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RESUMO

BISETTO, S.P. Avaliacdo das atividades locomotora e nociceptiva diarias e sazonais de
lagartos mantidos em condicdes ambientais controladas. 2016, 72p. Dissertacao
(mestrado) — Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos, Universidade de Sao

Paulo, Pirassununga, 2016.

O uso de répteis como modelos experimentais é limitado, principalmente devido as
particularidades fisioldgicas da classe, como as oscila¢fes didrias e sazonais em seu
comportamento. O objetivo deste estudo foi avaliar a atividade locomotora e
nociceptiva de teils (Salvator merianae) e iguanas-verdes (lguana iguana) submetidos
a testes comportamentais, ao longo do dia e do ano. Foram utilizados seis exemplares de
cada espécie, mantidos em sala com temperatura ambiental (24 a 30°C) e fotoperiodo
(12h:12h) controlados. Esses foram avaliados ao longo do dia (0:00h, 6:00h, 12:00h,
18:00h) e ao longo do ano (analise mensal). A analise locomotora foi realizada através
do teste de campo aberto (teiUs e iguanas), no qual o animal foi colocado no centro de
uma arena circular por 15 minutos, e recebeu um ponto por cada ultrapassagem pelas
subdivisbes da mesma; e pelo teste de natacdo forcada (iguanas), no qual o tempo de
atividade foi mensurado em piscina sem saida por 2 minutos. A resposta nociceptiva foi
avaliada por meio de mensuracdo do periodo de laténcia do membro em resposta a
estimulo nocivo térmico (25 segundos; 245 + 7 mW/cm?) na superficie plantar do
membro do animal. Nao foram detectadas oscila¢es ao longo do ano no teste de campo
aberto em nenhuma das espécies. Ao longo do dia, oscilacdes foram detectadas de
Fevereiro a Dezembro em teils; e em Abril, Maio, Junho e Outubro em iguanas. O
tempo de atividade das iguanas foi menor em Janeiro e as 0:00h. Maiores laténcias de
retirada do membro foram observadas nos meses de Maio e Agosto e as 6:00h em
ambas espécies. Conclue-se que teils e iguanas-verdes em ambiente controlado
apresentam oscilacgdes significativas em comportamento observado em teste de campo
aberto, teste de natacdo forcada (somente iguanas) e teste plantar, que aparentemente
ndo seguem padrdes anuais claros, sendo provavelmente influenciado por fatores

multiplos ainda ndo compreendidos para as espécies.

Palavras-chave: Salvator merianae, Iguana iguana, ritmo circadiano, ritmo circanual,

teste de campo aberto, teste de natagéo forcada, teste plantar.



ABSTRACT

BISETTO, S.P. Evaluation of daily and seasonal locomotor and nociceptive activities of
lizards under controled environmental conditions. 2016, 72p. M.Sc. Dissertation —
Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos, Universidade de S&o Paulo,

Pirassununga, 2016.

The use of reptiles as experimental models is limited due to their physiological
particularities, such as daily and annual fluctuations in behavior. The aim of this study
was to evaluate locomotor and nociceptive activities of tegus (Salvator merianae) and
green iguanas (lguana iguana) throughout the day and the year, when undergoing
behavioral tests. Six animals from each species, kept under controlled room temperature
(24 to 30°C) and photoperiod (12h:12h), were used. They were evaluated throughout
the day (0:00h, 6:00h, 12:00h and 18:00) and the year (monthly). Locomotor activity
was measured by the open field test, in which the animal was placed in the center of a
round arena for 15 minutes and the number of crossings through the subdivisions of the
arena was counted, and by the forced swim test (iguanas), in which the activity period
was timed after animals were placed in a pool with no scape for 2 minutes. Nociceptive
activity was measured as the latency to limb withdrawal reflex in response to a noxious
thermal stimulus (25 seconds, 245 £ 7 mW/cm?) in the plantar surface of the animal’s
limb. No differences were detected in locomotor activity in the open field test
throughout the year in both species. Throughout the day, fluctuations were detected
from February to December in tegus, and in April, May, June and October in iguanas.
Activity period in iguanas were shorter in January and at 0:00h. Longer latencies to
withdrawal reflex were detected in May and August and at 6:00h in both species. In
conclusion, tegus and green iguanas kept in controlled environment have fluctuations in
behavior presented in the open field test, the forced swim (only iguanas) test and the
plantar test, which apparently do not follow a clear seasonal pattern and are probably

influenced by multiple factors that are still unknown for both species.

Keywords: Salvator merianae, Iguana iguana, circadian rhythm, circannual rhythm,

open field test, forced swim test, plantar test.
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1 INTRODUCAO

A classe Reptilia é composta de animais de grande importancia social,
econdmica e ecoldgica, 0 que faz com que sejam crescentes a sua manutencdo em
cativeiro e a procura por atendimento clinico e cirurgico especializado para esses
animais. Como consequéncia, hd o aumento pela busca de conhecimento nas diferentes
areas da medicina de répteis, incluindo a farmacologia de analgésicos e sedativos.

Nesse contexto, a manutencao de répteis como modelos experimentais para teste
da eficécia e duracdo do efeito de farmacos € essencial. Contudo, o0 uso desses animais
para experimentacdo ainda € limitado, principalmente devido as particularidades
fisiologicas da classe. Em comparagdo com os modelos experimentais tradicionais, as
respostas fisioldégicas e comportamentais que os répteis apresentam a diferentes
situacbes potencialmente estressantes, tanto em vida livre quanto sob condicdes
controladas, sdo incomuns e variaveis (POLETTA et al., 2013) e devem ser melhor
investigadas.

Uma das principais particularidades fisiologicas dos répteis, que podem
influenciar suas respostas fisiolégicas e comportamentais e dificultar sua manutencao
como modelos experimentais, consiste na dependéncia da temperatura ambiental para
realizacdo de termorregulacéo, que os leva a variagdes amplas de temperatura corporal
ao longo do dia e do ano (GOULART, 2007). As oscilagcdes na temperatura corporal
estdo intimamente correlacionadas com a taxa metabdlica desses animais (BENNET;
DAWSON, 1976) e podem, portanto, influenciar na farmacocinética (MOSLEY, 2005)
e na farmacodinamica de medicamentos (CARREGARO et al., 2009) e também no
comportamento dos animais (VAN SLUYS, 1992). Por este motivo, a compreenséo das
variacOes sofridas pelos animais ao longo do dia e do ano é essencial, tanto em
situages experimentais, quanto clinicas.

Além das particularidades fisioldgicas dos répteis, outro entrave que dificulta
seu estudo consiste na grande variabilidade de espécies agrupadas na classe Reptilia.
Diferentes  espécies  apresentam  diferentes  caracteristicas  fisiologicas e
comportamentais, reduzindo a possibilidade de extrapolagcdo de dados entre elas.
Usualmente, as espécies utilizadas como modelos experimentais sdo selecionadas de
acordo com a facilidade de manutencdo e reproducdo em cativeiro, caracteristicas que
o0s répteis em geral ndo possuem (POLETTA et al., 2013). Contudo, fatores essenciais

para a escolha das espécies a serem usadas em estudos clinicos consistem em sua
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importancia ecologica e social e a demanda por atendimento clinico e cirurgico. No
presente estudo, a selecdo do uso de teils (Salvator merianae) e iguanas-verdes (Iguana
iguana) ndo cumpre somente esses requisitos, como também permite a comparagao
entre espécies fisiologicamente distintas de lagartos, uma com habitos terricolas
(CARVALHO; ARAUJO, 2004), alimentacdo onivora (KIEFER; SAZIMA, 2002) e
dorméncia sazonal (ANDRADE et al., 2004a), enquanto que a outra apresenta habitos
arboricolas (DIVERS, 1996), alimentacdo herbivora (IVERSON, 1982) e sem indicios
de alteragBes sazonais marcantes de comportamento, respectivamente.

A analise comportamental de animais mantidos em condi¢Bes experimentais
controladas é uma das principais formas de estudo da resposta desses a administracéo de
farmacos e tém sido amplamente aplicados em roedores experimentais (HANELL;
MARKLUND, 2014). Sabe-se que mesmo testes ja bem estabelecidos para ratos e
camundongos podem ter resultados varidveis de acordo com o gendtipo dos animais
(BROWN; COREY; MOORE, 1999; CHESLER et al.,, 2002) e as condicOes
experimentais (CHESLER et al., 2002). Por esses motivos, esses testes
comportamentais devem ser investigados e se possivel padronizados para as diferentes
especies de Reptilia.

Alguns exemplos de testes comportamentais utilizados para avaliar os efeitos de
farmacos consistem nos testes de campo aberto e de natagdo forcada que, entre outras
informacdes, fornecem dados sobre a atividade locomotora dos animais, € 0 teste
plantar, que fornece informacdes sobre resposta nociceptiva. A ampla quantidade de
informacgdes disponiveis em literatura e o sucesso de sua utilizacdo para estudo de
roedores, combinadas com a sua validade etoldgica, ou seja, a similaridade que o teste
tem com 0s comportamentos naturais das espécies selecionadas, fazem com que tenham

potencial para aplicacdo na pesquisa experimental com répteis.

