticosterona similares durante
todo o periodo de estudo, sendo que as fémeas apresentaram, quase sempre, valores mais
elevados, principalmente nos de Cg, nos meses de julho/03, janeiro/04 e marg¢o/04. Uma
hipotese para os valores mais elevados nestes meses seria a presenca de um maior nimero de
pessoas no ambiente nestes periodos (ex. estagiarios, filmagens). Segundo Guillette et al.
(1995) se um novo agente estressante ¢ introduzido, uma nova resposta sera iniciada,
aumentando a resposta hormonal ao estresse. Ao nosso ver, as fémeas deste grupo se
incomodaram mais com a presen¢a de novas pessoas na sala do que os machos. Apds algumas
horas ou mesmo dias, acreditamos que os niveis hormonais destas serpentes voltavam ao
normal, pois os seus niveis de Cp; foram praticamente constantes ao longo do estudo.
Mathies et al. (2001) observaram que os niveis plasmaticos de corticosterona no colubrideo B.
irregularis retornavam aos valores basais 3 dias ap0ds o estresse de captura.

Os machos transferidos para a sala de produg¢do de veneno, contidos fisicamente
com o lago de Lutz para venopungdo, mas ndo submetidos a rotina de extracdo (Grupo B),
apresentaram valores séricos de Cy e de Cyp proximos aos do Grupo A, indicando que eles

ndo estranharam a mudanca de rotina, embora tenham apresentado maiores valores de C y

102



em setembro/03 e de C yp em julho/03 e setembro/03. Ao contrario dos machos do Grupo A,
parece que a presen¢a de um maior nimero de pessoas no ambiente durante o més de julho
(inclusdo de um novo agente estressante) incomodou os machos do Grupo B, estimulando
uma resposta adrenocortical mais acentuada neste periodo. As fémeas deste grupo apds a
transferéncia de sala, com excecdo de margo/04, mantiveram concentragdes de Cg; mais
elevadas ao longo do experimento, embora ndo estatisticamente significantes, em relagdo a
concentragdo do inicio do experimento e as das fémeas do Grupo A, talvez sendo uma
indicagdo de que essas fémeas demoraram a se adaptar a nova rotina. Do mesmo modo que os
machos, elas apresentaram uma elevacao nos niveis de C r; em setembro e de C g; em julho.
Uma explicacao provavel para o aumento de Cy; e de Cp;p em setembro/03 talvez seja a
presenca constante de pessoas novas no més de julho, ndo permitindo que os niveis séricos de
corticosterona destas serpentes voltassem as suas concentragdes basais anteriores.

Os machos transferidos para a sala de produc¢ao de veneno, contidos fisicamente
no lago de Lutz para venopungdo e submetidos a rotina de extracdo de veneno (Grupo C),
apresentaram, quase sempre, os maiores valores séricos de Cyy e de Cy ao longo do
experimento, sendo que os seus niveis séricos de Cy; ndo voltaram aos valores basais do
inicio do experimento, demonstrando que estes animais, poderiam estar sofrendo de estresse
cronico. As fémeas deste grupo, ao contrdrio, apresentaram niveis séricos de Cp; muito
constantes durante todo o experimento e proximos aos das fémeas do Grupo A. Como nos
demais grupos e pelos mesmos motivos, houve uma elevagdo nos valores de Cyz € Crp, nos
meses de julho e setembro. As fémeas deste grupo parecem ter se adaptado melhor a rotina
de extracdo de veneno do que os machos ¢ melhor do que as fémeas do Grupo B que se
encontravam na mesma sala, mas observamos que a resposta adrenocortical a inducdo do
estresse foi mais elevada do que nas fémeas dos outros grupos.

Mathies et al. (2001) observaram que as concentracdes de corticosterona
plasmatica em fémeas do colubrideo B. irregularis eram maiores do que as dos machos, tanto
antes como apoés a indugdo de estresse por captura, sendo que nesta espécie os machos sdo um
pouco maiores que as fémeas. No nosso estudo verificamos que as fémeas sdo
estatisticamente maiores que os machos mas, similarmente a Mathies et al. (2001),
apresentaram valores séricos de C; e de C, maiores do que os machos, embora poucas vezes
tais diferencas fossem estatisticamente significantes. Estudos com fémeas de mamiferos,

principalmente ratas, mostraram que fémeas possuem niveis de corticosterona basal mais
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altos e respostas adrenocorticais ao estresse mais elevadas do que os machos (JONES et al.,
1972; LE MEVEL et al., 1979; YOUNG, 1996). Por outro lado, Elsey et al (1991), Tyrrell e
Cree (1998) e Romero e Wikelski (2001), ndo observaram diferencas estatisticas sexuais na
resposta adrenocortical —de jacarés (Alligator mississippiensis), tuataras (Sphenodon
punctatus) e iguanas marinhas (Amblyrhynchus cristatus), respectivamente.

