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RESUMO

SANT’ANNA, S. S. Malformacgdes em viperideos neotropicais do sudeste brasileiro:
caracterizacdo anatomo-patoldgica, andlise da integridade do DNA e do comprimento
materno e correlacdio com o uso do solo [Malformations in Neotropical viperids of
Southeastern Brazil: anatomical and pathological characterization, analysis of DNA
integrity and maternal length and correlation with land use]. 2014. 95 p. Tese
(Doutorado em Ciéncias) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade
de S3o Paulo, Sao Paulo, 2014.

Malformagdes ou anomalias congénitas sdo deformidades que ocorrem durante o
desenvolvimento embrionario e que, no caso dos répteis podem ter diversas causas,
como genética, temperatura, radiacdo ou contaminantes entre outros fatores. Este
estudo verificou as malformagdes em filhotes recém-nascidos de jararaca (Bothrops
jararaca) e cascavel (Crotalus durissus) de fémeas prenhes recém-capturadas na
natureza (323 e 41 ninhadas respectivamente) do sudeste brasileiro. Ap6s o nascimento,
os filhotes foram medidos, pesados e o sexo foi verificado. Realizamos analise
macroscopica em busca de malformagdes perceptiveis e conduzimos exames
radiograficos a fim de descrever e documentar as anomalias. As jararacas apresentaram
129 individuos malformados entre 5427 recém-nascidos (2,4%); e as cascavéis ttiveram
50 serpentes malformadas em 391 nascidos (12,7%). Anomalias na coluna vertebral
foram as mais comuns para as duas espécies, seguidas de fusao nas placas ventrais e
malformacoes oculares. Os filhotes de jararaca apresentaram uma maior variedade de
malformacdes como esquistossomia, cauda retorcida, bicefalia e hidrocefalia, nao
encontradas em cascavéis. O Ensaio do Cometa ndo apresentou diferenca estatistica
significativa no indice de dano do DNA (ID) das células das maes que pariram filhotes
normais e das que pariram filhotes malformados. Os dois grupos apresentaram células
com diferentes graus de dano no DNA. Quando comparamos o tamanho das maes e a
frequéncia de malformac¢des encontramos uma regressao positiva (r?= 0,67). Devido a
relacdo positiva entre idade e tamanho nos répteis concluimos que serpentes com idade
mais avancada tendem a apresentar mais filhotes com malformagées. O padrao de uso
do solo (urbanizacdo, agricultura, pecudria e vegetacdo nativa), foi correlacionado com a
presenca de filhotes com malformagdes, utilizando o Coeficiente de Spearman. Houve

uma correlacdo positiva entre a presenca de malformacgdes e as areas agricolas (rs= 0,67;



p=0,01), mas negativa quando comparados as areas de vegeta¢do nativa (rs= -0,57;
p=0,03). Nao houve correlagdo entre a pecudria ou urbanizagdo e malformagdes em
jararaca. Malformagbes em cascavel nao apresentaram quaisquer correlagdes com o
padrao de uso do solo, sendo que tal condi¢ao pode ser resultado da baixa amostragem
desta espécie no presente estudo. Serpentes sdo animais de topo de cadeia e se mostram
como bons indicadores bioldgicos. A presenca e diversidade de malformacdes
apresentadas, aliadas ao fato de haver correlagio com os padrdes do uso do solo,
demonstram a necessidade de se realizar um estudo mais aprofundado e interdisciplinar
das causas destes fendbmenos e um monitoramento destas espécies para se ter um

panorama temporal do problema.

Palavras-chave: Anomalias congénitas. Bothrops jararaca. Crotalus durissus.
Dismorfologia. Ensaio do cometa.



ABSTRACT

SANT’ANNA, S. S. Malformations in neotropical viperids of southeastern Brazil:
anatomical and pathological characterization, analysis of DNA integrity and maternal
length and correlation with land use [Malformag¢des em viperideos neotropicais do
sudeste brasileiro: caracterizagdo anatomo-patologica, analise da integridade do DNA e
do comprimento materno e correlacdo com o uso do solo]. 2014. 95 p. Tese (Doutorado
em Ciéncias) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao
Paulo, Sao Paulo, 2014.