2 OBJETIVOS

2.1 GERAIS

Avaliar as atividades comportamentais locomotora e nociceptiva em teils
(Salvator merianae) e iguanas-verdes (Iguana iguana) ao longo do dia e do ano, quando

mantidos em condi¢fes ambientais controladas.
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2.2 ESPECIFICOS

Estabelecer os padrbes de atividade locomotora ao longo do dia e do ano
(sazonais) que teils (Salvator merianae) e iguanas-verdes (Iguana iguana), mantidos
em condigdes ambientais controladas, apresentam em teste de campo aberto.

Estabelecer os padrdes de atividade locomotora ao longo do dia e do ano, que
iguanas-verdes mantidas em condi¢cdes ambientais controladas, apresentam em teste de
natacdo forcada.

Estabelecer os padrdes de resposta nociceptiva ao longo do dia e do ano, que as
duas espécies apresentam em resposta a um estimulo nociceptivo térmico adminstrado

na superficie plantar do membro por meio de teste plantar.

3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Os REPTEIS

Inicialmente, os animais que hoje sdo classificados como répteis ja foram
agrupados com os anfibios por diversos zo6logos em um grupo taxonémico unico
(HUXLEY; MITCHEL, 1911). Apesar de algumas similaridades entre esses animais,
como a ocupacdo de habitats proximos, auséncia de mecanismos termogénicos internos
(ectotermia) e alta sensibilidade a degradacdo ambiental (ANDREWS; GIBBONS;
JOCHIMSEN, 2008), diferencas marcantes fizeram com que esses grupos fossem
classificados em classes diferentes no inicio do século XIX (HUXLEY; MITCHEL,
1911).

As principais caracteristicas dos répteis que os diferencia dos anfibios consistem
em alteracdes morfoldgicas que os permitem habitar regides terrestres, como presenca
de tegumento impermeavel, ovo com casca rigida e trés membranas adicionais
envolvendo o embrido (POUGH; HEISER; JANIS, 2008). Dentre essas caracteristicas,
a presenca de trés membranas extra-embrionarias adicionais (corion, &mnion e
alantoide) ndo é exclusividade dos répteis, e também ocorre em aves, que juntamente
com os répteis forma o clado Sauropsida, e em mamiferos, que juntamente com
Sauropsida forma o clado Amniota (BENTON, 2015).

Dentre os amniotas, 0s répteis consistem em um grupo de vertebrados tetrapodes
ectotérmicos, originados evolutivamente de um ancestral comum ndo exclusivo
(BENTON, 2015). E composto por cerca de 7500 espécies (JANES et al., 2010),
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divididas em quatro Ordens: Squamata (serpentes e lagartos), com aproximadamente
7200 espécies, Testudines (tartarugas, cagados e jabutis), com aproximadamente 300
espécies, Crocodylia (crocodilos, jacarés, caimans e gaviais), com aproximadamente 23
espeécies e Rhynchocephalia (tuataras) com duas espécies (AVERY, 2006; JANES et al.,
2010).

Animais desta classe apresentam ampla distribuicdo geografica e grande
importancia ecoldgica, social e econdmica. De acordo com levantamento bibliogréfico
realizado por Valencia-Aguilar, Cortés-Gomez e Ruiz-Agudelo (2013), os répteis
realizam diversos servicos ecossistémicos, ou seja, servicos que favorecem direta ou
indiretamente a populagdo humana. Exemplos de servigos ecossistémicos diretos
consistem em seu uso como fonte de alimento (MARINEROS, 2007), matéria prima
(PETERS, 1993) e recursos medicinais (WOLZ-RICHTER; ESSER; HESS, 2013),
além de seu uso no comércio como animais de companhia (PRESTRIDGE;
FITZGERALD; HIBBITTS, 2011). Servigos ecossistémicos indiretos consistem em seu
papel no controle de pragas e consequentemente no controle da transmissdo de doencas
(MEDEM, 1983), na dispersdo de sementes (VALIDO; OLESSEN, 2007) e na ciclagem
de nutrientes no ecossistema (LAVELLE et al., 2005).

3.1.1 PARTICULARIDADES FISIOLOGICAS

Apesar de estarem agrupados filogeneticamente com as aves e 0s mamiferos no
clado Amniota, os répteis apresentam caracteristicas anatémicas e fisiologicas que 0s
diferencia desses animais.

Uma das principais particularidades dos répteis dentre os amniotas consiste na
deficiéncia de termogénese interna, de tecido adiposo marrom, tremores musculares, e
pelos ou penas que possam ser erigados para isolamento térmico (O"MALLEY, 2005).
Como consequéncia, esses animais dependem da temperatura ambiente para regular sua
temperatura corporal, realizando uma forma comportamental de termorregulacdo, na
qual controlam a perda e 0 ganho de calor do organismo pela busca de microclimas
quentes ou frios, pela modificacdo na coloracdo da pele, ou pela alteracdo na postura
corporal (GOULART, 2007; O°'MALLEY, 2005).

O principal intuito da termorregulacdo nos répteis é alcancar a temperatura
corporal 6tima para a realizagdo dos diversos processos metabolicos (MAYER; BAYS,
2009). A otimizacdo dos diferentes processos comportamentais e fisiologicos destes

animais depende de uma zona 6tima de temperatura corporal (HUEY, 1982). Assim, as
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oscilacbes na temperatura corporal estdo intimamente correlacionadas com a taxa
metabdlica desses animais (BENNET; DAWSON, 1976).

Existem duas principais formas de um réptil buscar elevar sua temperatura
corporal: por meio da exposicéao a luz solar (animais heliotérmicos), ou por condutancia,
pelo contato com objetos encontrados no ambiente (animais tigmotérmicos) (MAYER,;
BAYS, 2009). A forma e a frequéncia da busca ativa por calor ambiental ao longo do
dia e do ano € variavel entre as espécies de répteis (HEATWOLE; TAYLOR, 1987).

Nas restingas brasileiras, os teideos Ameiva ameiva e Cnemidophorus sp
apresentam padrdo unimodal de atividade, com aumento na atividade metabolica pela
manhd, com pico ao meio dia, e decréscimo a tarde (BERGALLO; ROCHA, 1993;
DIAS; ROCHA, 2004; HATANO et al., 2001; MENEZES et al., 2000; TEIXEIRA-
FILHO et al., 1995; ZALUAR; ROCHA, 2000). Uma excecdo sdo 0s animais da
espécie Cnemidophorus lacertoides, que também apresentam padrdo unimodal, mas
apresentam seu pico de atividade a tarde (ARIANI, 2008).

Além de variacGes entre espécies de um mesmo género, é possivel verificar que
animais da mesma espécie podem apresentar modificacdes no padrdo de atividade ao
longo do ano (HUEY et al., 1977). Espécies de lacertilios que apresentam dois picos de
atividade ao longo do dia (padrdo bimodal), reduzindo a atividade nas horas mais
quentes do dia, podem passar a apresentar um padrdo unimodal de atividade no inverno
(VAN SLUYS, 1992).

Outro tipo possivel de variacdo sazonal no comportamento termorregulatério dos
répteis é a dorméncia. Esta consiste em uma supressao sazonal da atividade metabdlica
dos animais frente as diversas condi¢cbes ambientais adversas, como o frio e a baixa
disponibilidade de alimento e 4gua (CHRISTIAN et al., 1999). Essas variacdes sazonais
no metabolismo parecem acompanhar as variagdes sazonais da temperatura ambiental
(ANDRADE et al., 2004a; BOUTILIER et al., 1997; GREGORY, 1982). Contudo, a
alteracdo em temperatura ambiental ndo € o Unico fator que contribui para a instauragdo
de um processo de dorméncia. Sabe-se que as taxas metabolicas de alguns lagartos
diminuem progressivamente do verdo ao inverno, mesmo quando mantidos em
ambiente controlado (MAYHEW, 1965; SOUZA et al., 2004), podendo espécies
sabidamente sazonais apresentar ou ndo comportamento de dorméncia quando mantidas
em cativeiro em altas temperaturas (O’MALLEY, 2005).

Os mecanismos que atuam na supressao metabolica sdo complexos e ainda ndo

sdo bem compreendidos (STOREY, 2002), mas sabe-se que alguns fatores envolvidos
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no processo envolvem o estagio do ciclo reprodutivo, quantidade de alimento
disponivel, tamanho corporal, fotoperiodo e ritmos enddgenos (O’MALLEY, 2005;
MILSOM et al., 2008). Desta maneira, através da percepcao de alteragdes ambientais e
em conjunto com a oscilacdo dos ritmos endogenos, 0s répteis podem antecipar
condi¢des ambientais desfavoraveis, preparando-se para melhor enfrenta-las.