Segundo Weber (1992) e Norris et al. (1997), a corticosterona possui efeitos
marcantes no metabolismo energético, pois estimula a gliconeogénese e a mobilizacdo de
aminoacidos e lipidios do musculo esquelético e tecido adiposo, inibindo o crescimento. Esta
afirmacao pode explicar os pesos menores e, praticamente, constantes dos machos dos Grupos
B e C ao longo do experimento que tiveram uma resposta adrenocortical maior ao agente
estressante do que os machos do Grupo A. As fémeas dos Grupos B e C também tiveram
respostas adrenocorticais maiores que as fémeas do Grupo A, embora tenham apresentado um
ganho de peso ao final do experimento. Podemos supor através destas observacdes que, nas
fémeas, os efeitos da corticosterona no metabolismo energético possam ser menos marcantes
do que nos machos, permitindo que mesmo sob o efeito de um agente estressante as fémeas
consigam produzir foliculos com vitelo para a proxima estagdo reprodutiva. Segundo
Wingfield e Ramenovsky (1999) e Wingfield e Romero (2001), a modulagdo adrenocortical é
um mecanismo através do qual vertebrados podem mediar mudancas na taxa, duragdo e
magnitude da sintese e liberacdo de glicocorticosterdides em resposta a um agente estressante,
como em algumas espécies de tartarugas marinhas que suprimem a resposta adrenocortical a
indugdo de estresse por captura para otimizar o sucesso reprodutivo, mesmo as custas da sua

sobrevivéncia (JESSOP et al., 1999; VALVERDE et al., 1999).

6.2 Analise da relacdo entre os niveis séricos de corticosterona e

testosterona nos machos

Segundo DeNardo e Sinervo (1994), Moore e Miller (1984) e Silverin (1998),
durante a reproducdo niveis elevados de corticosterona circulante, em resposta a um agente
estressante, podem inibir a sintese de testosterona ou outros hormoénios responsaveis pela
reproducdo, levando a um rompimento na fisiologia ou comportamento responsaveis pelo

sucesso reprodutivo dos machos.
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A concentragdo de testosterona nos trés grupos experimentais diminuiu em
resposta ao agente estressante, mas a magnitude relativa desta resposta nao foi tdo intensa
quanto a observada com a corticosterona.

Em margo/03 (verdo) quando o experimento foi iniciado, as concentragdes séricas
de corticosterona estavam baixas e as de testosterona elevadas nos trés grupos, coincidindo
com o periodo de espermatogénese, segundo Almeida e Orsi (2002). Em maio/03, a
concentragcdo de corticosterona sérica aumentou e a de testosterona diminuiu, sugerindo uma
resposta adrenocortical com possiveis reflexos negativos na concentracao de testosterona. De
maio/03 a novembro/03, houve uma diminui¢do gradativa nos niveis séricos de corticosterona
nos machos, com exce¢ao do més de setembro/03 no Grupo B. Esta redu¢do na resposta
adrenocortical aos agentes estressantes poderia ter a fung¢do de conservar as reservas
energéticas durante o periodo de reproducdo (MARRA; HOLBERTON, 1998; ROBIN et al.,
1998); ou poderia indicar que os animais estariam se adaptando ao estresse imposto a cada
dois meses.

Durante este mesmo periodo (de maio/03 a novembro/03), os niveis de
testosterona dos machos dos trés grupos também apresentaram uma queda gradativa, como
seria esperado nesta época do ano (final da estacdo do outono até inicio da estagdo da
primavera). Estes dados corroboram os de Moore et al. (2001), que também observaram esta
queda entre a estacdo do outono até a da primavera na serpente norte-americana T. S.
concinnus, de vida livre, embora os valores da testosterona nesta espécie de colubrideo
tenham alcangado valores mais altos (60ng/mL no outono e 15ng/mL na primavera- valores
obtidos antes do estresse de captura) do que os viperideos sul-americanos deste estudo (B.
jararaca) nascidos em cativeiro (30ng/mL no outono ¢ 7 ng/mL na primavera — valores de
T)). Zacariotti (2004), utilizando soro sanguineo para a dosagem hormonal de testosterona,
também observou este perfil nos viperideos Crotalus durissus terrificus recém-chegados da
natureza, onde os valores encontrados por ele se assemelharam mais com os nossos, variando
de 52,60ng/mL no verdo a 8,89ng/mL no inverno.

