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RESUMO

STEIN, I. V. Monitoramento das oscilag6es anuais nos niveis de testosterona
plasmatica e andrégenos fecais de machos de jararaca-ilhoa (Bothrops
insularis) mantidos em cativeiro. [Annual fluctuations monitoring of plasma
testosterone and fecal androgen levels in males of golden lancehead pitviper
(Bothrops insularis) kept in captivity]. 2016. 48 f. Dissertacao (Mestrado em Ciéncias)
— Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, S&o
Paulo, 2016.

A jararaca-ilhoa (Bothrops insularis) € uma serpente criticamente ameacada,
endémica da llha da Queimada Grande (IQG), litoral sul de Sado Paulo. Com a sua
populacdo em declinio, foi estabelecido um programa de reproducdo em cativeiro,
porém o conhecimento da sua biologia reprodutiva ainda € incipiente. Até o
momento considera-se essa espécie como sazonal, com periodo de
espermatogénese e copulas associado, ocorrendo do outono até inicio da
primavera, porém nao existem estudos a cerca da endocrinologia reprodutiva. O
objetivo desse trabalho foi validar um método de avaliacdo hormonal ndo invasiva
por meio das fezes e realizar o monitoramento dos metabdlitos fecais de
testosterona em conjunto com avaliagdo plasmatica de testosterona. Ao longo de 36
meses foram coletadas 156 amostras de fezes e 30 amostras de sangue de oito
machos cativos. As concentracdes de metabdlitos fecais de testosterona variaram
entre 10,9 a 249,3 ng/g de fezes, enquanto as concentracfes de testosterona
plasmatica variaram de 0,07 a 0,30 ng/mL de plasma. Nao houve diferenca
significativa entre as concentragfes plasmaticas de testosterona e de metabdlitos
fecais de testosterona ao longo do ano, apesar dos machos demonstrarem
comportamento reprodutivo durante esse periodo. Os dados corroboram com outros
estudos de estocagem espermética, qualidade seminal e volume gonadal, porém
vao de encontro a resultados de histologia testicular. Sdo discutidas a possibilidade
da espécie ser assazonal ou desses resultados serem uma consequéncia das
condicbes do cativeiro. Esse estudo contribui com a validacdo de um novo método
de avaliacdo longitudinal de esteroides sexuais em B. insularis, com o conhecimento
da biologia reprodutiva de serpentes tropicais e com a conservacao de animais

ameacados de extin¢ao.

Palavras-chave: Serpentes. Endocrinologia. Reproducdo. Sazonalidade. Bothrops

insularis.



ABSTRACT

STEIN, I. V. Annual fluctuations monitoring of plasma testosterone and fecal
androgen levels in males of golden lancehead pitviper (Bothrops insularis)
kept in captivity. [Monitoramento das oscilagdes anuais nos niveis de testosterona
plasmatica e androgenos fecais de machos de jararaca-ilhoa (Bothrops insularis)
mantidos em cativeiro]. 2016. 48 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2016.

The golden lancehead pitviper (Bothrops insularis) is a critically endangered snake,
endemic of the Queimada Grande Island, southeastern Brazil. With its declining
population, a captive breeding program was established, but the knowledge of its
reproductive biology is incipient. By the time this species is considered as seasonal,
with spermatogenesis period and matting associated, occurring from autumn until
early spring, but there are no studies about their reproductive endocrinology. The aim
of this study was to validate a noninvasively hormonal evaluation method through
feces and carry out the monitoring of androgens in conjunction with plasma
testosterone evaluation. Over 36 months 156 stool samples and 30 blood samples
were collected from eight captive males. The fecal androgen concentrations ranged
from 10.9 to 249.3 ng / g of feces and the plasma testosterone concentrations ranged
from 0.07 to 0.30 ng / mL of plasma. There was no significant difference between the
concentrations of fecal androgens and plasma throughout the year, although the
males had shown successfully reproductive behavior during this period. The data
corroborate whith other studies of sperm storage, sperm quality and gonadal volume,
but disagreeded of the results of testicular histology. We discuss the possibility of the
species be assazonal or these results are a consequence of the captivity conditions.
This study contributes to the validation of a new longitudinal evaluation method of
sex steroids in B. insularis, with the knowledge of the reproductive biology of tropical

snakes and the conservation of endangered animals.

Keywords: Snakes. Endocrinology. Breeding. Seasonality. Bothrops insularis.
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1 INTRODUCAO

A jararaca-ilhoa (Bothrops insularis) € uma serpente endémica da llha da
Queimada Grande (IQG), situada no litoral sul do estado de S&o Paulo. Estudos
recentes indicam, que B. insularis pode ter se originado de um ancestral comum
semelhante a B. jararaca através do isolamento de populacfes na ilha onde ela hoje
ocorre (MARQUES; MARTINS; SAZIMA, 2002).

Considerada uma espécie criticamente ameacada de extincdo, Bothrops
insularis encontra-se na “Lista Nacional das Espécies da Fauna Brasileira
Ameacadas de Extingdo” (MACHADO; MARTINS; DRUMMOND, 2005) e na “Lista
Vermelha das Espécies Ameagadas” (IUCN, 2013). Conforme Martins, Sawaya e
Marques (2008) a populacdo dessa espécie foi estimada em 2100 individuos e, de
acordo com seus estudos dos ultimos 12 anos, essa populacdo estd em declinio.
Devido ao seu endemismo e a diminuicdo da qualidade de habitat por impacto
antropico, medidas conservacionistas sdo imprescindiveis a fim de evitar o
desaparecimento dessa espécie. Em virtude de seu “status” de criticamente em
perigo e devido aos fatores mencionados, fica clara a necessidade da manutencao
desse viperideo por meio de uma estratégia de longo prazo de reproducdo em
cativeiro. Todavia, um dos maiores obstaculos para o sucesso na reproducdo ex situ
de répteis é o desconhecimento sobre diversos aspectos ecologicos desses
vertebrados, incluindo sua biologia reprodutiva (SWANSON, 2006). Desse modo, 0s
programas de reproducdo em cativeiro podem contribuir para a conservagao de uma
dada espécie por ampliar o conhecimento utilizando um reduzido namero de
individuos e por possibilitar o desenvolvimento de biotecnologias reprodutivas que
facilitem o fluxo de genes entre populacdes cativas e de vida livre (ROLDAN et al.,
2006).

Apesar de ter sido descoberta a mais de 100 anos (KASPEROVICZUS;
ALMEIDA-SANTOS, 2012), e de haverem diversas recentes publicacbes a seu
respeito (MARTINS; SAWAYA; MARQUES, 2008; BOVO, RAFAEL ; MARQUES;
ANDRADE, 2010; MARQUES et al., 2012; GUIMARAES et al., 2014), o
conhecimento sobre a biologia reprodutiva de Bothrops insularis ainda € principiante

e as informacdes a respeito da sazonalidade sdo conflitantes. Enquanto alguns
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trabalhos realizados in situ e a partir de espécimes depositados em colecdo
cientifica (KASPEROVICZUS, 2009; MARQUES; KASPEROVICZUS; ALMEIDA-
SANTOS, 2013) afirmam haver sazonalidade reprodutiva de fémeas e machos,
inclusive com um periodo de quiescéncia testicular, outro trabalho realizado pelo
mesmo grupo mostra ndo haver diferenca expressiva na qualidade seminal de
animais mantidos em cativeiro (SILVA et al., 2015). Em decorréncia disso, uma
investigacao da endocrinologia reprodutiva foi proposta na tentativa de elucidar essa
guestdo. Além disso, tais conhecimentos auxiliardo na reproducdo em cativeiro, e
contribuirdo com a manutengédo de um plantel sexualmente ativo e pronto para uma
possivel reintroducdo (VAZ GUIMARAES, 2003), caso seja necessaria.