Diversos sdo os impactos fisiolégicos que os répteis sofrem com a oscilacdo
sazonal e diéaria em sua atividade metabdlica. Estudos anteriores ja buscaram esclarecer
alteracbes comportamentais que esses animais sofrem, quando oriundos de vida livre
(ARIANI, 2008) e também quando mantidos em cativeiro (SMITH; JOHN-ALDER,
1999); alteragbes em atividade locomotora (FOA et al., 1994; UNDERWOOD, 1983),
em taxa de consumo de oxigénio (MILSOM et al., 2008; SOUZA et al., 2004;
TOLEDO et al., 2008), e em parametros sanguineos e teciduais (ANDRADE et al.,
2004b; SOUZA et al., 2004) de animais mantidos em condi¢6es ambientais controladas.
O estudo dos ritmos diérios e sazonais da atividade locomotora é uma forma comum de
investigar oscilacBes ritmicas nos animais. Relatos desta forma de estudo foram feitos
em invertebrados (KANCIRUK; HERRNKIND, 1972), peixes (LINNER et al., 1990),
répteis (FOA et al., 1994; INNOCENTI et al., 1994; UNDERWOOD, 1983) e
mamiferos (GIROUD et al., 2008; WARNER et al., 2010). Contudo, de maneira geral,
esses estudos tem como principal intuito a compreensdo dos mecanismos reguladores
das oscilacbes diarias e sazonais e pouco se sabe como essas mudancas fisioldgicas

pode impactar o uso desses animais na experimentacao.

3.1.2 O TEIU (SALVATOR MERIANAE)

A espécie Salvator merianae, popularmente conhecida como teil, pertence a
familia Teiidae, e € uma das maiores espécies de lagartos brasileiros, podendo atingir
450 mm de comprimento rostro-cloacal (CRC) e 8 kg de massa corporal (LOPES; ABE,
1999). Tem ampla distribuicdo geografica, desde o sul do Amazonas, abrangendo a
Bolivia, o Paraguai, Brasil e Argentina (HARVEY et al., 2012), e habita diversos
biomas da América do Sul, como a Caatinga, o Cerrado, campos abertos das florestas
Amazdnica e Atlantica, ambientes costeiros, entre outros (PERES JR, 2003).

Apresenta uma dieta generalista, envolvendo a ingestdo de sementes, flores e
frutos, além da caca de diversos tipos de invertebrados e vertebrados (KIEFER,;
SAZIMA, 2002). Sazima e D’Angelo (2013) néo verificaram diferencas na variedade de
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alimentos animais ingeridos por teids jovens e adultos e verificaram que ovos de aves e
répteis e carcacas de vertebrados também fazem parte da alimentacdo desses animais.

Atualmente, o S. meriane encontra-se citado no Apéndice Il da Convencao sobre
o Comércio Internacional das Espécies da Fauna e da Flora Silvestres Ameacadas de
Extingdo (CITES), sendo considerada uma espécie sem risco atual de extin¢do, mas com
potencial de se tornar ameacada se o comércio internacional ndo for regulamentado.
Tém importancia econdmica por ser utilizada para consumo de carne, comercializagéo
de carne e pele, e também no mercado pet (EMBERT; FITZGERALD; WALDEZ,
2010), além de possuir importancia ecologica, devido seu potencial como dispersor de
sementes (CASTRO; GALETTI, 2004).

Consiste em uma das espécies de répteis que apresenta marcada sazonalidade.
Durante os meses de frio e seca (entre Maio e Setembro na regido Sudeste) este animal
se recolhe para suas tocas, onde permanece inativo por trés a quatro meses, sem ingerir
agua ou alimento (ANDRADE et al., 2004a). Milsom et al. (2008) verificaram que 0s
teilis apresentam certo grau de depressao metabdlica ja durante o outono; contudo a fase
de dorméncia so se instala ao final do outono e inicio do inverno, apés o animal tomar a
decisdo comportamental de se entocar e estabelecer o equilibrio entre sua temperatura
corporal e 0 seu entorno.

Durante 0s meses em que ndo estdo em dorméncia, os teils apresentam um
padrdo sazonal de atividade. Logo apds o nascer do sol, esses animais deixam seus
abrigos e se expdem a luz solar por cerca de 5 a 7 horas para elevacdo de sua
temperatura corporal em 10 a 15°C, a fim de atingir uma temperatura 6tima de 36 a
37°C para realizacdo de suas atividades diarias; ao final da tarde, sua temperatura
decresce ao estado inicial (ANDRADE et al., 2004b). Além das varia¢bes diarias em
temperatura, esses animais apresentam incrementos diarios em seu metabolismo, que
podem manter-se por até 14 dias em alguns animais, mesmo quando esses animais séo
mantidos no escuro e temperatura constante (MILSOM et al., 2008).

Supressdo da dorméncia foi somente reportada em teils da espécie Tupinambis
teguxim, em animais jovens mantidos em cativeiro com temperatura ambiental
controlada. Esses animais apresentaram ganho de 142% em peso corporal durante o
inverno, fase na qual geralmente apresentam queda de 8 a 9% da massa corporal total
em condigdes normais de oscilacdo de temperatura (YANOSKY; MERCOLLI, 1993).
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3.1.3 A lIguana-verde (lguana iguana)

As iguanas-verdes pertencem a familia Iguanidea e estdo distribuidas por toda a
América Central e norte da América do Sul (DIVERS, 1996), ocupando habitats
costeiros ou ribeirinhos (ALVARADO et al., 1995; RAND et al., 1989), do norte do
México ao tropico de Capricornio (ETHERIDGE, 1982). Consiste em uma das maiores
espécies de iguanideos podendo atingir 500 mm de comprimento rostro-cloacal
(RIVERO, 1998).

Tém habitos arboricolas (DIVERS, 1996) e muitas vezes sdo reportados como
herbivoros estritos, que se alimentam de flores, frutas, sementes e folhas (IVERSON,
1982). Entretanto, relatos de ingestdo de invertebrados (TOWNSEND et al., 2005),
carcaca de vertebrados (ANDERSON; ENGE, 2012) e ovos de aves (ARENDT, 1986)
foram reportados nessa espécie. Govender et al. (2012) analisaram a musculatura da
perna e da lingua de exemplares de I. iguana por meio de espectrometria de massa e
verificaram que esses animais sdo primariamente herbivoros; no entanto, através da
andlise do conteido gastrico, os mesmos autores verificaram que estes animais podem
ser onivoros oportunistas, devido a presenca de caranguejos, insetos e conchas de
caramujos em quatro de 42 animais.

Assim como S. merianae, |. iguana encontra-se atualmente listada no apéndice
Il da CITES. Consiste na espécie que domina o mercado de répteis vivos, tendo
atingindo 8,7 milhdes de animais importados ao redor do mundo entre 1996 e 2012, e
representando 46% de todas as importacdes dessa classe no periodo (ROBINSON et al.,
2015). A principal consequéncia da exportacdo destes animais para todo o globo
consiste em sua introducdo como espécie invasora em diversos ecossistemas, ap6s fugas
do cativeiro, ou abandono pelos seus proprietarios, devido ao tamanho que estes
animais atingem na fase adulta (FALCON et al., 2013). Relatos da introducio desta
especie abrangem Porto Rico (RIVERO, 1998), Estados Unidos (TOWNSEND;
KRYSKO; ENGE, 2003), Israel (SHACHAM; NEMTZOV, 2008) e Fiji (THOMAS et
al.,, 2011), e as principais consequéncias relatadas consistem na destruicdo das
plantagdes locais, disperséo de sementes de plantas invasoras, impacto nas populacoes
locais de outros iguanideos, entre outras (FALCON et al., 2013). Apesar disso, as
iguanas-verdes tém grande importancia econdmica nessas regides, mobilizando o
mercado pet ou servindo como fonte de proteina para venda local ou exportagdo
(FALCON et al., 2013).
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Em regiGes de ocorréncia natural, as iguanas-verdes tém grande importancia
ecoldgica na manutencédo de seu ecossistema. Moura et al. (2015) demonstraram atraves
da andlise das excretas de iguanas-verdes de vida livre encontradas em fragmentos de
mata Atlantica em Jodo Pessoa (Paraiba, Brasil) que elas apresentam alto potencial de
dispersdo de sementes, minimizando o impacto da perda de espécies dispersoras em
areas florestais altamente fragmentadas.

Como outros animais pertencentes ao género Iguana, as iguanas-verdes néo
desenvolvem dorméncia sazonal; ou pelo menos ndo ha relatos desse fendbmeno nesta
espéecie. Neste género, somente alteracbes sazonais em seletividade alimentar foram
observadas, sendo que iguanas-verdes aumentam a ingestdo de flores nas épocas secas
como forma de hidratagéo, e investem em alimentos com altos teores proteicos nas
épocas de chuvas (LICHTENBELT, 1993).