Malformations or congenital anomalies are deformities that occur during embryonic
development and in the case of reptiles may have several causes, such as genetics,
temperature, radiation, contaminants and other factors. This study assessed
malformations in newborn of pit viper (Bothrops jararaca) and South American
rattlesnake (Crotalus durissus) from wild captured pregnant females (323 and 41 litters
respectively) in southeastern Brazil. Newborn snakes were measured, weighed, sexed
and studied grossly and by radiography for the presence of malformations. We
performed macroscopic analysis in search of noticeable defects and radiographic
examinations conducted in order to describe and document the deficiencies. A hundred
twenty -nine malformed pit vipers were identified from 5,427 births (2.4%), while 50
malformed rattlesnakes were found from 391 births (12.7%). Spinal abnormalities were
the most common in both species, followed by fusion of ventral scales. Pit vipers showed
a greater range of malformations including schistosomia, kinked tail, bicephaly and
hydrocephaly. There was no statistically significant difference in the index of DNA
damage (ID) determined by the Comet Assay in the erythrocytes of mothers that
delivered normal litters compared to the erythrocytes of the ones that delivered
malformed neonates, both groups containing cells with different degrees of DNA
damage. When comparing the length of the pit viper mothers with the frequency of
malformations, a positive regression (r2 = 0.67) was found. Due to the positive
relationship between age and size in snakes we conclude that older animals tend to have
more malformed offspring. The patterns of land use (urbanization, agriculture, livestock
and native vegetation) have been correlated with the presence of neonates with
malformations. There was a positive correlation between the presence of malformations
in pit viper neonates and agricultural areas (rs = 0.67, p = 0.01) but a negative one when

compared to areas of native vegetation (rs = -0.57, p = 0.03). There was no correlation



between urbanization or livestock and malformations in pit vipers. Malformations in
rattlesnake did not show any correlation with the pattern of land use, and such
condition could be the result of the poor sampling of this species in the present study. As
snakes are in the top of the animal food-chain they are good biological indicators. The
presence and diversity of malformations presented, coupled with the correlation with
the patterns of land use, demonstrate the need to undertake further interdisciplinary
study of the causes of these phenomena and the behavior of these species to have a

temporal overview of the problem.

Keywords: Congenital anomalies. Bothrops jararaca. Crotalus durissus. Dysmorphology.
Comet assay.
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1 INTRODUCAO

Os humanos sempre tiveram as malformacdes como um fator presente na sua
cultura. Desde os primordios da humanidade existem indicios da preocupa¢do com as
anomalias congénitas, em esculturas do periodo neolitico da Asia Menor de 6500 a.C. ou
na mais antiga citacao escrita datando de 4.000 anos, registrada em tabuas de argila na
Babilonia (WARKANY, 1972). Para os Babilonios, que acreditavam no poder das estrelas
e constelagdes, as malformagdes eram um reflexo dos astros e, portanto podiam ser
usadas para predizer o futuro tdo bem quanto as proprias estrelas. Este aspecto
permeou a cultura grega e romana e a palavra latina monstrum deriva de mostrare
(BARROW, 1971), indicando a capacidade de previsdo. Esta foi também a primeira forma
de explicar o aparecimento de humanos e animais malformados, ou seja, uma
manifestacao dos céus. Ainda no campo do sobrenatural, quase todas as culturas criaram
seres misticos, tanto deuses como demonios, e nao é dificil de aceitar que tenham tido
origem a partir de individuos, animais ou humanos, com anomalias congénitas. Como
exemplos, temos Cérbero, o cdo com trés cabegas, a Hidra, um ser com varias cabecas de
serpentes, e o deus romano Janus com duas cabecas, entre tantos outros (SCHUMACHER,
2004). Outra concepg¢ao muito difundida desde a Antiguidade e que até os dias de hoje
encontramos resquicios na nossa cultura, é a chamada “impressdao materna”. Esta teve
grande aceitacdo até o século XIX, acreditando que os pensamentos maternos poderiam
causar alteracdes na formacao do bebé. Ainda hoje encontramos esta crendice na cultura
popular (SANTOS, 2005), tanto que devemos satisfazer os desejos de uma mulher
gravida para que o bebé ndo nasg¢a com as feigdes do desejo. Apesar de ja existirem
tentativas de explicagdes légicas para o surgimento das malformagcdes desde a
antiguidade, até a época medieval perdurou o pensamento teoldgico e supersticioso da
origem das anomalias.