O comportamento reprodutivo, bem como a atividade gonadal s&o regidos por
horménios (LICHT, 1979), dessa forma, o monitoramento enddcrino oferece a
obtencdo de dados reprodutivos com grande confiabilidade, sendo um importante
instrumento para a avaliacdo do sucesso reprodutivo (WASSER; VELLOSO;
RODDEN, 1995). Para um eficiente monitoramento endécrino sdo necessarias
coletas seriadas de sangue (SCHWARZENBERGER et al., 1996), contudo, esse
procedimento pode ser estressante e muitas vezes inviavel considerando o porte do
animal (MACDONALD et al., 2002). Obstaculos como esses levaram a criagdo de
métodos ndo-invasivos de monitoramento hormonal (via urina, fezes e saliva), uma
vez que 0S mesmos minimizam situagdes de estresse e ndo oferecem riscos aos
profissionais durante as coletas (ANDRABI; MAXWELL, 2007; PEREIRA, 2007).
Essas vantagens somadas ao fato de amostras fecais serem de facil obtencéo,
manuseio e conservacao, popularizou o uso dessa metodologia em estudos
endocrinos prolongados em uma gama de animais domésticos e selvagens
(SCHWARZENBERGER et al., 1996; PEREIRA, 2007).

Tendo em vista 0 pouco conhecimento sobre a biologia reprodutiva de
Bothrops insularis e da dificuldade de obtencdo de amostras sanguineas seriadas
para avaliacdo hormonal longitudinal, este estudo se propde a desenvolver um

método de avaliacdo hormonal ndo invasiva a partir das fezes.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A ILHA DA QUEIMADA GRANDE

Situada a 33 km da costa, no litoral sul do estado de S&o Paulo, a llha da
Queimada Grande (latitude 24° 29’S, longitude 46° 40°'W) (Figuras 1 e 2) pertence ao
municipio de Itanhaém e faz parte da Area de Protecdo Ambiental (APA) de
Cananéia-lguape-Peruibe, criada apos decreto federal n°® 90.347 de 23/10/1984.
Também é considerada Area de Relevante Interesse Ecoldgico (ARIE) pelo decreto
federal n°® 91.887 de 5/11/1985. Com 43 hectares, tem comprimento de 1.500m,
largura de 500m e altitude de apenas 200m. Sua formacdo é rochosa, ndo possui
praias arenosas nem fonte de agua doce (DUARTE; PUORTO; FRANCO, 1995).

Figura 1 — Imagem de satélite da regiédo litoranea do estado de S&o Paulo,
indicando a localizacdo da llha da Queimada Grande

QYuquitiba

& fitanhaém

=
llha'de Queimada Grande

©2016/Google
DatalSIO NOAA LS Navy, NGA GEBCO s
Image Landsat (.UUQ’lL‘ earth
C

Data das/imagens:12/13/2015  24°16'01.94"S 46°39'32.71"0 elev -18 m  altitude do ponto de visao 92.18 km

Fonte: (GOOGLE EARTH, 2015).
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Figura 2 — Vista aérea da llha da Queimada Grande

Fonte: (MERCADANTE; MOURA, 2005).

O clima da regiéo litoranea do estado de S&o Paulo & considerado tropical
umido, com alto indice de pluviosidade anual e apresenta uma ligeira queda de
precipitacdo nos meses de outono e inverno (SILVA, 1989). Médias mensais de
temperatura da IQG variam de 18,3°C em agosto a 27,2°C em marco e a
precipitacdo pluviométrica fica entre 0,2mm em julho e 135,2mm em dezembro
(MARQUES; KASPEROVICZUS; ALMEIDA-SANTOS, 2013). A vegetacao da ilha é
de Mata Atlantica, porém existem areas alteradas com a presenca de gramineas
(MARQUES; MARTINS; SAZIMA, 2002; MARTINS; SAWAYA; MARQUES, 2008). A
fauna local € composta por 68 espécies de aves - entre residentes e migratorias —
duas espécies de morcegos, duas espécies de anfibios, trés espécies de lagartos,
duas espécies de anfisbenideos e uma serpente além da jararaca ilhoa. Nao existem
mamiferos terrestres na ilha (MONTANHINI, 2010).

O primeiro registro da llha da Queimada Grande foi durante expedigdes
colonizadoras portuguesas, em 1532. Trezentos anos depois, no final do século XIX

a Marinha do Brasil implantou um farol, cuja manutencéao era feita por faroleiros que
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residiam na ilha. Por causa da excessiva populacéo de serpentes, ateava-se fogo na
vegetacdo, provocando grandes incéndios que podiam ser vistos do continente, por
causa disso a ilha recebeu o nome de llha da Queimada Grande. Nado existem
registros oficiais de acidente ofidico nessa época, mas sabe-se que no inicio do
século XX o faroleiro enviou os primeiros individuos de jararaca-ilhoa para o Instituto
Butantan, quando entdo pode ser descoberta pela comunidade cientifica
(KASPEROVICZUS; ALMEIDA-SANTOS, 2012).

2.2 A JARARACA ILHOA

Bothrops insularis (Figura 3), popularmente conhecida por jararaca-ilhoa, é
um viperideo que pertence ao “Grupo Jararaca” juntamente com Bothrops alcatraz
(endémica do arquipélago de Alcatrazes), Bothrops otavioi (endémica da llha de
Vitoria, Sdo Sebastido) e com Bothrops jararaca (a jararaca comum do continente)
(BARBO et al., 2012). Ela € endémica da llha da Queimada Grande, e sua provéavel
origem deve ter ocorrido hd 11.000 anos, por especiacdo alopatrica em decorréncia
do isolamento geografico ocorrido pelas diversas variagcdes no nivel do mar durante
o final do Pleistoceno (MARQUES; MARTINS; SAZIMA, 2002). Esses autores ainda
sugerem que a jararaca ilhoa e a jararaca do continente tiveram um ancestral
comum, porém existem evidéncias genéticas de que B. insularis tenha se
diferenciado da proépria B. jararaca (GRAZZIOTIN et al., 2006).

Os primeiros exemplares de jararaca-ilhoa chegaram ao Instituto Butantan em
1911, enviados pelo entdo faroleiro da ilha da Queimada Grande
(KASPEROVICZUS; ALMEIDA-SANTOS, 2012). Inicialmente foi descrita como
Lachesis lanceolatus (atualmente B. jararaca), mas alguns anos depois, 0
pesquisador da extinta “Secgao de Ophiologia”, Afranio do Amaral, em visita a ilha
percebeu se tratar de uma espécie diferente da jararaca do continente e entao
classificou como Lachesis insularis (AMARAL, 1921) e posteriormente em Bothrops
insularis (AMARAL, 1929).
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Figura 3 — Individuo de Bothrops insularis em vida livre

Fonte: (DIEGO MUNIZ, 2013).