3.2 REPTEIS COMO MODELOS EXPERIMENTAIS

Os répteis apresentam mecanismos fisioldgicos, adaptativos e comportamentais
complexos que explicam o sucesso evolutivo deste diverso grupo taxonémico e,
consequentemente, motivam seu estudo (POLETTA et al., 2013). Esse fato, combinado
com o reconhecimento de sua importancia econémica, ecoldgica e social (VALENCIA-
AGUILAR; CORTES-GOMEZ; RUIZ-AGUDELO, 2013), faz com que esses animais
sejam cada vez mais mantidos em Instituicdes de ensino e pesquisa como modelos
experimentais para obtencdo de informacdes na area da medicina, biologia e medicina
veterinaria. Porém, isso ainda é limitado (POLETTA et al., 2013).

Muitos fatores devem ser levados em consideracdo antes da escolha de uma
espécie para uso como animal experimental, como a possibilidade de generalizacéo e
transferéncia da informacdo para outras espécies de interesse, repetitividade dos
resultados, conhecimento existente sobre suas particularidades anatémicas, fisiologicas
e patoldgicas, implicacOes éticas ou ecoldgicas de seu uso, sua adaptabilidade as
condigcdes experimentais, uniformidade genética, exigéncias para manutencdo e
reproducdo em cativeiro, e durabilidade dos exemplares (RAND, 2008).

Fatores limitantes no uso de répteis como modelos experimentais consistem na
dificuldade na manutencdo e reproducdo em cativeiro, nos tempos prolongados entre
geracOes e a impossibilidade de gerar muitos descendentes em um curto periodo.

Todavia, essas caracteristicas apresentam uma oportunidade aos pesquisadores de criar
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um novo paradigma em modelos animais para investigacdo de topicos relevantes para a
atualidade (POLETTA et al., 2013).

Exemplos da importancia do uso dos répteis para pesquisa em medicina
consistem na obtencdo de substancias de interesse terapéutico, como substancias que
influenciam a agregacéo plaquetaria (BRINKHOUS et al., 1983; HUANG et al., 1987),
com potencial antinociceptivo (SANTOS et al., 2012), e que auxiliam no controle da
glicemia (TRIPLITT; CHIQUETTE, 2006). Além disso, o uso de lagartos da espécie
Anolis carolinensis foi essencial para a melhor compreensdo do envolvimento dos
nicleos da base em comportamentos sociais agressivos nas diversas espécies de
amniotas, e da associacdo destas estruturas a disfungdes humanas como o transtorno
obsessivo compulsivo (BAXTER, 2003).

Na éarea da biologia, esses animais também tém sido investigados como
possiveis biomarcadores de contaminagdo ambiental por metais pesados (SCHNEIDER
et al., 2013), radionuclideos (WOOD et al., 2010) e desreguladores endocrinos
(CRAIN; GUILLETTE, 1998), devido sua sensibilidade aos contaminantes e
capacidade de bioacumulacdo e biomagnificacdo similar ou superior a dos mamiferos e
aves (HALL; HENRY, 1992). Os répteis também tém sido Uteis no descobrimento das
relagbes filogenéticas entre os amniotas, através de sua avaliagdo morfoldgica
(NOMURA et al., 2013) e molecular de seu genoma (TOWNSEND et al., 2008), pois a
compreensdo de seus diversos mecanismos fisioldgicos auxilia no entendimento da
biologia evolutiva basica e dos mecanismos moleculares de varias espécies (POLETTA
etal., 2013).

Além de seu uso na pesquisa para a medicina e a biologia, muitas espécies de
répteis tém sido estudadas com o intuito de adquirir informacgfes na area da medicina
veterinaria, mais especificamente na area de clinica e cirurgia de animais selvagens. Isso
estd associado principalmente a crescente procura por atendimento clinico e cirdrgico
desses animais, combinada ao aumento da consciéncia entre medicos veterinarios de
gue esses animais podem sentir dor. Uma pesquisa realizada entre médicos veterinarios
da Associacdo de Veterinarios de Répteis e Anfibios (Association of Reptile and
Amphibian Veterinarians — ARAV) demonstrou que 98,4% (361/367) dos profissionais
acreditam que esses animais sdo capazes de sentir dor (READ, 2004). Contudo, a
mesma pesquisa demonstrou que somente 39,5% (145/367) desses profissionais usam
analgésicos como parte do tratamento cirdrgico. Possiveis motivos para essa baixa

incidéncia do uso de analgésicos podem ser a falta de informacGes farmacoldgicas e a
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dificuldade de reconhecer a dor nas diversas especies de Reptilia (MOSLEY, 2011).
Dessa maneira, estudos tém sido realizados com intuito de compreender 0s mecanismos
nociceptivos (TEM DONKELAAR; DE BOER-VAN HUIZEN, 1987) e as possiveis
terapias antinociceptivas para esses animais (FLEMING; ROBERTSON, 2006;
SLADKY et al., 2007; SLADKY et al., 2008; WAMBUGU, 2010) e esse consiste em

um dos focos de estudo do presente grupo de pesquisa.

3.3 TESTES COMPORTAMENTAIS

A anéalise comportamental de modelos animais em condi¢bes experimentais
controladas tem sido realizada desde a década de 30 (ARCHER, 1973). Amplamente
empregados para roedores experimentais, 0os testes comportamentais tém objetivos
diversos, que vado desde a compreensdo da psicologia de cada espécie (HALL, 1934) até
a investigacdo das alteracfes comportamentais sofridas pelos animais em diferentes
situacBes experimentais, como a administracdo de farmacos (LUCKI, 1997),
manipulacdo genética (CRYAN; MOMBEREAU, 2004) ou simulacdo de patologias
comuns em humanos (CRYAN; MOMBEREAU, 2004; HUA et al., 2002).

Um grande namero de testes comportamentais pode ser encontrado na literatura,
cada um apresentando diferentes objetivos. Testes como labirinto em cruz elevado,
natacdo forcada, suspensao pela cauda, vocalizacdo ultrassonica e campo aberto podem
ser utilizados como forma de avaliagéo de transtornos de ansiedade (SILVA; BARRQOS;
PENATTI, 2015), enquanto que testes como Rotarod buscam avaliar alteracdes em
equilibrio e coordenacdo motora (HAMM et al., 1994) ou como o teste plantar, teste da
retirada da cauda e teste da placa quente, que buscam esclarecer a via nociceptiva
(MENENDEZ et al., 2002; SASAKI et al., 2001) e a acdo das substancias
antinociceptivas (SLADKY et al., 2007; SRINIVASAN et al., 2003).

A escolha do teste comportamental a ser utilizado deverad considerar diversos
fatores, inclusive a espécie e/ou a linhagem a ser estudada. Diferentes linhagens de
camundongos apresentam  diferentes caracteristicas comportamentais, quando
submetidos a testes de campo aberto ou teste do labirinto em cruz elevado (BROWN,;
COREY; MOORE, 1999). E essencial, portanto, conhecer o comportamento normal da

espeécie ou da linhagem quando submetida a cada um dos testes comportamentais.
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3.3.1 TESTE DO CAMPO ABERTO

Inicialmente desenvolvido por Hall (1934) com o intuito de avaliar a
emotividade em ratos, o teste do campo aberto (“open field”) consiste em submeter o
animal a um ambiente desconhecido e protegido contra fugas com barreiras fisicas
(paredes) (WALSH; CUMMINS, 1976) e observar suas respostas comportamentais por
um periodo determinado (CHOLERIS et al., 2001).

Apesar de inicialmente preconizado para avaliacdo da emotividade, o teste é
aplicado em diversas situacGes experimentais. Varia¢cdes no tamanho, no formato e na
iluminacdo da arena, na familiaridade com o aparato, na duracéo do teste, no horario do
estudo, presenca de objetos ou comida, entre outros (PRUT; BELZUNG, 2003), fazem
com que diferentes inferéncias possam ser realizadas a partir desse teste.

Atualmente, esse teste é amplamente utilizado na avaliacdo do efeito de
farmacos sobre o comportamento dos animais, permitindo inferéncias sobre seus efeitos
ansiolitico, ansiogénico, estimulante, sedativo ou indutor de prostracdo poés-ictal
(PRUT; BELZUNG, 2003). O teste também pode ser utilizado para a avaliagdo da
atividade locomotora dos animais, apos estabilizacdo dos parametros locomotores por
exposicoes repetidas na arena (WALSH; CUMMINS, 1976).

Alguns possiveis comportamentos avaliados em roedores submetidos ao teste de
campo aberto consistem no numero de ultrapassagens feitas pelo animal pelas
subdivisbes desenhadas no chdo da arena (locomocdo horizontal), frequéncia de
levantamento sobre patas traseiras (locomocdo vertical), tempo de imobilidade,
preferéncia de local de permanéncia na arena (centro ou periferia) e comportamento de
autolimpeza (“grooming”) (BATISTA et al., 2011). Também podem ser avaliadas a
miccdo e defecacdo no tempo de permanéncia na arena e a laténcia de saida do animal
da primeira subdivisdo do campo (ARCHER, 1973).