Em janeiro/04 (verdo), periodo de espermatogénese, os Grupos B e C
apresentaram concentragdes elevadas de Cy;. Embora nido tenhamos observado nenhuma
correlagdo estatistica negativa entre a corticosterona e a testosterona, como Lance e Elsey
(1986); Greenberg e Wingfield (1987); Moore et al. (1991); Mahmoud e Licht (1997) e

Tyrrell e Cree (1998); € possivel sugerir que o aumento nos niveis séricos de corticosterona
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no periodo de espermatogénese nestes grupos possa ter induzido a diminui¢ao dos valores da
testosterona sérica, sendo que quanto maior foi a resposta adrenocortical, menor foi a
concentragdo sérica de testosterona. Em mar¢co/04, quando os niveis séricos de Cy
diminuiram até quase alcangarem os valores basais do inicio do experimento, as
concentragdes de testosterona aumentaram nos Grupos A e B e se mantiveram baixas no
Grupo C. Neste més, o Grupo A apresentou uma concentragdo sérica de testosterona 41%
maior do que no inicio do experimento, o Grupo B apresentou um pequeno aumento em
relacdo ao més de janeiro/04, mas ainda 67% menor do que em mar¢o/03 e o Grupo C nao
apresentou aumento algum nos niveis séricos de testosterona estando com uma concentragdo
91% menor do que no mesmo periodo de 2003.

As descrigoes de Salomdo e Almeida-Santos (2002) para o ciclo reprodutivo do
viperideo sul-americano C. d. terrificus estdo de acordo com os niveis séricos de testosterona
encontrados nos machos do Grupo A, onde as maiores concentragdes foram observados no
verao e outono, pico da atividade de espermatogénese e fase de copula, respectivamente.

Embora pareca existir uma correlagdo negativa entre os niveis séricos de
corticosterona e de testosterona ao longo do estudo, o nosso experimento corrobora os de
Lance e Elsey (1986); Moore et al. (1991) e Mathies et al. (2001), em que a corticosterona
ndo se apresenta estatisticamente correlacionada a testosterona, conforme demonstrado nos

Graficos 6.1 (* = 0,09, p<0,51), 6.2 (*= 0,1, p<0,2) e 6.3 (> = 0,08, p<0,52).
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Graficos 6.1, 6.2 e 6.3- Correlagdo linear simples dos valores séricas de testosterona e
corticosterona em machos de B. jararaca, nos diferentes grupos
experimentais. Sao Paulo, 2004
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Segundo Moore e Deviche (1988) e Wingfield e Silverin (1986) a diversidade do
comportamento entre a corticosterona e a testosterona, apresentando algumas vezes
correlacdes positivas e outras vezes correlagdes negativas, sugere a existéncia de multiplos
reguladores tanto do eixo adrenal como do gonadal que precisariam ser melhor estudados nos
répteis.

Existem alguns mecanismos fisioldgicos que poderiam explicar a transi¢ao entre
uma correlagdo positiva ou negativa entre a testosterona e a corticosterona. Segundo Riley et
al. (2004) na serpente vivipara Nerodia sp existe uma proteina plasmatica ligante de
esterdides com afinidade média a alta para testosterona, estradiol, progesterona e
corticosterona, sendo que a afinidade maior ¢ pela testosterona e o estradiol; porém, em
concentragdes altas de corticosterona plasmatica, os hormdnios esterdides sexuais podem ser
desalojados.

Jennings et al. (2000) trabalhando com aves descreveu a-globulinas capazes de se
ligarem a corticosterona e a testosterona no plasma sanguineo, porém com menor afinidade
pela ultima. Com o auxilio desta globulina, estes hormdnios sdo levados as células portadoras
de receptores. Concentragdes altas de corticosterona podem desalojar a testosterona dos
receptores, fazendo com que esta seja eliminada (DEVICHE et al., 2001).