A jararaca-ilhoa é diferente morfologicamente da jararaca do continente, tem
coloracdo pardo-amarelada, cabeca larga, apresenta a porcao rostral da cabeca
relativamente curta e estreita, corpo delgado e achatado lateralmente, com cauda
ligeiramente preénsil (MARTINS et al., 2001). Os machos atingem comprimento
rosto-cloacal (CRC) médio de 61,9cm e fémeas de 72,1cm (MARQUES;
KASPEROVICZUS; ALMEIDA-SANTOS, 2013). Martins et al. (2001) a descreve
como sendo diurna, semi-arboricola, e uma com alimentagdo predominantemente
composta por aves migratorias durante a vida adulta, diferentemente da jararaca do
continente, que tem habito noturno e alimentacdo generalista (composta por
mamiferos, aves, anfibios e lagartos). A dieta de individuos jovens é composta de
animais ectotérmicos, como artropodes, anfibios e lagartos (MARQUES; MARTINS;
SAZIMA, 2002), e a acédo do veneno de B. insularis apresenta especificidade para as
presas locais (ZELANIS; TRAVAGLIA-CARDOSO; FURTADO, 2008). A jararaca-
ilhoa parece se alimentar com mais frequéncia no final da estacdo chuvosa
(fevereiro e marco) e no final da estacdo seca (agosto e setembro), quando
acontecem o0s picos migratérios de Elaenia chilensis e Turdus flavipes,
respectivamente (MONTANHINI, 2010). Apesar da abundéancia da corruira
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(Troglodytes musculus) na ilha, essa espécie residente nunca foi encontrada no
conteudo estomacal de B. insularis, provavelmente devido a sua agilidade natural
(MARQUES; MARTINS; SAZIMA, 2002; MONTANHINI, 2010).

221 Reproducéo

Bothrops insularis tem ciclo reprodutivo sazonal e suas estratégias
reprodutivas sdo semelhantes a espécie continental B. jararaca (KASPEROVICZUS,
K., 2009). As fémeas sdo maiores que 0s machos e esses ndo apresentam
comportamento de combate. A cépula ocorre durante a estacdo seca, de marco a
agosto, porém machos sao avistados procurando por fémeas mais intensamente
durante o inverno, nos meses de junho e julho (KASPEROVICZUS, 2009;
MARQUES; KASPEROVICZUS; ALMEIDA-SANTOS, 2013).

Fémeas de B. insularis apresentam ciclo reprodutivo extenso,
aparentemente bianual e com baixa fecundidade. O inicio de deposi¢do de vitelo
nos foliculos acontece em margo e aumento substancial no tamanho folicular entre
julho e novembro. A ovulacdo ocorre dissociada da época de copula, na metade da
primavera, isso devido ao fato de haver estocagem de espermatozoides no utero
(KASPEROVICZUS, 2009). A gestacdo ocorre entre outubro e abril, durante os
meses mais quentes, e tem duracdo estimada de quatro a cinco meses. O
nascimento dos filhotes ocorre no final do verédo, época de chuva, abundante de
presas como anfibios, lagartos e centopeias (KASPEROVICZUS, 2009; MARQUES;
KASPEROVICZUS; ALMEIDA-SANTOS, 2013). Todas as fémeas possuem
hemipénis, conferindo a elas um grau de intersexualidade.

Conforme Kasperoviczus (2009), os machos apresentam espermatogénese
sazonal, com inicio em abril e término em outubro. A espermatogénese, portanto,
ocorre do outono até a metade da primavera, sendo associada ao periodo de
copula. Durante o verdo os testiculos ficam inativos, contudo, existe estocagem de
espermatozoides nos ductos deferentes durante o ano todo. Conforme Silva et al.
(2015), nédo existe variacdo de volume seminal entre as estacfes do ano, porém
individuos adultos apresentam melhor qualidade seminal do que jovens durante o

outono e inicio do inverno - época de acasalamento.
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2.3 DOSAGEM HORMONAL NAO INVASIVA

O uso de métodos néo invasivos para investigacdo hormonal iniciou-se na
década de 1970, para determinacdo sexual em aves. Na década seguinte diversos
trabalhos foram realizados em animais de producédo e desde entdo essa ferramenta
vem sendo amplamente utilizada no monitoramento reprodutivo de animais
domésticos e selvagens (SCHWARZENBERGER et al., 1996; VAZ GUIMARAES,
2003). A dosagem hormonal n&o invasiva permite uma avaliagdo reprodutiva
longitudinal, sem necessidade de perturbacdo dos individuos, sendo de grande
importancia para a conservacao e manutencéo de espécies selvagens (MONFORT,
2002). Quando avaliada em conjunto com informacdes de comportamento
reprodutivo pode fornecer dados precisos sobre a fisiologia enddcrina das espécies
(SCHWARZENBERGER, 2007).

A dosagem de metabdlitos de esteroides a partir das fezes é o método nao
invasivo mais utilizado de avaliagdo hormonal. As vantagens da sua utilizacdo séo a
facilidade de obtencdo, simples manuseio e conservacdo, reducdo dos riscos
causados pela contencdo tanto para o animal quanto para o operador, maior
confiabilidade dos resultados devido a auséncia de estresse, além da possibilidade
de colheita seriada de amostras e avaliagio em animais de pequeno porte
(SCHWARZENBERGER et al., 1996; VAZ GUIMARAES, 2003; KERSEY;
DEHNHARD, 2014). No entanto, essa técnica também apresenta desvantagens, tais
como: a degradacdo microbiana dos metabdlitos hormonais apés a defecacédo, o
grande numero de metabdlitos gerados a partir de um Unico horménio e a
necessidade de sua validacdo para cada espécie e grupo hormonal a ser avaliado
(BUCHANAN; GOLDSMITH, 2004; PALME, 2005; SCHWARZENBERGER, 2007).
Por esse motivo, diversos autores além de realizarem a validagdo do ensaio, ainda
comprovaram a confiabilidade dos métodos néo invasivos por meio da
demonstracao de correspondéncia entre a concentracdo plasmatica dos horménios
esterdides e a concentracdo de seus metabdlitos nas fezes (WASSER et al., 1993;
BERKELEY et al., 1997; CAPEZZUTO et al., 2008).

Horménios esteroides presentes na circulagdo sanguinea sdo metabolizados
no figado antes de serem excretados pela urina ou fezes e durante a passagem pelo

intestino, podem ser reabsorvidos atravées da circulagdo entero-hepética
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(SCHWARZENBERGER et al., 1996; WHITTEN; BROCKMAN; STAVISKY, 1998).
Portanto os hormdnios dosados nas fezes refletem um acontecimento enddcrino de
um determinado periodo anterior ao da coleta e esse tempo de atraso pode variar de
minutos a dias, de acordo com a espécie e com ritmo de atividade do animal
(PALME, 2005). No plasma sanguineo o horménio é mensurado, porém nas fezes
sdo mensurados metabolitos do horménio original (GOYMANN, 2005).

As técnicas imunologicas de radioimunoensaio (RIA) e enzimaimunoensaio
(EIA) sdo as mais utilizadas para mensuragdo hormonal por serem capazes de
detectar pequenas quantidades de hormoénio. RIA tem alta sensibilidade e se tornou
a técnica mais comumente utilizada até os anos 2000, contudo a necessidade de um
laboratorio preparado e com licenca para o uso de materiais radioativos tornou a EIA
mais popular nos ultimos anos (BROWN; WALKER; STEINMAN, 2004; PALME,
2005). Além dessa importante questdo, 0S ensaios imunoenzimaticos sdo tédo
sensiveis quando os RIA, estaveis e de facil execucdo. Kits comerciais sao
amplamente utilizados nos monitoramentos hormonais ndo invasivos, mas por serem
de alto custo, muitas instituicdes brasileiras vém adotando a compra de reagentes
separadamente e realizando a montagem dos imunoensaios. Todavia essa
alternativa enfrenta, muitas vezes a dificuldade de importacéo de certos reagentes
imunoenzimaticos, provocando atraso na realizacdo desses ensaios (PEREIRA,
2007).