A modifica¢do do comportamento relativo a cada uma das variaveis supracitadas
apos a administracdo de farmacos permite uma interpretacdo nas espécies que tém seu
comportamento normal j& bem estabelecido nesse teste. A reducdo do tempo de
permanéncia de ratos e camundongos na regido central da arena, sem alteracdes no
tempo total de locomocgéo horizontal e vertical, sdo indicativos de efeito ansiolitico dos
farmacos. Enquanto isso, 0 aumento na atividade locomotora desses animais sugere um
efeito estimulante e reducdes na atividade locomotora e locomogéo vertical podem estar

associadas com efeitos sedativos ou prostracdo pés-ictal (PRUT; BELZUNG, 2003). O
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teste de campo aberto € um dos testes mais populares em psicologia animal. Apesar de
ser popular no estudo de espécies de laboratério, esse teste ja foi utilizado em varias
outras espécies animais, incluindo invertebrados e peixes (BURGESS, 1979), répteis
(CHISZAR et al., 1976; CHISZAR; CARTER, 1975; HERZOG; BURGHARDT,
1986), aves (GALLUP; SUAREZ, 1980) e mamiferos (BURGESS, 1979; BATISTA et
al., 2011).

Em répteis, o teste do campo aberto foi utilizado para avaliar a atividade
locomotora (HERZOG; BURGHARDT, 1986) e exploratéria (CHISZAR et al., 1976;
CHISZAR; CARTER, 1975) de serpentes, com o principal intuito de compreender o
comportamento natural das espécies quando expostas a ambientes desconhecidos.
Chiszar e Carter (1975) demonstraram que a frequéncia de dardejamento de lingua e
travessias da subdivisdo da arena de exemplares da espécie Thamnophis radix se
mantem constante apds exposicoes repetidas a arena por 10 dias. Chiszar et al. (1976)
verificaram diferengas significativas nas mesmas variaveis quando compararam trés
géneros diferentes de serpentes (Thamnophis sp, Crotalus sp, Helerodon sp), além de
verificarem a influéncia do regime de alimentacdo sobre seu comportamento
exploratério na arena. Herzog e Burghardt (1986), estudando o periodo de laténcia da
saida do quadrado central e 0 nUmero de travessias das subdivisfes da arena do campo
aberto, também verificaram diferengas entre trés diferentes espécies do género

Thamnophis.

3.3.2 NATACAO FORCADA

Inicialmente descrito por Porsolt, Bertin e Jalfre (1977) como um modelo de
depressdo humana, o teste de natagdo forgcada apresenta grande potencial para avaliagcdo
da influéncia de farmacos sobre a resposta dos animais ao estresse (WEST, 1990).
Exemplos de farmacos de interesse veterinario cujos efeitos foram testados em roedores
pelo teste de natagdo forcada consistem na cetamina, quando administrada em doses
sub-anestésicas (SALAT et al., 2015), e do opioide buprenorfina (FALCON et al., 2015;
FALCON et al., 2016).

Apesar de extensivamente utilizado para teste de farmacos, principalmente com
acdo antidepressiva, o teste de natacdo forgada também pode ser efetivo para outros
estudos. Frye e Walf (2002) utilizaram o teste da natacdo forcada para avaliar as
variagcdes comportamentais comuns as diferentes fases do ciclo estral em ratos. Esses

autores puderam detectar diferencas no tempo de imobilizagdo entre ratos com
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diferentes niveis do metabdlito da progesterona, a alopregnanolona (proestro),
comprovando a eficacia do método para alteragdes comportamentais ciclicas nesses
animais.

Apesar de poder ser aplicado tanto em ratos quanto em camundongos, sabe-se
que os ratos apresentam um comportamento mais consistente durante o teste de natacéo
forcada, com menor variabilidade individual nos resultados e consequentemente
exigindo um menor nimero experimental (CASTAGNE et al., 2011). Alguns autores
acreditam que isso esta correlacionado com a maior adaptacdo que os ratos tém a agua
em comparagdo com os camundongos (CHEN et al., 2015), o que vai ao encontro com o
que é sugerido por Hanell e Marklund (2014) sobre a importancia da validade etol6gica
de um teste comportamental. Esses autores acreditam que dentre os diversos pontos a
serem considerados ao avaliar um teste comportamental, existe a validade etoldgica, que
representa 0 quanto um teste consegue se assemelhar ao comportamento natural do
animal. Dessa maneira, levando em consideracdo o fato de que as iguanas-verdes séo
excelentes nadadoras, que voluntariamente utilizam a &gua para fuga de predadores
(SWANSON, 1950), acredita-se que o teste de natacdo forcada apresente um grande
potencial experimental para essa espécie. Apesar disso, esse teste tem pouco histérico
de aplicagdo em répteis relatado em literatura. A eficacia do método para deteccdo de
efeitos sedativos em iguanas-verdes foi verificada em estudo que comparou o tempo de
atividade dos animais na piscina apés administracdo de midazolam ou solu¢do salina
(SOBREIRA; BRESSAN; CARREGARO, 2016).

3.3.3 TESTE PLANTAR

A forma mais confiavel para avaliacdo da nocicep¢do em animais consiste na
observacdo comportamental (HOLTON et al., 2001; PRITCHETT et al., 2003). A
descricdo do comportamento associado a dor aguda, por meio de escalas de dor
descritivas, ja foi realizado de maneira espécie-especifica em algumas espécies de
mamiferos, como cdes (MURREL et al., 2008), gatos (BRONDANI; LUNA;
PADOVANI, 2011) e bovinos (OLIVEIRA et al., 2014).

Em répteis isso € um grande desafio devido a enorme diversidade de espécies na
classe Reptilia, que apresentam diferentes adaptacdes fisioldgicas e comportamentais
(MOSLEY, 2011). Contudo, uma alternativa promissora para analise nociceptiva em
animais dessa classe consiste em sua mensuragdo com o uso de estimulos algicos
(mecénico, téermico, quimico) (SLADKY; MANS, 2012).
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Apesar de muito bem estabelecido para mamiferos, o uso de estimulo térmico
para estudos dos mecanismos nociceptivos em répteis pode ser considerado controverso.
Isso se deve principalmente ao grande nimero de relatos de diversas espécies de répteis
mantidas em cativeiro que apresentam queimaduras devido ao contato com fontes de
calor em seus terrarios (MUSIC; STRUNK, 2016; WHITE et al., 2011). Assim, alguns
pesquisadores questionam a responsividade que esses animais tém a estimulos nocivos
térmicos. Contudo, diversos estudos com espécies variadas de répteis demonstram
sucesso na aplicacdo da técnica, com respostas aversivas ao estimulo nocivo térmico
similares as de mamiferos (BAKER; SLADKY; JOHNSON, 2011; SLADKY et al.,
2007; SLADKY; KINNEY; JOHNSON, 2008; SLADKY; KINNEY; JOHNSON, 2009;
SLADKY; MANS, 2012).

O uso do estimulo térmico em répteis possui diversas vantagens, como a
quantificacdo imediata da laténcia, curta duracdo de aplicacéo e facil escape do estimulo
pelo animal por meio da retirada do membro estimulado, que levam a prevencdo de
possiveis danos teciduais. O escape do estimulo realizado pelo animal facilita a analise
comportamental de resposta nociceptiva, tornando-a clara e ndo ambigua (SLADKY;
MANS, 2012).

O teste plantar foi inicialmente proposto por Hargreaves et al. (1988) para
detec¢do do limiar nociceptivo térmico em modelo de hiperalgesia cutanea. Consiste em
um método automatizado de avaliacdo do tempo de retirada do membro, apés realizacédo
de estimulo térmico por calor radiante, e tem como uma das principais vantagens a
possibilidade de realizacdo do estudo sem necessidade de contencédo fisica manual dos
animais.

Em répteis, esse teste ja foi utilizado para a avaliacdo da eficicia analgésica de
opioides. A eficacia analgésica do butorfanol e da morfina foi testada em tartarugas de
orelha vermelha (Trachemys scripta elegans) (SLADKY et al.,, 2007) em dragdes
barbados (Pogona vitticeps) e em cobras do milho (Elaphe guttata) (SLADKY et al.,
2008), proporcionando resultados confidveis frente aos grupos controle. Além disso,
recentemente, o presente grupo de pesquisa buscou esclarecer o efeito antinociceptivo
da morfina e butorfanol em teils (S. merianae) e iguanas-verdes e demonstrou que a
administragdo da morfina, mas ndo do butorfanol pela via intramuscular aumenta o
tempo de retirada do membro em teste plantar em teids (MELO et al., 2016), e que
nenhum dos farmacos apresentou eficicia antinociceptiva para as iguanas (BRESSAN;
BISETTO; CARREGARO, 2016).
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4. MATERIAL E METODOS

O projeto em questdo foi submetido ao Comité de Etica em Experimentacio
Animal da Instituicdo de origem (144.477.740) e autorizacdo do Ministério do Meio
Ambiente por meio do Sistema de Autorizacdo e Informacdo em Biodiversidade
(SISBIO nimero 44767-1), conforme a instrucdo normativa n°154, de 01 de marco de

2007, obtendo-se aprovagéo nos dois casos.