A fundacdo da Anatomia como ciéncia por Vesalius, no século XVI, marcou o
infcio da reorientacdo gradual de interpretacdo e explicacio dos fenomenos de
malformacado, e ao final do séc. XVIII Etienne Geoffroy de Saint-Hilaire cunhou o termo
Teratologia, do grego terato = monstro e logos =estudo (SCHUMACHER, 2004), que vem

a ser a ciéncia que estuda as malformacgdes congénitas. Mais recentemente comecgou-se a
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usar o termo dismorfologia, ja que o termo teratologia trata do estudo dos monstros e a
maioria das anomalias ndo chega a ser monstruosidades (SMITH, 1966).

Na metade do séc. XX, as explicacdes para o nascimento de individuos com
anomalias congénitas eram baseadas em causas ambientais especificas como a radiacao,
infeccdo (rubéola e toxoplasmose), deficiéncia do acido félico; causas genéticas
especificas, como a relacdo entre genes dominantes e recessivos; e por ultimo, causas
ndo identificadas (FRASER, 1959). Mas a partir dos anos 60 um novo caminho se abriu
devido ao uso do medicamento talidomida por maes durante a gestacdo. Talidomida é
um derivado do acido glutamico usado no final dos anos 50 como sedativo. Passou
também a ser utilizado contra enjoos e receitado para mulheres durante a gravidez
(GHOREISHI, 2014). No entanto, no final de 1961 e inicio de 1962, varios autores
comecaram a relatar casos de malformagdes associados ao uso de talidomida por
gestantes (MCBRIDE, 1961; LENZ et al, 1962; SPEIRS, 1962). Comprovou-se que o
medicamento estava associado ao nascimento de bebés com malformagdes nos
membros (focomelia, dismelia, amelia e hipoplasticidade 6ssea) e anomalias congénitas
em orelha, coracdo e 6rgaos internos (FRANKS; MACPHERSON; FIGG, 2004). A partir
desta descoberta, muitas mudancas ocorreram na liberacdo de novos medicamentos
para a populagdo, mas também se percebeu a influéncia de substincias quimicas
exdgenas como causa das malformag¢des em humanos e outros animais.

Associado a esta tragédia, as questdes de saiide e ambientais causaram um
aumento significativo na quantidade de pesquisas e publicagdes sobre agentes
teratogénicos e malformagdes congénitas (MORGAN et al., 1988). Atualmente, produtos
a serem utilizados no mercado brasileiro, como medicamentos ou insumos agricolas,
necessitam passar por testes de teratogenicidade (BRASIL, 1989; 1997).

Simultaneamente, entre o final do século XIX e inicio do séc. XX, ocorreu um
grande desenvolvimento do uso de produtos quimicos na agricultura contra pragas e
doencas, baseados em compostos inorganicos (flaor, chumbo, arsénico, mercurio entre
outros). Esta foi chamada de primeira geracao de agrotéxicos (ALVES FILHO, 2002). Em
1932, a sintese de um inseticida a base de tiocianato inaugura a segunda geracao de
agrotdxicos, que sdo compostos por organoclorados, organofosforados, carbamatos e
piretrdides (FARIA, 2009). O dicloro-difenil-tricloroetano ou DDT, por exemplo, foi
usado largamente no po6s Segunda Guerra Mundial até inicio dos anos 70 para controle

de mosquitos vetores de doencas e na agricultura. No entanto, a publicagdo do livro
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Primavera Silenciosa (The Silent Spring, CARSON (1962) aliada a artigos cientificos
(MOORE, 1967; RATCLIFFE, 1967; SELBY et al., 1969), demostrando os perigos destes
compostos que ndo eram especificos e persistiam no ambiente, fizeram com que os
inseticidas clorados fossem banidos dos Estados Unidos da América em 1972 (COPE;
LEIDY; HODGSON, 2004).