2.3.1 Dosagem hormonal ndo invasiva em répteis

Apesar de amplamente utilizada em mamiferos e aves, poucos pesquisadores
utilizaram a mensuracédo de metabdlitos de hormonios esterdides a partir das fezes
para acessar o ciclo reprodutivo ou avaliar estresse em répteis. Na década de 1990
foram produzidas apenas duas publicacdes sobre monitoramento reprodutivo a partir
de metabolitos fecais de Testudines (DOBELI et al., 1992; CASARES, 1995). Alguns
anos depois, um grupo australiano realizou uma tentativa de monitoramento
reprodutivo de machos de lagarto-de-lingua-azul (Tiliqua nigrolutea) por
radioimunoensaio (RIA), mas apesar de conseguir realizar as mensuracdes

hormonais, ndo as consideraram Uuteis na determinacdo do status reprodutivo
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(ATKINS; JONES; EDWARDS, 2002). Pesquisadores, (RITTENHOUSE et al., 2005)
monitoraram com éxito a excrecdo de glucocorticéides em tartaruga-de-caixa
(Terrapene carolina) com o objetivo de analisar o estresse causado pelo uso de
radiotransmissores em animais de vida livre. Mais tarde um grupo canadense
(KUMMROW et al., 2011) obteve sucesso na validagdo e caracterizacdo de
metabolitos fecais de esterdides sexuais de fémeas de camaledo calyptratus
(Chamaeleo calyptratus) por enzimaimunoensaio (EIA). Posteriormente,
correlacionaram o ciclo dos metabdlitos fecais de estrégeno, testosterona e
progesterona com imagens da atividade ovariana por ressonancia magnética
(KUMMROW et al., 2010).

Nos ultimos cinco anos, alguns trabalhos foram publicados utilizando diversas
matrizes para acesso de perfil de glicorticéides, com objetivo de avaliar estresse.
Analise fecal de iguanas verdes (lguana iguana) foi utilizada em comparagcdo com
avaliacdo comportamental e se mostrou eficiente para comprovar a acao de agentes
estressores (KALLIOKOSKI et al., 2012). O primeiro relato de utilizacdo de métodos
nao invasivos de avaliacdo hormonal em serpentes (BERKVENS et al., 2013),
utilizou fezes e muda de pele para mensurar corticosterona em cobra-de-casa-
africana (Lamprophis fuliginosus) e em cascavel de massasauga (Sistrurus
catenatus catenatus). A avaliagdo da funcdo adrenocortical através das fezes foi
validada e se mostrou eficiente em crocodilos do nilo (Crocodylus niloticus)
(GANSWINDT et al., 2014). O estresse de longa duracéo foi avaliado por meio das
garras de uma espécie de cagado (Chrysemys picta marginata), comparando
individuos de areas mais e menos impactadas por rodovias (BAXTER-GILBERT et
al.,, 2014). Metabolitos fecais de glicocorticoides foram mensurados por
radioimunoensaio no colubrideo Thamnophis sirtalis, com o intuito de predizer a
adequacao a determinados ambientes (HALLIDAY; GILMOUR; BLOUIN-DEMERS,
2015). Todavia, até o presente momento ndo foram encontrados trabalhos de

dosagem de metabdlitos de esterdides sexuais através das fezes em serpentes.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GERAIS

e Aprofundar o conhecimento relativo ao ciclo reprodutivo de machos de
Bothrops insularis.
e Adaptar e validar um método de monitoramento enddcrino ndo invasivo para

serpentes por enzimaimunoensaio.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar os niveis plasmaticos de testosterona em machos de Bothrops
insularis nas quatro estacdes do ano;

e Determinar os niveis de metabolitos fecais de androgenos em machos de
Bothrops insularis ao longo de 36 meses;

e Correlacionar os dados hormonais obtidos invasivamente com aqueles
adquiridos de forma né&o invasiva,

e Comparar dados de temperatura e umidade com os parametros hormonais.

e Comparar os resultados hormonais com os dados de literatura sobre
producdo espermatica, analise seminal e estocagem de espermatozéides nos

ductos deferentes em Bothrops insularis.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O monitoramento endocrino ndo invasivo realizado no presente trabalho
seguiu as etapas de validacdo do ensaio imunoenzimatico e subsequente dosagem
hormonal longitudinal tanto da testosterona plasmatica quanto dos metabdlitos de
androgenos fecais. Para ambos foram utilizados os mesmos animais, sob as

mesmas condi¢cdes de manejo.

4.2 ANIMAIS

Foram utilizados oito machos adultos de B. insularis, mantidos no biotério da
sede do Projeto de Conservacdo da Jararaca-ilhoa, localizado no Laboratério de
Ecologia e Evolucdo (LEEV) do Instituto Butantan. Os animais foram mantidos em
cativeiro desde outubro de 2009 (licenca SISBIO n. 25650-1) e estiveram sob a
responsabilidade da pesquisadora Selma Maria de Almeida Santos, vinculada ao
Instituto Butantan (1B).

Durante os 36 meses do estudo, os animais variaram de comprimento e
massa corporal. O comprimento rostro-cloacal (CRC) variou de 65 a 79cm entre
todos os machos, sendo que o crescimento maximo encontrado em um mesmo
individuo foi de 5,3cm e alguns animais ndo aumentaram de tamanho durante o
periodo avaliado. No inicio dessa avaliacdo, a menor massa corporal foi de 92g e a
maior de 158g. As massas corporais variaram ao longo do estudo e ao final dele, o
menor valor foi de 102g e o maior valor de 166g.

Todos os machos escolhidos para o0 projeto demonstram comportamento
reprodutivo em cativeiro e alguns individuos tiveram sucesso na producdo de
filhotes. Todas as serpentes foram mantidas individualizadas em caixas plasticas
transparentes (56,4 x 38,5 x 37,1cm) com tampa e laterais perfuradas e forradas

com papeldo corrugado. Durante o periodo reprodutivo machos e fémeas eram
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colocados em pares de acordo com o programa de cruzamentos instituido. A sala
onde foram acondicionadas as caixas contendo essas jararacas manteve as
condicOes naturais de fotoperiodo (latitude 23°S), temperatura e umidade, as quais
foram frequentemente monitoradas e anotadas. Nos dias mais frios um aquecedor
do tipo climatizador (Philco, modelo Ambience NQF) com controle manual foi
utilizado para aquecer a sala, durante a noite o aquecedor era desligado. A dieta dos
animais era composta de camundongos (Mus musculus) provenientes do Biotério do
IB que foram oferecidos em intervalos regulares de 30 dias, respeitando-se a
propor¢do de 10 a 20% do peso do individuo. Durante o periodo de pareamento
reprodutivo ndo foi oferecida alimentacéo para os animais. Foi fornecida agua fresca
ad libitum. Dados referentes ao comportamento reprodutivo e sanidade foram
diariamente repassados aos arquivos do Projeto de Conservacao da Jararaca-ilhoa,

e foram também considerados durante a analise dos resultados hormonais.

4.3 DADOS AMBIENTAIS

Os dados de temperatura e umidade relativa do ar considerados nesse estudo
foram aferidos durante o periodo de janeiro de 2012 até junho de 2014. Com base
em afericGes diarias, foram calculadas médias mensais para as maximas e minimas
registradas, tanto para a temperatura quanto para umidade. Houve periodos com
falhas nos registros, mas foi possivel apresentar dados em todos os meses do ano.

Temperatura foi aferida em graus Celcius e umidade relativa do ar em porcentagem.