4.1 ANIMAIS

Foram utilizados seis teils (Salvator merianae) e seis iguanas (Ilguana iguana)
entre 12 (inicio do experimento) e 29 meses (final do experimento), de sexo
indeterminado, mantidas no Nucleo de Anestesia Veterinaria da Faculdade de Zootecnia
e Engenharia de Alimentos da Universidade de S&o Paulo (FZEA — USP), na cidade de
Pirassununga - SP. O peso dos animais foi monitorado mensalmente, durante toda a fase
experimental, para verificar a influéncia do desenvolvimento sobre as varidveis
dependentes. Todos os animais foram submetidos & marcacdo com microchip® para
identificacdo e analise da temperatura do subcutaneo do animal durante os diversos

momentos do estudo (Figura 1).

Figura 1: Leitor de microchip informando a temperatura do animal e
microchip localizado no subcuténeo de iguana-verde (seta).

Fonte: Propria autoria.

1 Lifechip ® with Biothermal Technology, Destron Fearing, South St. Paul, MN, EUA.
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Para promover maior confiabilidade nos resultados obtidos, foram utilizados
somente animais considerados saudaveis. Os teils foram selecionados apds exame
clinico, e exame laboratorial (hemograma e bioguimica hepética e renal), seguindo os
padrdes estabelecidos por DIETHELM & STEIN (2006). Devido ao baixo peso e
dificuldade de colheita de material bioldgico, a higidez das iguanas foi determinada
somente através de avaliacdo clinica. A avaliacdo clinica de ambas as espécies foi
realizada de acordo com as recomendagdes de anamnese e exame fisico delineados por
Divers (1999), incluindo também um exame clinico minucioso do sistema locomotor,
para que os testes de atividade locomotora ndo fossem prejudicados. Reavaliacdes
clinicas mensais foram realizadas em todos os animais durante todo o estudo e a
reavaliacdo laboratorial foi realizada semestralmente nos teius.

Os animais foram mantidos em uma sala com temperatura controlada (24 a
30°C), em caixas de fibra com capacidade de 750 litros com substrato de maravalha,
recipientes plasticos (dgua, alimento, e banho), e pontos de fuga (tocas, esconderijos)
para os teils e troncos secos de arvores para as iguanas (Figura 2). Lampadas
incandescentes foram posicionadas nos terrarios a fim de criar pontos de aquecimento
para termorregulacdo dos animais (basking), com temperaturas de 40 a 45°C abaixo das
mesmas. Essas foram mantidas acesas entre 6:00h e 18:00h, determinando um
fotoperiodo fixo de doze horas, com bloqueio da influéncia luminosa ambiental através
de pelicula espelhada de protecdo solar e papel pardo nas janelas. Além disso, uma
lampada florescente que emite espectro ultravioleta (UVA e UVB) para estimular a
producdo de vitamina D foi destinada ao recinto das iguanas.

A alimentacgdo dos teils era composta de coracdo bovino moido, fornecida trés
vezes por semana, enquanto as iguanas recebiam diariamente verduras escuras como
racula, agrido e couve. A alimentacdo de ambas as espécies era suplementada com
complexo de célcio com vitamina D3?, e vitaminas, minerais e aminoécidos especificos
para répteis®. Para minimizar o efeito da competicdo alimentar entre os teilis, 0s animais
que encontravam-se entocados no horario da alimentagdo, eram removidos e

estimulados a se alimentar.

2 Repticalcium, Zoo Med Laboratories, Inc, California, EUA.
3 Reptivite, Reptile Vitamins, Zoo Med Laboratories, Inc, California, EUA.
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Figura 2: Caixa de fibra para alojamento dos teils (A) e das iguanas (B).

Fonte: Gentilmente cedidas por William Leal (A) e Thais Bressan (B).

Os animais foram adquiridos com cerca de 2 meses de idade do jacarezario do
Instituto de Biociéncias da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”
(UNESP), campus de Rio Claro - SP e foram mantidos na instituicdo de origem por 10
meses antes do inicio do experimento. O manejo supracitado dos animais foi instituido
cerca de 6 meses antes do inicio dos experimentos e mantido durante toda a fase
experimental, sendo realizado, com raras excecOes, sempre pelos mesmos trés
individuos. O manejo alimentar dos teids foi mantido mesmo durante a fase de
dorméncia e sinais de reducgdo de atividade dentro da caixa de manutencdo e hiporexia
foram constantemente monitorados. Quaisquer alteragdes foram anotadas para futura

referéncia.
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4.2 PERFIS DIARIO E SAZONAL DE ATIVIDADE

Inicialmente foi determinado o perfil diario das atividades locomotora e
nociceptiva apresentada por ambas espécies quando mantidas em ambiente com
temperatura e fotoperido controlados. Para tal, os animais foram submetidos a
mensuracdo de atividade locomotora em teste de campo aberto, ao teste de natacdo
forcada (somente iguanas), e da resposta nociceptiva a estimulo térmico em
termoalgimetro. As mensurac6es foram realizadas a cada 6 horas por um periodo de 24
horas (0:00h, 6:00h, 12:00h, 18:00h). A determinacéo do perfil anual, ou sazonal foi
realizada através da repeticdo mensal desta mensuracéo pelo periodo de um ano.

4.3 TESTES COMPORTAMENTAIS

Os testes comportamentais realizados consistiram no teste do campo aberto
(teis e iguanas-verdes), o teste de natacdo forcada (iguanas-verdes) e o teste plantar
(teilis e iguanas-verdes). A avaliacdo por meio do teste de campo aberto de ambas as
espécies foi iniciado no més de Janeiro de 2015 e finalizado em Dezembro do mesmo
ano. Ja& os testes de natacdo forcada e plantar foram iniciados em Junho de 2015 e
finalizados em Maio de 2016, fazendo com que a fase experimental do estudo durasse
no total 17 meses.

Todas as avaliacbes foram realizadas em uma sala adjacente a sala de
manutencdo dos animais, que era climatizada de acordo com as condi¢des de
manutencdo dos animais, com excecdo das lampadas que eram mantidas acesas em
todos os horarios de avaliagdo. Durante toda a fase de coleta de dados, buscou-se manter
sempre a mesma sequéncia de realiza¢do dos testes comportamentais. Inicialmente, era
realizado o teste de campo aberto dos teils (duracdo de 2 dias, com avaliacdo de 3
animais por dia), seguido do teste de campo aberto das iguanas (duracdo de 2 dias).
Apobs finalizado o teste de campo aberto, era realizado o teste de natagdo das iguanas-
verdes (duracdo de 1 dia, com avaliacdo de 6 animais por dia), seguido do teste plantar
dos teils (duracdo de 1 dia) e por ultimo o teste plantar das iguanas-verdes (duracdo de
1 dia). Havia uma pausa de no minimo 24 horas entre o uso de cada exemplar em cada
um dos testes. A avaliagdo dos horarios ao longo do dia foi feita de forma sequencial,
contudo o horério inicial de cada més foi determinado de forma aleatéria. A sequéncia

de uso dos animais também foi selecionada de forma aleat6ria. Antes da realizacdo de



29

cada um dos testes a temperatura do subcutaneo de cada animal era mensurada, para

posterior avaliacdo de sua correlagdo com as variaveis dependentes.

4.3.1 TESTE DE CAMPO ABERTO

Para a realizagéo do teste foi utilizada uma arena circular de 1,2m de didmetro,
feita de compensando naval e revestida com 40 cm de altura com formica branca para
evitar fugas. Apos alguns meses de avaliacdo, alguns exemplares da espécie S. merianae
aprenderam a escapar da arena e uma adaptacdo na mesma com paredes de 120 cm foi
realizada. A arena foi dividida em trés partes por circulos concéntricos que por sua vez
foram divididos em partes iguais por seis retas para avaliacdo da atividade locomotora
dos teius (Figura 3A), e em quatro partes concéntricas subdivididas por doze retas para
a avaliacdo da atividade das iguanas (Figura 3B). O formato circular da arena foi
desenhado de acordo com MATAQUEIRO et al. (2004) e foi selecionado de forma a
minimizar as chances dos animais se abrigarem nos cantos, maximizando a
deambulacdo. Por sua vez, as dimensdes da arena e de suas subdivisdes foram ajustadas
de forma a acomodar os exemplares das duas espécies selecionadas, mesmo ap6s 0
crescimento esperado durante o decorrer do ano de avaliacéo.