No Brasil, é a partir do pos-guerra que se intensifica o uso dos praguicidas. De
acordo com Paschoal (1979), os primeiros produtos empregados no pais para o controle
de pragas foram os de origem mineral e vegetal. O primeiro inseticida organico -
sintético a ser usado foi o DDT, introduzido no Brasil em fins de 1943, sob a
denominacgao de Gesarol. Junto com o Estado do Rio Grande do Sul, Sao Paulo e Parana
sdo os estados que sofreram maior impacto do uso de praguicidas, ou pelo menos sado os
que se tém mais informag¢des (PASCHOAL, 1979). O consumo de agrotoxicos, expresso
em quantidades de ingrediente ativo, passou de 16 mil toneladas em 1964 (RUEGG et al.,
1987) para 60,2 mil toneladas em 1991 (FUTINO; SILVEIRA, 1991; GOELLNER, 1993).
Nos anos 80, o Brasil tornara-se o terceiro consumidor mundial de agrotéxicos, sobre
uma estrutura institucional precarissima, em termos de legislagdo, pesquisa, fiscalizagao,
comercializa¢do, formacgao, ética profissional e extensao rural (PASCHOAL, 1983). Esta
situacdo continua, sendo que cerca de 50% dos agricultores que fazem uso de
agrotoxicos nao receberam orientacdo técnica para tal (IBGE, 2009). Neste contexto de
uso, muitas vezes indiscriminado de praguicidas e fertilizantes quimicos, é que
sobrevive a fauna selvagem.

Independente da espécie animal em questdo, existem principios basicos na
teratogenia. Entre estes, temos que a suscetibilidade ao agente teratogénico varia
dependendo do estagio de desenvolvimento, e que as manifestagdes do agente sao dose-
dependente (WILSON, 1959).

A espécie humana possui cerca de 2-3% das criangas nascidas apresentando
anomalias identificaveis ao nascer (ROGERS; KAVLOCK, 1998). Uma estimativa de Brent
e Beckman (1990) creditam de 15-20% das malformagdes nos seres humanos a fatores
genéticos, cerca de 10% a fatores ambientais e 65% a fatores desconhecidos. Se para
espécie humana, que é uma das mais estudadas, a causa de mais da metade das
malformacgdes ndo é conhecida, o que se pode afirmar sobre os animais silvestres?

De maneira geral, a teratologia da fauna selvagem muitas vezes se restringe a

relatos anedoéticos (HELLGREN et al,, 1984; LINNEHAN, 1989; POWELL et al., 2009).
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Pesquisas que apresentam resultados envolvendo uma gama maior de individuos, como
é o caso do estudo de Trupkiewicz, Gulland e Lowenstine (1997) com elefantes
marinhos (Mirounga angustirostris), sao raros. Para anfibios esta situacdo é diferenciada.
Desde a descoberta de diversos anfibios com malformagdes em Minnesota (KAISER,
1997; SCHMIDT, 1997), muitos artigos surgiram com este grupo animal (ANKLEY et al,,
2002; ANKLEY et al., 2004; TAYLOR et al,, 2005).

Para os répteis, e principalmente para as serpentes, a grande maioria é relato
de casos de bicefalia (AMARAL, 1926; BELLUOMINI, 1959; BELLUOMINI; LANCINI,
1960; BELLUOMINI, 1965; BELLUOMINI et al., 1978; OROS et al., 1997), associados a uns
poucos casos de malformagcdes na coluna (PENDLEBURY, 1976; BELLAIRS, 1981;
ANDRADE; ABE, 1992; ROTHSCHILD; SCHULTZE; PELLEGRINI, 2012).