4.4 COLETA DE FEZES

A inspec¢do para observagédo da presenca de fezes foi realizada durante a
manutencdo diaria que ocorre no biotério. As fezes dos animais foram coletadas
diretamente da caixa, tomando-se o cuidado de excluir os uratos do restante da
excreta, sempre que possivel. Para a coleta desse material e subsequente limpeza

da caixa, o animal foi retirado dela com auxilio de gancho, alocado em outra caixa
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com tampa furada e posteriormente foi devolvido a sua caixa de origem. Todas as
defecacbes produzidas entre agosto de 2011 e julho de 2014 foram coletadas,
acondicionadas em tubos plasticos com tampa, identificadas e armazenadas em
congelador doméstico a -20°C. Eventualmente amostras secas (velhas) ou
liquefeitas foram descartadas do estudo.

Como a rotina de alimentacdo dos animais acontece no inicio de cada més, e
as defecacdes ocorreram todas até o dia 20 de cada més, as estacdes do ano foram
definidas da seguinte forma: verdo, de janeiro a marco; outono, de abril a junho;

inverno, de julho a setembro; primavera, de outubro a dezembro.

4.5 COLHEITA DE SANGUE

Para a colheita do sangue os animais foram mantidos sob contencéo fisica
em tubo plastico transparente, deixando-se o terco final do animal livre para acesso
da cauda. A puncédo venosa foi realizada pela veia caudal apos limpeza da regido
com algodao embebido em alcool iodado. Foram utilizadas seringas descartaveis de
1mL com agulhas de calibre 13x45mm. Os animais foram pesados e o volume
coletado foi em torno de 0,8mL, respeitando-se o limite de 1% do peso do animal. As
amostras de sangue foram homogeneizadas gentiimente com heparina sédica em
criotubos e centrifugadas a 3.500 rpm por cinco minutos para obtengcdo do plasma.
Os plasmas foram acondicionados em microtubos previamente identificados, e foram
mantidos congelados a -80°C até analise hormonal. Ao total foram obtidas 31
amostras - foram realizadas quatro coletas por animal, uma para cada estacao do
ano, com excec¢do de um individuo no verdo, por ndo ter sido possivel a realizagdo
da puncéo venosa. As coletas foram executadas nas seguintes datas: 21 de agosto
de 2012 (inverno), 21 novembro de 2012 (primavera), 20 de fevereiro de 2013

(verdo) e 3 de junho de 2013 (outono), no periodo entre as 10 e 12h.
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4.6 EXTRAGCAO DOS METABOLITOS FECAIS

O protocolo de extracéo foi realizado conforme Graham et al. (2001), com
algumas modificagbes. Sucintamente, as fezes congeladas foram liofilizadas por
aproximadamente 24 horas, posteriormente foram separados os pelos e 0ssos
(provenientes dos roedores utilizados como alimentacdo) da matéria fecal e realizou-
se a pesagem individual (Figura 4). As amostras fecais foram colocadas em tubos de
vidro, e adicionou-se uma quantidade de metanol 80% na propor¢cao de 1mL para
cada 0,05g de fezes. Em seguida foram agitadas em vortex por 30 segundos e
posteriormente em agitador de Kline por 12 horas. Apds esse periodo, as amostras
foram agitadas novamente em vortex por 30 segundos e centrifugadas a 400 G por
20 minutos, os sobrenadantes foram transferidos para tubos limpos e estocados a

—-20°C até o momento do ensaio imunoenzimatico.

Figura 4 — Amostras fecais liofilizadas

Fonte: (arquivo pessoal).

Legenda: a) amostra fecal liofilizada integra; b) amostra fecal liofilizada livre de
pelos e 0ssos (esquerda) ao lado dos pelos removidos da mesma
amostra (direita).
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4.7 ENSAIO IMUNOENZIMATICO

A testosterona plasmatica e os metabdlitos de andrégenos fecais foram
mensurados por ensaio imunoenzimético (EIA). O anticorpo utilizado para
andrégenos foi 0 R156/7, provenientes da California University - DAVIS/CA — USA. A
reacdo cruzada foi descrita por Polegato (2004) como sendo: 100% para
testosterona; 57.37% para 5B dihidrotestosterona; 0.27% para androstenediona;
0.4% para androsterona; e <0,04% para todos os outros metabolitos analisados. A
escolha dos anticorpos ocorreu seguindo o principio da validacdo do ensaio relatado
por Goymann (2005), utilizando os testes de paralelismo, dose-resposta e validagcao
fisiologica (BROWN; WALKER; STEINMAN, 2004). As dosagens de todas as

amostras foram feitas em duplicata.

4.7.1 Validacédo do ensaio

O teste do paralelismo é uma forma de determinar se o ensaio esta realmente
medindo o metabdlito de interesse. Nesse teste, o pool de amostras fecais
apresentou um perfil semelhante ao da curva padréo perante sua diluicdo seriada,
gerando uma curva com disposicao paralela a curva padrdo, (Figura 5). Esse teste
também informa a melhor diluicdo para as dosagens das amostras, que nesse caso
foi de 1:8.

No teste da curva de dose-resposta, o acréscimo de horménio exdgeno
obteve recuperacéo significativa do anticorpo utilizado, gerando a curva apresentada
na Figura 6 (y=0,8406x +0,0349, R?=0,9912), apresentando-se dentro do intervalo
aceitavel para validacéo (R2 entre 0,8 a 1,2).

Os coeficientes de variacdo interensaio foram < 11% e os coeficientes de
variacéo intraensaio foram < 6% estando de acordo com os padrdes de qualidade

recomendados.
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Figura 5 - Curva paralelismo
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Diluicao seriada das amostras em disposicdo paralela a curva padrao (R2= 0,991).

Figura 6 - Curva dose-resposta
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Testosterona adicionada (eixo x) versus testosterona recuperada (eixo y), (R2=0,9912).

4.7.2 Validacdao fisiolégica

A validacao fisiolégica proposta inicialmente, consistiu na colocagdo de um
implante subcutaneo de GnRH (analogo sintético) em quatro machos, com objetivo
de causar um aumento na producdo de testosterona e que esse aumento fosse
refletido nas amostras fecais subsequentes, sendo util para provar que o EIA é

capaz de distinguir flutuacdes fisiolégicas na excrecdo hormonal.
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A aplicagao dos implantes foi realizada em marco de 2014, inserida na regiado
subcutanea no terco proximal do corpo da serpente. O farmaco utilizado consistiu
em uma microfracdo do implante comercial Suprefact® Depot (acetato de
busserrelina, Sanofi Aventis). As amostras fecais obtidas pos-implante foram
coletadas nos quatro meses subsequentes. Nao foi verificado o aumento esperado
de androgenos fecais em funcéo da aplicacdo do implante, dessa forma o analogo

de GnRH néo se mostrou eficiente nos machos de Bothrops insularis avaliados.

Em virtude desses fatos, uma validacdo biolégica deve ser realizada através

da comparacao de dosagens de machos adultos e filhotes.

4.8 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram analisados através do programa SAS System for
Windows 9.3 (SAS, 2000). Através do aplicativo Guided Data Analisys, os dados
foram testados quanto a normalidade dos residuos (distribuicdo normal) e
homogeneidade das variancias. Quando ndo obedeciam a estas premissas, eram
transformados (logaritmo na base 10 - LogoX; raiz quadrada - RQ X; quadrado - X?)
e se a normalidade nao fosse obtida, empregava-se entdo, o procedimento
NPAR1IWAY de andlise de variancia ndo paramétrica. Na avaliacdo do efeito do
tempo (por meses e sazonalidade) foram utilizados os testes LSD (Least Significant
Difference; comparacdes mdultiplas) para variaveis paramétricas e o0 teste de
Wilcoxon para variaveis ndo paramétricas.