Antes do inicio do experimento, os animais foram submetidos a uma fase de
adaptacdo a arena, sendo colocados nesta por 30 minutos, durante dez dias consecutivos.
Para a andlise da atividade locomotora, o animal foi colocado no centro da arena do
teste de campo aberto e sua atividade foi avaliada por 15 minutos. A limpeza da arena
do campo aberto era realizada com um pano com alcool ao final de cada dia e quando
necessario entre animais em um mesmo dia, quando um exemplar urinasse e/ou
defecasse na mesma. Todas as avaliacdes foram registradas por uma camera de video
instalada em um tripé de modo a evitar que a presenca de um avaliador interferisse na
atividade locomotora do animal e a analise dos videos foi realizada por avaliador que
desconhecia o horério do dia e 0 més do ano.

Os parametros avaliados foram: periodo de laténcia de saida do circulo central
da arena (LSCC) e o nimero de ultrapassagens que o animal fez nas subdivises da
arena com 0s quatro membros (atividade locomotora espontanea; ALE). Animais que
ndo se moveram durante todo o periodo de analise receberam 900 segundos de LSCC e
0 pontos de AL.
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Figura 3: Arena do teste de campo aberto adaptada para avaliacdo locomotora de teils (A) e de
iguanas (B).

A B

Fonte: Gentilmente cedida por William Leal (A). Propria autoria (B).

4.3.2 TESTE DE NATACAO FORCADA

Para o teste de natacdo forcada, foi utilizada uma piscina em forma de cilindro
com 41 cm de diametro por 46 cm de altura (Figura 4), contendo aproximadamente 40 L
de agua. A piscina foi preenchida de forma a ndo permitir que 0s animais apoiassem 0s
membros em seu fundo, sempre 6 horas antes do inicio do experimento para permitir
com que a agua entrasse em equilibrio com a temperatura do ambiente climatizado (24 a
30°C). Durante a realizacdo dos ensaios de natacdo, a temperatura da agua era
mensurada para posterior analise. Antes do inicio do experimento, os animais foram
submetidos a uma fase de adaptacdo a piscina, sendo colocados nesta por 2 minutos,
durante dez dias consecutivos.

Figura 4: Piscina utilizada para mensuragdo da atividade
locomotora de iguanas-verdes.

Fonte: Propria autoria.
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Para a analise da atividade locomotora, o animal foi colocado no centro da
piscina e sua atividade foi filmada por 2 minutos. A agua da piscina sO era trocada se
necessario, devido a excrecdo, ao final da avaliacdo em cada horério, para permitir o
equilibrio da agua com a temperatura ambiente para a préxima mensuracdo. Em caso de
defecacdo entre os animais em um mesmo horério, as fezes eram removidas da agua
com o auxilio de uma peneira. Da mesma maneira que no teste do campo aberto, o
avaliador ndo tinha conhecimento do horéario do dia e do més do ano. Os parametros
avaliados consistiram no tempo de atividade (TA) versus o tempo de imobilidade (T1),
ou seja, momentos nos quais 0s animais apresentavam nado ou tentativa de fuga versus

momentos onde sé faziam movimentos suficientes para manter a cabeca fora da agua.

4.3.3 TESTE PLANTAR

Para realizacdo do teste de resposta nociceptiva pelo teste plantar, foi utilizado o
aparelho de Hargreaves® (Figura 5A), responsavel por realizar um estimulo térmico na
superficie plantar do membro do animal e pela cronometragem automatica do tempo de
retirada deste membro em resposta ao estimulo gerado (Figura 5B).

Para tal, os animais foram posicionados no aparelho, dentro de um recipiente de
acrilico sem fundo e de tamanho ajustavel, sobre uma plataforma de acrilico, ambos
transparentes onde permaneceram por cinco minutos para adaptacdo (Figura 5C). Em
seguida, a lampada foi posicionada sob a plataforma, de forma a gerar o estimulo
térmico radiante na superficie plantar do animal (Figura 5D). Este teve intensidade de
70, correspondente a 245 + 7 mW/cm?2 de acordo com as especificacbes do fabricante, e
duracdo de no méaximo 25 segundos, com o intuito de evitar danos teciduais, conforme
determinado em projeto piloto. Dessa maneira, foi determinado o periodo de laténcia do
reflexo de retirada do membro pélvico (LRM).

Para minimizar a influéncia das outras iguanas em caixas adjacentes, as paredes
do recipiente de acrilico foram forradas com material opaco. Dessa maneira 0s animais
também ndo conseguiam visualizar o avaliador durante o0 momento de aplicacdo do

estimulo nociceptivo.

4Modelo 37370, Ugo Basile Co, Varese, Italia.
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Figura 5: Avaliacdo da nocicepcdo por teste plantar. Aparelho de Hargreaves (A), display demonstrando
mensuracdo automatica do tempo de retirada do membro (seta preta) e intensidade do estimulo
(seta vermelha) (B), iguana-verde em fase de adaptacdo na caixa de acrilico (C) e lampada para
estimulo térmico posicionada na superficie plantar do animal (D).

Fonte: Propria autoria.

4.4 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica foi realizada através do uso do software GraphPad Prism 6.
Inicialmente, a normalidade de todos os dados foi testada com o teste D”Agostino-
Pearson. Dados com distribuicdo normal foram expressos nos resultados na forma de
média + desvio padrdo, enquanto que dados sem distribui¢cdo normal foram expressos na
forma de mediana [intervalo interquartil].

Duas formas de analise estatistica foram realizadas. Inicialmente buscou

detectar-se diferencas significativas entre os horarios do dia dentro de um mesmo més
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(avaliacdo do perfil diario) e também diferencas significativas de um mesmo horario,
entre os diferentes meses do ano (avaliacdo do perfil sazonal). Para tal, dados com
distribuicdo normal foram avaliados através de andlise de variancia (ANOVA) de duas
vias para amostras repetidas, seguido de teste de Tukey, tanto para as comparagdes de
médias obtidas no perfil dirio como no sazonal. Para os dados sem distribui¢do normal,
as diferencas significativas foram detectadas através do uso do teste de Friedman,
seguido do teste de Dunn, também para comparac@es as diarias e sazonais.

Além da avaliacdo das variaveis de acordo com seus perfis diarios e sazonais,
buscou-se também testar a correlacdo entre todas as varidveis dependentes avaliadas
versus a temperatura corporal e versus o0 peso dos animais, independente do horéario do
dia e do més do ano. Dessa maneira buscou-se avaliar a influéncia que a temperatura
corporal e o crescimento dos animais tiveram sobre sua atividade locomotora e resposta
nociceptiva. Para variaveis com distribuicdo normal foi utilizado o teste de correlacdo
de Pearson bicaudal e para varidveis sem distribuicdo normal foi utilizado o teste de
Spearman bicaudal.

Em todos os testes estatisticos, as diferencas foram consideradas significativas

quando p < 0,05.

5. RESULTADOS

Os resultados referentes aos testes de campo aberto, de natagédo forcada e plantar
encontram-se descritos a seguir. Ressalta-se que quando mantidos sob as condicdes
ambientais e de manejo anteriormente descritas, 0s animais da espécie Salvator
merianae ndo apresentaram supressao metabolica completa como descrito em literatura
com abolicdo da ingestdo de alimento e de &gua, apesar desses animais terem
aumentado o tempo nos quais se mantiveram entocados e reduziram consideravelmente

a quantidade de alimento ingerido, principalmente no més de Julho de 2015.

5.1 TESTE DO CAMPO ABERTO

O teste do campo aberto foi utilizado para avaliar a atividade locomotora dos
teils e das iguanas-verdes. Os parametros avaliados consistiram na laténcia de saida do
circulo central (LSCC) e o numero de travessias pelas subdivisdes da arena (ALE). Os
resultados obtidos em teils para a LSCC encontram-se representados na Tabela 1 e na

Figura 6.
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Tabela 1: Valores do periodo de laténcia de saida do circulo central (LSCC) em segundos, em teste de
campo aberto com teils (Salvator merianae) jovens e de sexo indefinido (n=6) mantidos em
condicbes ambientais controladas, realizado ao longo do dia (0:00h, 6:00h, 12:00h e 18:00h), e
ao longo do ano (Janeiro e Dezembro de 2015). Letras minGsculas diferentes demonstram
diferenca estatistica em uma linha, letras mailsculas diferentes demonstram diferenca
estatistica em uma coluna.