A serpente Bothrops jararaca Wied 1824, ou jararaca (figura 1.1), é um
viperideo neotropical cuja distribuicao vai do estado da Bahia ao Rio Grande do Sul no
Brasil e norte da Argentina (figura 1.2)(CAMPBELL; LAMAR; BRODIE, 2004) coincidindo
com o Dominio Morfoclimatico Tropical Atlantico ou Mata Atlantica (AB’SABER, 1977). E
uma 28opula28 que habita desde areas de Florestas Ombroéfilas Densas até formagdes
degradadas por acao antropogénica (capoeiras) e areas de cultivo (SAZIMA, 1992).
Apesar de ser encontrada em atividade durante o dia é uma 28opula28 de habitos
noturnos, se alimentando de presas ectotérmicas (quilopodes, anfibios e lagartos)
quando jovem e modificando seu habito alimentar a medida que cresce, passando a
ingerir presas endotérmicas (roedores e aves) (MARTINS; MARQUES; SAZIMA, 2002). O
ciclo reprodutivo é semelhante ao encontrado para outras Bothrops, com o periodo de
28opula no final do outono e inicio do inverno (abril-junho) e nascimentos no verao
(janeiro-abril) (SAZIMA, 1992; ALMEIDA-SANTOS; SALOMAO, 2002). Segundo Sazima
(1992) o tamanho das ninhadas podem variar de 3 a 34 filhotes, com os filhotes
nascendo com média de 24,5 cm (machos) e 25,3 cm (fémeas) de comprimento rostro-
cloacal (crc). Junto com outras Bothrops é responsavel por cerca de 90% dos acidentes

ofidicos que ocorrem no Brasil.
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Figura 1.1 - Imagem de uma fémea adulta de jararaca (Bothrops jararaca)

Fonte: (SANT’ANNA, 2014).

Figura 1.2 - Distribuicdo da jararaca (Bothrops jararaca)

BuenasA
Alres

Argentiina

Fonte: (CAMPBELL; LAMAR; BRODIE, 2004).

A cascavel, ou Crotalus durissus (Linnaeus, 1758)(figura 1.3), é um viperideo

de ampla distribuicdo, ocorrendo desde o México até o norte da Argentina (CAMPBELL;
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LAMAR; BRODIE, 2004). No Brasil, é encontrada em ambientes de vegetacdo mais
aberta, como cerrado, caatinga, campos, evitando as florestas imidas como a Floresta
Amazonica e Mata Atlantica (figura 1.4). Também por ser vista em areas antropizadas
como lavouras e pastagens e devido a ocupacdo humana tem sido encontrada em
ambientes onde outrora ndo ocorriam (BASTOS; ARAUJO; SILVA, 2005). Tem como
caracteristica marcante a presenca de um guizo na ponta da cauda formado por anéis de
queratina, que aumentam em ntimero conforme a serpente realiza as ecdises. E uma
serpente de ciclo reprodutivo bianual, semelhante ao da jararaca, com cépulas no
outono-inverno e nascimentos no verao (SALOMAO; ALMEIDA-SANTOS; PUORTO,
1995). Durante o periodo de cépula, machos realizam o comportamento de danca
combate, no qual eles tentam subjugar o oponente sem, no entanto, utilizar de picadas
ou mordidas (observagdo pessoal). Ndo apresenta mudang¢a ontogenética na sua dieta
sendo uma serpente basicamente rodentivora, mas se alimentando também de
pequenos marsupiais, e raramente de lagartos (SANT'ANNA; ABE, 2007). E responsavel
por cerca de 7,7% dos acidentes ofidicos no Brasil, mas em algumas regides esse nimero

pode ser de 20-25% (CUPO; AZEVEDO-MARQUES; HERING, 1991).

Figura 1.3 - Imagem de uma fémea adulta de cascavel (Crotalus durissus)

Fonte: (SANT’ANNA, 2014).
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Figura 1.4 - Distribuicdo da cascavel (Crotalus durissus)

400 km

400

Fonte: (CAMPBELL; LAMAR; BRODIE, 2004).

Nos capitulos subsequentes iremos descrever, analisar, documentar e quantificar
as malformacdes apresentadas pelos filhotes de jararaca e cascavel nascidos no
Laboratério de Herpetologia do Instituto Butantan, de maes recém-capturadas na
natureza (Capitulo 1 - este capitulo foi submetido a publicagdo como artigo ao Jornal of
Comparative Pathology); comparar a integridade do DNA entre maes progenitoras de
ninhadas com filhotes malformados com as que pariram filhotes macroscopicamente
normais (Capitulo 2); e por dltimo correlacionar a presenga de filhotes apresentando
anomalias congénitas com o padrdo do uso do solo (agricultura, pecudria, vegetacao