Para descricdo dos resultados, foram empregadas as médias e seus
respectivos erros padrées (média + erro padrdo da média) dos dados originais. O
nivel de significancia utilizado para rejeitar HO (hip6tese de nulidade) foi de 5%, ou
seja, considerou-se que ocorreram diferengas estatisticas entre 0s meses e estacao

do ano para um nivel de significancia menor que 0,05.
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5 RESULTADOS

Ao longo dos 36 meses de coletas foi possivel realizar a dosagem hormonal
em 156 amostras fecais. A distribuicdo das concentracfes mensais de metabdlitos
de andrdgenos fecais esta representada em formato boxplot na Figura 7, juntamente
com dados ambientais da sala onde ficaram alojadas as serpentes, coletados
durante o periodo do estudo.

As temperaturas maximas registradas ficaram entre 26,8°C (em novembro) e
33,3°C (em agosto). As temperaturas minimas registradas ficaram entre 17,4°C (em
julho) e 23°C (em fevereiro). Os valores maximos de umidade relativa do ar
encontraram-se entre 68,2% (em agosto) e 84% (em dezembro). Os valores
minimos de umidade apresentam-se entre 26,9% (em agosto) e 58% (em
dezembro). O més que apresentou maior diferenca entre as temperaturas e
umidades maximas e minimas (maior amplitude) foi agosto.

A anadlise estatistica revelou ndo haver diferenca significativa nas dosagens
hormonais fecais avaliadas més a més (p=0,229) e por estacdo do ano (p=0,315),
bem como as dosagens de testosterona plasmatica avaliadas quanto a estacéo
(p=0,225). O numero de amostras fecais utilizados em cada estacéo teve a seguinte
distribuicdo: 52 na primavera, 39 no verao, 26 no outono e 39 no inverno. O numero
total de amostras sanguineas foi de 30, sendo oito na primavera, sete no verao, sete
no outono e oito no inverno. As concentracdes de andrégenos fecais variaram entre
10,9 a 249,3 ng/g de fezes, enquanto as concentracdes de testosterona plasmatica
variaram de 0,07 a 0,30 ng/mL de plasma. Médias e erros padrdo das concentracdes
mensais e sazonais das concentracdes de andrégenos fecais e de testosterona
plasmatica encontram-se expressos na Tabela 1. A representacdo grafica das

variacdes sazonais fecais e plasméticas encontra-se na Figura 8.
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Concentracbes médias mensais de metabdlitos de andrégenos fecais, temperatura e
umidade relativa do ar
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Legenda: (A) - médias mensais de umidade relativa do ar maximas (ciculos) e minimas (quadrados),
expressas em porcentagem (%); (B) - médias mensais de temperatura ambiental maxima
(circulos) e minima (quadrados), expressas em graus Celcius (°C); (C) - boxplot mensal de
metabdlitos de andrégenos fecais, expressos em ng/g de fezes, os nUmeros em baixo dos
meses correspondem ao numero de individuos que compfe a sua média, ndo existe
diferenca estatistica ao longo do ano (p=0,154).
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Tabela 1 — Média e erro padrdo das concentracBes de metabdlitos de andrégenos fecais e
testosterona plasmatica

fezes fezes plasma
més média + EP N estacdo  médiazEP N médiaz EP N
janeiro 39,44 £ 8,12 18 verdo 5945+9,35 39 0,120+0,011 7
fevereiro 47,02 £ 10,59 5
marcgo 58,96 + 11,50 16
abril 52,97 £ 9,93 11 outono 5756+9,29 26 0,134+0,030 7
maio 51,64+1380 10
junho 30,63 +5,94 5
julho 55,83 £ 9,25 13 inverno 5535+7,47 39 0,914+0,014 8
agosto 31,73 +£4,04 8
setembro 52,70 £ 8,64 18
outubro 33,49 £ 3.97 20 |primavera 42,09+4,08 52 0,111+0,027 8
novembro 35,24 £ 8,07 12
dezembro 54,93 + 7,97 20

p=0,229 p=0,315 p=0,225
Legenda: Média expressa em ng/g de fezes e ng/mL de plasma; N corresponde ao numero de
individuos amostrados; EP= erro padrdo; ndo houve diferenca significativa na avaliagdo
mensal e por estacdes do ano nas dosagens fecais e plasmatica (p>0,05).

Todos os machos desse estudo apresentaram comportamento reprodutivo de
corte em algum momento durante o tempo em que estiveram pareados com as
fémeas durante o periodo de monitoramento desse estudo. Os pareamentos foram
realizados no outono e inverno, entre maio e julho, de acordo com o programa de
cruzamento instituido. Seis dos oito machos tiveram sucesso reprodutivo, com base
na producao de filhotes das fémeas aos quais foram pareados.

Durante o estudo dois animais vieram a 6bito sem causa definida, em marco
e abril de 2014. As amostras fecais e sanguineas desses individuos foram mantidas
na presente avaliacdo. Nenhum desses individuos havia recebido o implante de
GnRH.
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Figura 8 — Concentra¢fes de testosterona plasmatica e metabdlitos de andrégenos fecais em cada
estacdo do ano
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Legenda: A) variacdo das concentracdes de testosterona plasmética nas esta¢des do ano expressos
em ng/mL, letras idénticas mostram diferenca ndo significativa (p>0,05); B) variacdo das
concentracbes de metabdlitos de andrégenos fecais nas estacdes do ano expressos em
ng/g de fezes, letras idénticas mostram diferenca nédo significativa (p>0,05).
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6 DISCUSSAO

A grande maioria dos trabalhos que avaliam ciclo reprodutivo em serpentes
através da mensuragdo hormonal contemplam animais de regifes temperadas ou
subtropicais, com espermatogénese e quiescéncia testicular marcadas. Nesses
estudos, geralmente sdo encontrados picos hormonais que acompanham a época
de producdo de espermatozoides e/ou a época de copulas (BONA-GALLO et al.,
1980; NAULLEAU; FLEURY; BOISSIN, 1987; BONNET; NAULLEAU, 1996;
SCHUETT et al., 2002; TAYLOR; DENARDO; JENNINGS, 2004; SCHUETT et al.,
2005; GRAHAM et al., 2008; LORENZ et al., 2011; KING; BOWDEN, 2013). Muitas
dessas avaliacBes endocrinas ndo puderam ser realizadas durante alguns meses do
inverno porque os animais ficam inacessiveis em hibernaculos. Até entdo apenas
Schuett (2006) fez uma avaliagcédo durante a hibernagao de Crotalus atrox e revelou
gue os niveis de hormdnios sexuais ndo sdo basais durante esse periodo, como
pressupbe a literatura corrente. Poucos monitoramentos longitudinais foram
realizados em serpentes tropicais (GORMAN; LICHT; MCCOLLUM, 1981; ALMEIDA-
SANTOS et al., 2004; MATHIES et al., 2010; HOLDING et al., 2014), e apenas dois
em serpentes tropicais mantidas em cativeiro (ALDRIDGE; ARACKAL, 2005;
GREGO, 2006), sendo que o segundo nao teve um enfoque reprodutivo. No
presente monitoramento enddcrino realizado com B. insularis cativas, nao foi
encontrada sazonalidade dos andrégenos em machos, apesar de estudos prévios
indicarem um periodo de pausa testicular durante os meses do verao
(KASPEROVICZUS, 2009).