Uma terceira explicacdo possivel para a interacdo entre a testosterona e a
corticosterona plasmatica, segundo Knapp e Moore (1997) estudando lagartos Urosaurus
ornatus, envolve um mineralocorticoide intracelular (MI) e receptores de
glicocorticosteroides (RG). Devido as diferentes afinidades de ligacdo pela corticosterona, em
concentragcdes baixas de corticosterona sérica o MI fica saturado. Os RG s6 se ligam a
corticosterona quando esta se encontra em niveis elevados, como durante uma resposta a um
agente estressante. E possivel entdo, que os efeitos negativos da corticosterona sobre os niveis
de testosterona plasmatica ocorram através da ativagdo dos RG, quando os niveis de
corticosterona plasmatica estdo muito elevados (MOORE; JESSOP, 2003).

E possivel que situagdes similares ocorram em serpentes, onde concentragdes
elevadas de corticosterona possam diminuir o nivel de testosterona plasmatica, devido a
presenga de proteinas plasmaticas ligantes de esterdides ou a presenca de MIs e RGs , como
ocorreu com as jararacas dos Grupos B e C, nos meses de janeiro/04 e marco/04, quando

concentragdes mais elevadas de Cy € de Cyp, podem ter diminuido as concentragdes de Ty e
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de T,. Proteinas plasmaticas que se ligam a esteroides, assim como MIs e RGg, precisam ser
mais estudados em serpentes.

A espermatogénese e o comportamento de acasalamento estdo diretamente
relacionados a testosterona (MOORE et al., 2000). Johnson et al. (1982) observaram uma
coincidéncia entre os niveis plasmaticos de testosterona e a espermatogénese em Agkistrodon
piscivorus, onde os niveis mais elevados de testosterona estavam relacionados a alta atividade
espermatogénica. Zacariotti (2004), relatou que os defeitos espermaticos estavam mais
presentes no inverno, em C. d. terrificus, quando os niveis de testosterona se encontravam
mais baixos.

Desta maneira podemos pressupor que a resposta adrenocortical a presenga de um
agente estressante no periodo de espermatogénese e acasalamento, diminuem a concentracao
sérica de testosterona prejudicando a reprodugdo das serpentes mantidas na sala de producao
de veneno (Grupos B e C), pois além destes animais poderem apresentar maiores defeitos
espermaticos e, conseqiientemente, menor indice de fertilidade, poderiam ndo apresentar o
comportamento reprodutivo necessdrio para o acasalamento. Acreditamos que as
concentragdes de testosterona a resposta adrenocortical variam de acordo com a fase
reprodutiva em que os machos se encontram, ou seja, animais que sdo submetidos a um
agente estressante na fase de espermatogénese e acasalamento tém os seus niveis de
testosterona diminuidos em fun¢do de uma elevada resposta adrenocortical, mas se este agente
estressante for introduzido na fase quiescente da reproducdo, as concentragdes altas de
corticosterona ndo afetam tanto os niveis de testosterona sérica.

A concentragdo de testosterona e a resposta adrenocortical a contencdo fisica se
mostraram mais alteradas nos animais mantidos em uma sala de producdo de veneno do que
nos animais que ndo sofreram mudancas em sua rotina diiria. Os machos que foram
submetidos a extragdo de veneno tiveram as maiores concentragdes de corticosterona ¢ as
menores taxas de testosterona ao longo do estudo, indicando que poderiam estar sofrendo de
estresse cronico.

No Grupo A observou-se uma correlacdo positiva significante e de baixa
intensidade entre a testosterona e o peso dos animais, ndo observado nos demais grupos,
sugerindo que o efeito anabdlico da testosterona pode ser neutralizado pelo efeito catabolico

da corticosterona.
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6.3 Analise dos resultados da corticosterona serica e sua relacdo com

0s niveis séricos de estradiol nas fémeas

Nas fémeas dos trés grupos experimentais observamos que os valores de estradiol,
basais ou induzidos pelo estresse da contencdo fisica, durante o periodo de estudo, foram
muito proximos, tanto na comparagdo intra como inter-grupos, com excecdo do més de
mar¢o/04, quando o Grupo C apresentou um valor médio mais elevado, estatisticamente
significante. Os valores séricos de estradiol encontrados nas fémeas (15,60 a 50,54 pg/mL)
durante o periodo de estudo estdo proximos aos valores encontrados por Almeida-Santos
(2005) para fémeas desta espécie na fase quiescente do ovario, sugerindo que 0s nossos
animais nao entraram na fase de vitelogénese ativa que ocorre do final do verdo até o inicio do
outono (ALMEIDA-SANTOS et al., 2004).