nativa e area urbana) das localidades de procedéncia das maes (Capitulo 3).
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Apesar dos grandes avang¢os na area da teratologia, ou dismorfologia, em
humanos e animais de laboratério, o conhecimento sobre as malformagdes ou anomalias
congénitas ainda possui uma grande lacuna quando se trata de animais silvestres
(LEIPOLD, 1980). Ap6s os anos sessenta e setenta do século 20, ficou claramente
demonstrado que a fauna e flora além serem atingidas de uma maneira direta e rapida
pelas acdes antropogénicas como desmatamentos, caga, introducdo de espécies exoticas
e etc, também estdo sendo prejudicadas de uma maneira lenta, silenciosa e
despercebida, pelos contaminantes e poluentes que langcamos no ambiente. O declinio
das populagdes de anfibios que vem ocorrendo por todo o planeta (HOULAHAN et al,,
2000; STUART et al., 2004), sem que saibamos quais sdo as causas e como interromper
este processo, talvez seja o alerta mais recente que tenhamos tido para nos focar neste
problema. A ciéncia que relaciona o ambiente e contaminantes é a ecotoxicologia, uma
vertente cientifica em amplo desenvolvimento nos dltimos anos. Artigos e livros tém
sido publicados como intuito de compreendermos melhor o que esta acontecendo com o
ambiente e fauna/flora que nele sobrevive. Casos de malformagées em animais
silvestres induzidos por contaminantes ambientais estdo sendo comprovados, assim
como outros processos que acometem a vida selvagem.

O Brasil é um pais megadiverso em termos biolégicos, mas que possui grande
parte do territério destinado a agricultura e que nas ultimas décadas aumentou
significativamente o uso de pesticidas, fertilizantes e herbicidas na agropecuaria
(FUTINO; SILVEIRA, 1991). No entanto ndo tem se dado a devida a aten¢ao aos cuidados
com o uso destes insumos agricolas pelas pessoas que lidam no campo. Como muitos
destes produtos acabam se dirigindo aos corpos de agua, tém surgido muitos estudos de
contaminacdo em animais aquaticos, principalmente peixes (MATSUSHITA; SOUZA,
1994; BIDONE et al., 1997; VIDAL, 2010). Mas falta uma discussdo aprofundada sobre o
que tem ocorrido com os vertebrados terrestres brasileiros nos agroecossistemas.

Por serem animais de topo de cadeia e distribuidos em diversos tipos de
habitats as serpentes se mostram como bons indicadores bioldgicos. Também as
escolhnemos por estarem apresentando um conjunto de alteragdes patologicas, as

anomalias congénitas, visiveis e identificaveis. Os viperideos, por nos estudados,
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apresentaram uma grande diversidade de malformag¢des em diversas partes do corpo,
principalmente a jararaca (Bothrops jararaca). Também demonstramos que hia uma
correlacao entre as malformacdes observadas em filhotes de jararaca e os padrdes do
uso do solo. Areas com maiores atividades agricolas apresentaram correlagio positiva
com as frequéncias de malformagdes, a0 mesmo tempo em que localidades com maiores
areas de vegetacdo nativa apresentaram uma correlacdo negativa. Em relagao a cascavel
(Crotalus durissus) ndo foi possivel chegar a uma conclusdo definitiva, talvez devido a
pequena amostragem. Também ndo foi possivel identificar se esta ocorrendo um
aumento ou nao nas malformagdes, ou se as mesmas estdo modificando, pela auséncia
de pesquisas sistematicas no passado. No entanto cabe, a partir deste estudo, realizar
um monitoramento destas espécies para que possamos ter um panorama temporal do
problema.

Esse foi apenas um inicio. Novas ddvidas surgiram, mas fica claro para quem
se aventurar neste campo a necessidade de compor grupos multidisciplinares que atuem
desde a biologia dos animais no campo, passando pelas enfermidades, toxicologia e
chegando ao nivel celular. O ensaio do cometa (ou “single cell gel electrophoresis”) é uma
ferramenta que tem tido grande destaque nos estudos de ecotoxicologia, pois de uma
maneira relativamente barata, rapida e simples consegue analisar direta e
individualmente problemas ocorridos no DNA das células.

Este estudo, a nosso ver, contribui significativamente para a discussdo da
influéncia antropogénica sobre a fauna de vertebrados terrestres no Brasil no que tange

a sua relacdo com a agropecudria, abrindo perspectivas para pesquisas futuras.
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