Os valores de testosterona plasmatica aqui apresentados (0,07 a 0,30 ng/mL
de plasma) diferem da literatura, sendo os mais baixos ja registrados para machos
(NAULLEAU; FLEURY; BOISSIN, 1987; SCHUETT et al., 2002; TAYLOR;
DENARDO; JENNINGS, 2004; ZACARIOTTI, 2004; SCHUETT et al., 2005;
GRAHAM et al., 2008). Mais baixos que os encontrados por Mathies et al. (2010),
onde 63% dos individuos tiveram niveis de testosterona menores que 5ng/ml e mais
baixos, inclusive, que os encontrados em Bothrops jararaca de cativeiro (GREGO,
2006).

As dosagens plasmaticas foram realizadas de forma pontual, com uma

amostragem por individuo em cada estacdo do ano. Dessa forma, mesmo que
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houvesse um pico de producéo de testosterona, esse poderia ter sido subdetectado
por causa da frequéncia de colheita. Para um efetivo monitoramento enddécrino
longitudinal sdo necessarias coletas sucessivas de sangue (SCHWARZENBERGER
et al., 1996), o que nédo foi possivel devido ao tamanho dos animais, para evitar o
estresse e também por ndo ser o foco desse estudo. Em serpentes, tem-se
observado que coletas mensais séo suficientes para detectar flutuacbes hormonais
naquelas espécies com época reprodutiva bem definida (NAULLEAU; FLEURY;
BOISSIN, 1987; SCHUETT et al., 2002; TAYLOR; DENARDO; JENNINGS, 2004;
SCHUETT et al., 2005; GRAHAM et al., 2008) e também naquelas assazonais
(MATHIES et al., 2010). Outra questdo a ser considerada, é o fato desses estudos
terem sido realizados com animais de vida livre, sem haver coletas repetidas dos
mesmos individuos, possibilitando um nimero maior de amostras, sendo mais facil a
deteccao de flutuagbes hormonais. Entretanto, apesar da baixa frequéncia de coleta
sanguinea, existe uma correspondéncia entre as concentracdes plasmaticas de
testosterona e as concentracfes de androgenos fecais, de forma que ambas nao
apresentam variagcbes ao longo do ano. Atkins, Jones e Edwards (2002) né&o
encontraram tal correspondéncia em Tiligua nigrolutea e consideraram o0 uso de
dosagem hormonal fecal ineficiente para acessar o status reprodutivo nessa
espécie.

Esse é o primeiro estudo que mensura metabdlitos de andrégenos fecais em
serpentes e os relaciona com eventos reprodutivos. Apesar de terem sido coletadas
praticamente todas as defecacdes dos oito animais por 36 meses, 0 niumero de
amostras foi pequeno (156), isso por causa do padrdo mensal de alimentacdo dos
animais e devido ao fato de existirem periodos fisiolégicos de anorexia, como por
exemplo, a época de acasalamento. Esses fatos, juntamente com o tempo de
transito intestinal longo — de 4 a 7 dias, semelhante ao encontrado por Lillywhite, De
Delva e Noonan (2002) em outros viperideos arboricolas - podem ter causado um
viés nos resultados das dosagens. Entretanto, as concentracdes aqui encontradas
tiveram uma grande variacdo individual (vide amplitude de dosagens de cada
estacdo da Figura 8), tanto nos individuos com defecacdo frequente, quanto
naqueles apods longos periodos de anorexia, tornando portanto, essa hipotese
inconsistente.

O ciclo reprodutivo de machos de B. insularis foi considerado por

Kasperoviczus (2009), como sendo sazonal e pré-nupcial de acordo com a



36

classificagdo proposta por Saint Girons (1982). Uma classificacdo mais recente
apresentada por Mathies (2011), leva em consideracéo o individuo (trés tipos) e a
populacdo (dois tipos) em uma andlise que envolve em conjunto as atividades
gonadais, de 6rgéos acessorios e esteroidogénica. O individuo pode ser considerado
ciclico descontinuo quando existe um periodo de quiescéncia gonadal, ciclico
continuo quando ndo apresentam quiescéncia, apenas uma reducdo de atividade
testicular em um periodo do ano e € considerado aciclico quando apresenta
atividade gonadal o ano todo. Com relacdo a populacdo ela pode ser considerada
sazonal quando todos os individuos tem ciclicidade sincronizada, com a
espermatogénese ocorrendo sempre na mesma época do ano, e assazonal quando
0S animais apresentam ciclos gonadais em momentos distintos entre si, ou quando
0s animais séo aciclicos.

De acordo com a literatura extensivamente revisada por DeNardo e Taylor
(2011) existe um padrao no perfil de concentracao de testosterona de acordo com o0s
ciclos reprodutivos. A maioria das espécies apresenta elevadas concentracfes de
testosterona plasmatica durante o periodo de copulas, estando ou ndo associadas a
espermatogénese, sugerindo que esse hormonio seria essencial no comportamento
reprodutivo. Seguindo essa logica, os machos de B. insularis deveriam apresentar
altos niveis de testosterona, pelo menos durante os meses mais intensos de cépulas
(junho e julho), mas esse padrdo nao foi constatado. Outra associacdo bem
estabelecida em squamata é a hipertrofia do segmento sexual renal (SSR) em
resposta a niveis altos de andrégenos (KROHMER; MARTINEZ; MASON, 2004).
Contudo, ndo existem dados a respeito do SSR em B. insularis, ndo sendo possivel
essa comparacao.

Portanto, com base nos resultados aqui apresentados, nos quais nao foi
possivel detectar diferenca significativa na excrecdo de andrégenos ao longo do
ano, a populacdo de B. insularis poderia ser classificada como assazonal. A
supracitada avaliacdo reprodutiva dessa espécie (KASPEROVICZUS, 2009) mostra
gque o diametro dos ductos deferentes e o volume relativo dos testiculos nao
variaram entre a estacao seca (outono e inverno) e chuvosa (primavera e verao),
corroborando com os resultados aqui presentes. Dados histéricos de comportamento
em vida livre e cativeiro mostram um amplo periodo de corte e copulas, de margo a
setembro (MARQUES; KASPEROVICZUS; ALMEIDA-SANTOS, 2013), o que

sugeriria uma secrecao hormonal constante durante boa parte do ano. Além disso,
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ja se sabe que os andrégenos tem um papel essencial no funcionamento normal do
ducto deferente (KNOBIL; ROBAIRE; HERMO, 1988), local de estocagem de
espermatozoies. Um estudo posterior com analise seminal em B. insularis cativas
(SILVA et al., 2015) revelou que embora existam diferencas estacionais em alguns
parametros, como a motilidade espermatica, foi possivel coletar amostras viaveis
durante todo o ano, inclusive no periodo de quiescéncia testicular. Portanto mesmo
gue haja um periodo de pausa testicular, se o ciclo reprodutivo dos individuos for de
fato ndo sincronizado, ou seja, assazonal, as dosagens hormonais avaliadas a nivel
populacional podem nao mostrar diferenca significativa ao longo do ano.
Infelizmente, devido as falhas de defecacbes, os dados individuais ndo puderam ser
avaliados de forma isolada para auxiliar a resolver essa questao.