Existem duas explicagcdes provaveis para este comportamento do estradiol sérico
nas fémeas dos trés grupos experimentais. Estas fémeas, que tinham completado 3 anos de
vida no comego do experimento, supostamente iriam iniciar a vitelogénese ativa a partir de
marco/03 (ALMEIDA-SANTOS, 2005), mas as concentragdes séricas mais elevadas de
corticosterona, observadas a partir de maio/03 com o comego do protocolo de indugdo de
estresse, podem ter inibido a secre¢do de quantidades séricas de estradiol suficientes para
despertar a vitelogénese ativa. Segundo Nijagal e Yajurvedi (1999), ocorre um decréscimo
significante no nimero de oogodnias, oocitos, niveis séricos de estradiol, além da auséncia de
foliculos vitelogénicos nos ovarios do lagarto Mabuya carinata quando tratados com
corticosterona exdgena.

A segunda explicagdo ¢ a de que as fémeas do nosso estudo, embora possuissem
CRC maiores do que os 76 cm citados na literatura para fémeas maturas da mesma espécie
(JANEIRO-CINQUINI et al., 1993), poderiam ndo estar ainda sexualmente maturas,
apresentando niveis séricos de estradiol mais baixos do que os apresentados por fémeas
maturas no periodo de vitelogénese. Nao existem estudos a respeito da maturidade sexual de
B. jararaca nascidas em cativeiro.

Virios estudos sugerem que o estradiol possui um papel importante na resposta
mais acentuada ao estresse observada em fémeas de mamiferos (BURGESS ¢ HANDA, 1992;

CAREY et al., 1995; VIAU e MEANEY, 1991) e que esta resposta ¢ dependente da fase
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reprodutiva em que as mesmas se encontram (VIAU e MEANEY, 1991). Phillips e
Poolsanguan (1978) e Viau e Meaney (1991) mostraram nos seus estudos com ratas que os
niveis de corticosterona plasmadtica, basais e apos a indug@o do estresse, sdo mais elevados nas
fases reprodutivas em que o estradiol estd mais elevado. Apesar das jararacas do estudo
provavelmente ndo terem entrado na vitelogénese ativa, estado na qual as concentragdes de
estradiol estariam altas, pudemos observar que os niveis séricos de corticosterona eram mais
elevados quando os niveis de estradiol também estavam mais altos.

Acreditamos, assim como nos machos, que as concentracdes de estradiol a
resposta adrenocortical variam de acordo com a fase reprodutiva em que as fémeas se
encontram, ou seja, animais que sdo submetidos a um agente estressante na fase de
vitelogénese tém os seus niveis séricos de estradiol diminuidos em fun¢do de uma elevada
resposta adrenocortical, mas se este agente estressante for introduzido na fase quiescente da
reproducdo, as concentragdes altas de corticosterona ndo afetam substancialmente os niveis

hormonais.

6.4 Analise das diferencas dos niveis séricos de corticosterona entre

machos e fémeas

Conforme pode ser observado nos graficos 5.32, 5.33 e 5.34, os niveis séricos de
corticosterona basais entre machos e fémeas do mesmo grupo tiveram um perfil semelhante,
principalmente nos Grupos B e C, indicando que sexos diferentes respondem de maneira
similar aos mesmos agentes estressantes. Em nosso estudo verificamos que as fémeas
apresentaram valores de corticosterona, basais e induzidos pelo estresse da contengao fisica e
da extracdo, mais elevados do que os machos, embora nem sempre estas diferengas tenham
tido significado estatistico, corroborando os dados de Mathies et al. (2001) que observaram
niveis mais elevados de corticosterona plasmatica em fémeas do colubrideo B. irregularis do
que em machos, tanto antes como apoés a induc¢do de estresse por captura. Estudos com
mamiferos, principalmente em ratas, mostraram que as fémeas também possuem niveis de
corticosterona basal mais altos e respostas adrenocorticais ao estresse mais elevadas do que os

machos (JONES et al., 1972; Le MEVEL et al., 1979; YOUNG, 1996). Segundo Burgess e
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Handa (1992) trabalhando com ratas, o estradiol age na atividade do receptor de
glicocorticosterdide e diminui o “feed-back’ negativo, alterando a fungdo do HPA.

Elsey et al. (1991); Romero e Wikelski (2001) e Tyrrell e Cree (1998) ndo
observaram diferencas sexuais na resposta adrenocortical de jacarés (Alligator
mississippiensis), tuataras (Sphenodon punctatus) e iguanas marinhas (Amblyrhynchus
cristatus), respectivamente. Trabalhos futuros precisam ser conduzidos para melhor esclarecer

a interferéncia do sexo sobre a resposta adreno-cortical ao estresse.

6.5 Analise da hematologia e sua relagdo com o0s niveis sericos de

corticosterona e hormonios esteroides sexuais

O estresse associado ao tempo necessario para retirar a serpente do seu recinto ou
ambiente natural, conté-la e obter uma amostra sanguinea pode prejudicar as comparagoes de
concentragdes de corticosterona obtidas na literatura. Dunlap (1993) e Moore et al. (1991)
observaram correlagdes positivas significantes entre o tempo gasto na colheita de sangue e a
concentragdo de corticosterona. Desta maneira, nds cronometramos o tempo gasto (em
segundos) desde a retirada do animal da sua gaiola até a colheita de sangue. Estipulamos um
tempo maximo de 120 segundos, apds o qual a colheita era interrompida. Na maioria das
espécies estudadas, a concentracdo de glicocorticosteréides s6 comega a se elevar
aproximadamente 3 minutos apds o inicio de um estimulo estressante agudo (SAPOLSKY et
al., 2000; WINGFIELD; ROMERO, 2001). Para pessoas com pratica, este tempo ¢ adequado
para se conseguir as amostras sanguineas.

Muitos dos parametros hematologicos observados nas jararacas do estudo possuem
valores minimos e maximos muito dispares e mostraram algumas diferengas quando
comparados aos dados publicados previamente para outras serpentes da Familia Viperidae.
Parker (1977) encontrou valores médios de hematocrito mais elevados (31,9%) em Crotalus
atrox; Freitas et al. (2003) e Troiano et al. (2000) encontraram valores médios de
hemoglobina mais elevados (10-12g/dL) e valores médios relativos de linfocitos (50%),
azurofilos (9,5%), trombocitos (6%) e basofilos (0,8%) diminuidos em Bothrops alternatus,
B. jararacassu, B. moojeni, B. neuwiedi diporus. Grego et al. (2000) encontraram parametros

hematologicos semelhantes aos da jararaca do presente estudo em B. moojeni e B. alternatus
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de Porto Primavera (SP), com exceg¢do da contagem especifica de linfocitos e basofilos que
apresentaram valores médios maiores nas jararacas. Freitas et al. (2003) e Kolesnikovas et al.
(2000) observaram valores médios similares ao do nosso estudo em Bothrops sp ¢ Crotalus
sp, respectivamente, mantidas em cativeiro no Laboratdrio de Herpetologia do IB, conquanto
os valores da contagem especifica de basofilos nestes trabalhos tenham sido mais baixos.

Estas diferengas podem ocorrer devido a varios fatores como: a localizagao
geografica onde ¢ realizado o estudo, as condi¢des de colheita do sangue, as condi¢des de
vida dos animais - de vida livre ou mantidos em cativeiro, € a nomenclatura dos leucocitos
adotada pelo pesquisador. Nos adotamos a nomenclatura proposta por Alleman (1999), que
classifica os leucocitos de serpentes em linfocitos, azurofilos, heteréfilos degranulados,
heterdfilos intactos e basofilos. Troiano et al. (2000), por exemplo, classificam as células
sanguineas em linfocitos, mondcitos, azurofilos, heterofilos, eosinodfilos e basofilos,
dificultando a comparagao dos dados.

A contagem especifica dos basofilos das jararacas do nosso estudo foi maior do
que os valores relatados para outros viperideos. A principio imaginamos que esta diferenga
pudesse ser uma caracteristica de exemplares jovens de Bothrops sp (3 anos de idade), pois na
maioria dos estudos hematoldgicos, os animais sdo obtidos da natureza sem se saber a idade
do animal, mas Rameh de Albuquerque (comunicagdo pessoal)’ também observou uma alta
taxa de basofilos em seus estudos hematologicos com individuos desta mesma espécie.
Portanto, valores altos de baséfilos podem ser uma caracteristica inata desta espécie.