Semelhante aos resultados hormonais aqui expostos, Mathies et al. (2010)
também apresenta a assazonalidade reprodutiva em machos de Boiga irregularis —
um colubrideo de regido tropical - e mostra que a espermatogénese, estocagem de
espermatozoides e até mesmo a presenca de SSR desenvolvido, nessa espécie,
podem ocorrer em condi¢cdes de baixas concentracdes de testosterona, ao longo do
ano. Eles encontraram em machos de vida livre individuos com altos niveis de
testoterona, porém com distribuicdo aleatdria ao longo do ano e associaram esses
achados a possiveis copulas recentes. Os animais do presente estudo ndo comeram
e, portanto, ndo defecaram durante o periodo em que estavam pareados com as
fémeas, dessa forma nédo foi possivel detectar picos hormonais associados a cépula,
0 que ajudaria a corroborar (ou ndo) com essa hipétese citada. Assim sendo, a
sazonalidade reprodutiva de jararaca-ilhoa poderia ser determinada apenas pelas
fémeas, pois 0os machos estariam capazes de copular e fecundar a qualquer
momento do ano, assim como ocorre no colubrideo recém citado (BULL; MASON;
WHITTIER, 1997).

De uma forma geral, animais de cativeiro sdo submetidos a um manejo
totalmente diferente das condicbes de vida livre, tanto por ndo ser possivel
reproduzir as diferentes situacdes da natureza, quanto por ndo ser adequado para a
saude deles. Os individuos utilizados nesse estudo sofreram importantes alteracdes
no manejo alimentar e de temperatura em comparagdao com os animais da IQG, o
que pode ser a resposta para os resultados aqui encontrados. Sabe-se que em
répteis, a temperatura tem papel importante na regulacéo da fisiologia reprodutiva
(LICHT, 1979; ROSS; MARZEC, 1990; TAYLOR; DENARDO, 2010; KROHMER et
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al., 2011), isso fica claro nos animais de clima temperado, que apresentam atividade
reprodutiva apés o término do periodo de hibernacdo (KROHMER et al., 2011), mas
também € verdade para algumas espécies de clima tropical, que se mostram
sensiveis a pequenas flutuacdes na temperatura e umidade (ROSS; MARZEC,
1990; BULL; MASON; WHITTIER, 1997) ou pluviosidade (BULL et al., 1997).
Conforme (DENARDO et al.,, 2011) quando um organismo estd em adequada
condicao fisiologica e a condicdo corporal é suficiente, a reproducéo é iniciada por
circunstancias ambientais favoraveis, como temperatura e precipitacdo. Os gréficos
da Figura 7 mostram que a temperatura da sala onde ficam alojadas as jararacas
desse trabalho foi muito diferente do padrdo de variacdo anual da IQG - para mais
informacdes ver anexo de Kasperoviczus (2009). Nota-se que, incoerentemente, as
temperaturas mais altas foram obtidas durante os meses de inverno, fendmeno
causado pelo uso de aquecedor durante o dia nos meses mais frios. As
temperaturas minimas registradas nessa época do ano aparecem mais proximas da
realidade, devido ao fato de desligar-se o aquecedor durante a noite e haver um
resfriamento nesse periodo. Assim como acontece em algumas espécies de boideos
(ROSS; MARZEC, 1990), é possivel que os machos cativos tenham sido sensiveis
as quedas noturnas de temperatura e esse gatilho ter sido suficiente para estimular
0 comportamento reprodutivo, apesar das altas temperaturas registradas durante o
dia nos meses de outono e inverno. Mathies e Miller (2003) também consideram que
a atividade reprodutiva foi induzida por condicbes de sutis quedas de temperatura
em um colubrideo de regido tropical. A umidade da sala também foi afetada pelo
uso do aquecedor, de maneira geral o ambiente de cativeiro se mostrou mais seco
gue a IQG. A umidade apresentou uma grande variagao entre a maxima e a minima,
ndo s6 na média mensal, como também nas afericdes diarias. Dados de umidade
relativa do ar na IQG mostram que em ambiente natural também ha uma grande
amplitude desse fator ambiental, sendo a maxima perto de 100% e a minima em
torno de 40%, contudo, sua média mensal fica entre 80 e 95% (considerado umido)
durante o ano todo (BOVO, 2009).

A alimentacdo oferecida no cativeiro difere totalmente daquela existente no
ambiente natural, em tipo e frequéncia. Na IQG os animais sofrem com a escassez
de alimento durante boa parte do ano, os picos de alimentagédo ocorrem no final do
verdo (mais abundante) e final do inverno (MONTANHINI, 2010). Coincidentemente

a recrudescéncia testicular citada por Kasperovicsus (2009) ocorre no outono, pouco
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tempo depois do principal periodo de alimentacdo das jararacas ilhoas. E sabido que
a alimentacéo tem papel fundamental na reproducéo de répteis, assim como muitas
espécies de mamiferos e aves. B. insularis de vida livre sofre concomitantemente a
influéncia da sazonalidade de presas — e portanto de reserva de gordura corporal —e
de temperatura ambiental, e possivelmente esses sejam 0s gatilhos reprodutivos
dessa espécie, regulando a producédo hormonal e comportamental.

As condi¢cdes ambientais as quais as B. insularis cativas foram submetidas,
podem ter mascarado uma real sazonalidade existente em animais in situ e terem
sido as causadoras da assazonalidade de andrdgenos aqui encontrada. Um estudo
longitudinal avaliando horménios sexuais em animais de vida livre ajudaria a elucidar
essa questdo. Ja esta sendo realizado uma avaliagdo seminal nos animais da IQG,
nos mesmos moldes e pelo mesmo grupo que Silva et al. (2015) fizeram em
cativeiro, o que deve auxiliar a esclarecer melhor a sazonalidade reprodutiva de

machos dessa espécie.
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6 CONCLUSOES

Foi possivel adaptar e validar um ensaio imunoenzimatico capaz de dosar
testosterona plasmatica e metabdlitos de andrégenos fecais de Bothrops insularis.
Esse estudo, além de aprofundar o conhecimento acerca do ciclo reprodutivo de
machos de jararaca-ilhoa, abre portas para uma nova forma de monitoramento
enddcrino e reprodutivo em serpentes.

Machos de B. insularis sdo assazonais em relacao aos niveis de testosterona
plasmética e metabdlitos de androgenos fecais nas condi¢cdes de cativeiro. Essa
condicdo pode ser fruto de uma real assazonalidade em nivel populacional ou ser
um artefato das condicdes de temperatura, umidade e alimentacdo do cativeiro as
guais esses animais foram submetidos. Apesar da auséncia de sazonalidade de
andrégenos 0s animais apresentaram comportamento reprodutivo com sucesso,
havendo o nascimento de filhotes apds pareamento durante o outono. Dessa forma,
0s niveis hormonais constantes aqui encontrados podem indicar que os andrégenos
tenham um papel importante na estocagem de espermatozoides nos ductos
deferentes, auxiliando na manutencdo da qualidade seminal, tornando os machos
aptos para a copula em qualquer época do ano.

Diante da literatura existente que abrange uma imensa variedade de
espécies, de regides distintas, com historia evolutiva diferente e diversos padrbes
reprodutivos, fica dificil determinar a l6gica da fisiologia reprodutiva de serpentes do
ponto de vista enddcrino e comportamental. Mais estudos conduzidos com animais
de vida livre e de cativeiro, bem como a investigacdo de mais espécies - incluindo as
de clima tropical - sdo necessarios para esclarecer, no futuro, a complexa relacéao
entre hormonios e a reprodugdo em serpentes. Esse trabalho vem contribuir com
esse propoésito e ressalta a importancia do conhecimento da fisiologia reprodutiva
para a conservacao, principalmente naquelas espécies ameacadas de extincdo para

as quais existem programas de reproducéo em cativeiro.
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