No nosso estudo foram encontradas varias células imaturas de eritrocitos na
circulacao periférica dos animais dos trés grupos. A retirada de 2mL de sangue a cada 60 dias
pode ter estimulado o recrutamento destas células a partir dos sitios hematopoiéticos. Em
mamiferos, apenas células maturas chegam a circulagdo em condi¢des normais (WAUGH et
al., 1984). Segundo Sano-Martins et al. (2002) em répteis as células endoteliais inibem
claramente a passagem de células imaturas, embora seja comum a presenca de 18 a 22% de
células imaturas na circulacdo periférica devido a um sistema vascular bem desenvolvido
adjacente a coluna vertebral (importante tecido hematopoiético) descrito por Zippel et al.
(2001) em serpentes.

Os animais do Grupo A apresentaram uma queda no numero de eritrdcitos nos
meses de setembro/03 e novembro/03, em ambos os sexos, embora os machos estivessem

ganhando peso gradativamente e as fémeas, neste mesmo periodo, tenham diminuido a sua

? Informagdo fornecida por Rameh de Albuquerque, L.C. em 2006 no Laboratdrio de
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massa. Esta diminui¢do na contagem total de eritrocitos, apenas no grupo controle, foi
inesperada e seu significado nao pode ser determinado.

Aumento no hematodcrito, mudanga na contagem de células sanguineas e a relacao
heterodfilo/linfocito tém sido usados para determinar estresse em diversas espécies de répteis
(AGUIRRE et al., 1995; DUGGAN, 1981; KREGER ¢ MENCH, 1993; LANCE, 1990;
MAHAPATRA et al., 1991; MOBERG, 1985).

Ao contrario do que foi observado por esses autores, nos nossos animais nao
observamos aumento do hematocrito em nenhum dos grupos e ainda foi detectada uma
queda nos Grupos A ¢ B. O Grupo A apresentou linfocitopenia no més de janeiro/04,
coincidindo com niveis séricos elevados de corticosterona para este grupo. O Grupo B, ao
contrario, no seu pico de corticosterona (setembro/03) apresentou linfocitose, enquanto o
Grupo C ndo teve seus valores de linfocitos alterados. Nos Grupos A, B e C, ocorreu
discreta heterofilia em janeiro/04, sem significado estatistico, e que coincidiu com o pico de
corticosterona em janeiro/04.

Segundo Orth et al. (1992), os glicocorticosterdides produzem uma diminui¢do
marcante no nimero de linfocitos periféricos em humanos, devido a sua redistribuicdo do
compartimento intravascular para o bago, linfonodos, duto toracico e medula 6ssea. Em
camundongos e coelhos a corticosterona pode induzir lise dos linfocitos nestes tecidos
(DOUGHERTY; WHITE, 1945). Em relagdo aos granulocitos, os glicocorticosterdides tém
um efeito oposto, fazendo com que eles deixem a medula 6ssea e entrem na circulagdo
sanguinea periférica.

Embora tenhamos observado correlagdes negativas significantes e de média
intensidade entre os heterdfilos e os linfécitos em todos os grupos experimentais, ao
contrario de Aguirre et al. (1995) e Kamau et al. (2002) a relagdo heterofilo/linfocito ndo se
mostrou um sinalizador eficiente para a detec¢do do estresse em nossos animais, pois nao
houve correlacao estatistica entre esta relacdo ¢ os niveis séricos de corticosterona. Talvez
fosse necessario um numero maior de animais nos experimentos para verificarmos a
eficiéncia desta relacdo na deteccdo do estresse. Segundo Vleck et al. (2000) para que a
relacdo heterofilo/linfocito tenha validade é necessario examinar um numero grande de
animais e fazer leituras repetidas de um mesmo individuo, situagdo que nao foi possivel

obter em nosso experimento.
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Os resultados dos parametros hematoldgicos obtidos nas serpentes do nosso estudo
corroboram as afirmagdes de varios autores (COULSON; HERNANDEZ, 1964; DESSAUER,
1970; WHITE; SOMERO, 1982) segundo os quais os vertebrados ectotérmicos apresentam
uma grande variagdo na composi¢do sanguinea, mesmo sob condi¢des aparentemente
favoraveis. Desta maneira acreditamos que desvios na composicdo média sanguinea nao
significam, necessariamente, funcdo fisioldégica comprometida. Semelhantemente,
consideramos que ha necessidade de estudos complementares antes da ado¢do de parametros

hematologicos como sinalizadores apropriados de estresse em serpentes.
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7 CONCLUSOES
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CONCLUSOES

Os diagnodsticos DPC®, DSL® e MPBiomedicals®, embora tenham sido
desenvolvidos para uso em soro humano e o ultimo em soro de roedores, se

mostraram eficientes na detec¢do de hormdnios esterdides sé€ricos em jararaca.

As concentracgdes séricas baixas de corticosterona encontradas no PC e elevadas no
PCE, demonstraram que o tempo de colheita sanguinea de 120 segundos foi

eficiente na obtencdo de valores basais de corticosterona.

Os machos do Grupo C foram os animais que apresentaram niveis basais de
corticosterona mais elevados, indicando que a rotina de extragdo se mostrou um
processo estressante, seguido dos machos do Grupo B, que ndo foram submetidos

a extracdo de veneno, mas que tiveram a sua rotina modificada.

As concentragdes séricas de testosterona a resposta adrenocortical variaram de
acordo com a fase reprodutiva, ou seja, na fase de espermatogénese respostas
adrenocorticais elevadas diminuiram os niveis séricos de testosterona, enquanto na
fase quiescente da reprodugdo, concentragdes elevadas de corticosterona nado

afetaram significativamente os niveis séricos de testosterona.

Os Grupos B e C apresentaram baixos niveis séricos de testosterona ao final do
experimento  (mar¢o/04) no periodo de espermatogénese. Como a
espermatogénese ¢ o comportamento de acasalamento estdo diretamente
relacionados a testosterona, ¢ possivel concluir que estes animais ndo teriam um
comportamento reprodutivo adequado, o que acarreteria na diminui¢do de seu

indice de fertilidade.

A auséncia de vitelogénese ativa nas fémeas do nosso estudo pode ter ocorrido
devido a imaturidade sexual das serpentes, conquanto no final do experimento,
quando as fémeas atingiram quatro anos de idade, os constantes indices de
estradiol sérico podem ter sido ocasionados pelo estresse a que estas fémeas foram

submetidas ao longo do estudo.
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Os machos dos Grupos B e C, que foram transferidos para a SPV, apresentaram
niveis de Cyv, mais elevados do que os machos do Grupo A, indicando que os
machos mantidos em SPV tém respostas adrenocorticais mais elevadas quando
submetidos a novos agentes estressantes. As fémeas dos trés grupos apresentaram
Cr; elevadas, podendo ser um indicio de que as fémeas sejam mais sensiveis a

presenga de pessoas estranhas na sala.

As fémeas de B. jararaca apresentaram niveis séricos de corticosterona mais
elevados no PC e no PCE do que os machos. Acreditamos que tal situacdo seja

uma diferenga inerente ao sexo e que esteja ligada aos niveis séricos de estradiol.

Os machos dos Grupos B e C apresentaram peso constante ao longo do estudo,
confirmando os efeitos marcantes da corticosterona no metabolismo energético dos
machos. Ja os machos do Grupo A ganharam peso, sugerindo que o efeito
catabolico da corticosterona possa ser neutralizado pelo efeito anabdlico da

testosterona.

Através do nosso estudo comprovamos que niveis séricos elevados de
corticosterona alteram os niveis de hormonios esterdides sexuais, levando a um

rompimento na fisiologia reprodutiva normal dos animais.

Ambos os sexos de cada grupo apresentaram perfis similares em relagdo aos niveis
séricos basais de corticosterona, indicando que sexos diferentes respondem a um
agente estressante de maneira semelhante, mas com diferencas na magnitude da

resposta.

Embora o aumento no hematocrito, mudanga na contagem de células sanguineas e
a relacdo heterofilo/linfécito tenham sido usados em outros trabalhos para
determinar o estresse em répteis, no nosso estudo ndo observamos correlagdes
estatisticamente significantes entre esses parametros sanguineos e a concentragao
sérica de corticosterona, ndo podendo ser considerado um sinalizador de estresse

nas jararacas.
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Serpentes reprodutoras ndo devem ser submetidas a rotina de extragdo de veneno,

devendo ser mantidas em salas onde o manejo seja estavel.

Modificagcdes no ambiente onde sdo mantidas as serpentes devem ser realizadas
nos periodos em que os seus hormonios esterdides sexuais estdo mais baixos
(primavera e verdo) para que as suas fungdes reprodutivas ndo sejam muito

alteradas.
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