Més Horario
0:00h 6:00h 12:00h 18:00h
Janeiro 24 [12; 33]™® 24 [10; 28] ® 5[3;20]° 59 [24; 187]°
Fevereiro 100 [44; 135]® 63 [38; 696] 6 [3; 19]° 120 [41; 217] ™
Margo 337 [5; 841] 19 [5; 87] 6 [3; 10] 114 [4; 288]
Abril 116 [57; 152] 31[7; 56] 7 [1; 150] 34 [3; 89]
Maio 220 [56; 412] 61 [51; 253] 7[3; 94] 28 [4; 69]
Junho 100 [6; 391] 92 [55; 488] 7[3; 39] 23 [5; 49]
Julho 143 [78; 224] 56 [30; 86] 6 [4; 10] 29 [6; 71]
Agosto 49 [40; 70] 15 [9; 124] 413; 22] 57 [18; 276]
Setembro 77 [43; 334]*® 33[6;201] % 412;12]° 16 [3; 491
Outubro 22 [7; 38] 8[3; 63] 26 [5; 43] 3[3; 4]
Novembro 8 [6; 9] 15 [4; 44] 513; 39] 53 [14; 140]
Dezembro 9 [5; 35] 27 [3; 64] 20 [8; 30] 73 [5; 201]

Valores representados na forma de mediana e intervalo interquartil.

Figura 6: Mediana e intervalo interquartil do periodo de laténcia de saida do circulo central (LSSC) em
segundos obtido em teste de campo aberto com teils (Salvator merianae) jovens de sexo
indefinido (n=6), mantidos em condi¢des ambientais controladas, realizado ao longo do dia
(0:00h, 6:00h, 12:00h e 18:00h), e ao longo do ano (Janeiro a Dezembro de 2015). Letras
minusculas diferentes demonstram diferenca estatistica dentro de um més, letras maidsculas
diferentes demonstram diferenca estatistica entre meses.
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Diferencas significativas ndo foram detectadas na andlise do ciclo sazonal, ou
seja, na comparacdo de cada um dos horarios entre os meses. Diferencas s6 foram
detectadas na comparacdo entre os horarios dentro dos meses de Janeiro, Fevereiro e
Setembro. Em Janeiro, maiores laténcias foram detectadas as 18:00h em comparagéo
com o horario 12:00h, enquanto que em Fevereiro maiores laténcias foram detectadas as
6:00h em comparagdo com 18:00h, e em Setembro as 0:00hh em comparacdo com
12:00h. De maneira geral, todos os horérios e meses avaliados apresentaram uma
variacdo individual muito grande nessa variavel, culminando em intervalos interquartis
muito amplos.

Da mesma maneira, os resultados referentes a atividade locomotora esponténea
encontram-se representados na Tabela 2 e na Figura 7.

Tabela 2: Numero de travessias nas subdivisdes em arena do campo aberto (atividade locomotora
espontanea; ALE) com teils (Salvator merianae) jovens e de sexo indefinido (n=6) mantidos
em condi¢Bes ambientais controladas, realizado ao longo do dia (0:00h, 6:00h, 12:00h e
18:00h), e ao longo do ano (Janeiro e Dezembro de 2015). Letras minusculas diferentes

demonstram diferenca estatistica em uma linha, letras mailsculas diferentes demonstram
diferenga estatistica em uma coluna.

Més Horario
0:00h 6:00h 12:00h 18:00h
Janeiro 24 [9; 50] 25[1; 53] 99 [89; 108] 42 [22; 72]
Fevereiro  28[24; 48] ® 22 [4; 55] 79 [65; 89]° 78 [56; 89]°
Marco 12 [1; 32]® 19[2;42]*  117[107;144]°  57[20; 89]2
Abril 32 [10; 52]® 3[1;14]° 75 [32; 95]° 71[58; 87]°
Maio 21 [8; 39]® 18 [2; 501 82 [39; 111]° 65 [52; 76]°
Junho 10 [2; 19]° 33[2; 721 80 [49; 102]° 58 [46; 67] ®
Julho 33 [16; 50] 2 12 [4; 45] @ 79[63;99]1*  101[73;117]°
Agosto 26 [9; 35] % 3[1;5]° 95 [80; 118]° 106 [60; 110]°
Setembro  15[5; 55] % 14 [2; 26]® 80 [56; 95]° 75 [37; 123]°
Outubro 21 [6; 49]® 3[2;12]° 92 [65; 129]° 77 [25; 128]°
Novembro 14 [4;32]% 3[1;13]° 74 [40; 134]° 52 [31; 117]°
Dezembro 8[3;39]® 3[1;5]° 56 [42; 69]° 59 [46; 90]°

Valores representados na forma de mediana e intervalo interquartil.
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Figura 7: Mediana e intervalo interquartil do nimero de travessias nas subdivisGes em arena do campo
aberto (atividade locomotora espontanea; ALE) com teils (Salvator merianae) jovens e de
sexo indefinido (n=6) mantidos em condi¢des ambientais controladas, realizado ao longo do
dia (0:00h, 6:00h, 12:00h e 18:00h), e ao longo do ano (Janeiro e Dezembro de 2015). Letras
minasculas diferentes demonstram diferenca estatistica dentro de um més, letras mailsculas
diferentes demonstram diferenca estatistica entre meses.
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Assim como na analise da LSCC, nenhuma diferenca estatistica foi detectada na
pontuagdo da ALE nos diferentes horarios ao longo do ano. Em contrapartida,
diferencas significativas dentro de cada més, entre os diferentes horarios, foram
detectadas de Fevereiro a Dezembro. O perfil diario de atividade variou de forma
diferente nos diferentes meses do ano. Em Janeiro a ALE foi constante ao longo do dia,
enquanto que em Fevereiro, Abril e de Agosto a Dezembro os valores de ALE as 6:00h
foram inferiores aos obtidos as 12:00h e 18:00h. Em Marco a ALE foi maior as 12:00h
em comparagdo com 0:00h e 6:00h, e em Maio a ALE foi menor as 0:00h em
comparagdo com 12:00h e 18:00h. Em Junho a ALE foi menor as 0:00h em comparagéo
com 12:00h, e em Julho a ALE foi maior as 18:00h em comparagdo com 0:00h e 6:00h.

De maneira semelhante, a LSCC das iguanas-verdes também foi realizada e os

resultados encontram-se descritos na Tabela 3 e na Figura 8.
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Tabela 3: Periodo de laténcia de saida do circulo central (LSSC) em segundos obtido em teste de campo
aberto com iguanas-verdes (Iguana iguana) jovens de sexo indefinido (n=6), mantidas em
condicbes ambientais controladas, realizado ao longo do dia (0:00h, 6:00h, 12:00h e 18:00h), e
ao longo do ano (Janeiro a Dezembro de 2015). Letras minusculas diferentes demonstram
diferenca estatistica dentro de um meés, letras mailsculas diferentes demonstram diferenca
estatistica entre meses.

Horario

Mes 0:00h 6:00h 12:00h 18:00h

Janeiro 293[222;343]  128[91;255] 881[459;900] 215 [94; 350]
Fevereiro  381[328;481]  295[159;629] 361[173;778]  176[33;577]
Marco 269 [52; 426] 24 [2; 316] 56 [14; 101] 133 [118; 167]
Abril 427 [308; 616]* 180 [77;238]® 169 [50; 736]™ 46 [12; 105]°
Maio 615 [409; 758]* 279 [76;519]%® 207 [72;417]°  95[30; 138]°"
Junho 754 [511; 876]* 207 [32;595]%® 113[53;133]° 103 [18; 244]*®

Julho 897 [637;900]  191[17;756] 169 [144:269] 124 [54; 396]
Agosto 416 [193; 831] 34 [1; 128] 28 [7; 80] 100 [64; 139]
Setembro 606 [256; 900] 143 [10;308]  168[22;304] 313 [101; 577]
Outubro 200 [32; 461] 29 [3; 81] 64 [2; 170] 63 [11; 123]
Novembro 397 [102;836] 213 [52; 309] 31[1; 148] 398 [123; 794]
Dezembro 405 [66; 726] 171 [30; 265] 13 [3; 35] 161 [97; 242]

Valores representados na forma de mediana e intervalo interquartil.

Figura 8: Mediana e intervalo interquartil do periodo de laténcia de saida do circulo central (LSSC) em
segundos obtido em teste de campo aberto com iguanas-verdes (lguana iguana) jovens de sexo
indefinido (n=6), mantidas em condi¢bes ambientais controladas, realizado ao longo do dia
(0:00h, 6:00h, 12:00h e 18:00h), e ao longo do ano (Janeiro a Dezembro de 2015). Letras
mindsculas diferentes demonstram diferenca estatistica dentro de um més, letras maiusculas
diferentes demonstram diferenca estatistica entre meses.
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Foi possivel verificar que ndo houve diferenca significativa entre os valores de
LSCC nos diferentes horarios ao longo do ano. Contudo, diferenca significativa foi
detectada entre os diferentes horarios (ciclo diario) dentro dos meses de Abril, Maio e
Junho. No caso dos trés meses, a LSCC foi maior as 0:00h em comparagdo com 18:00h
(Abril), 12:00h e 18:00h (Maio) e 12:00h (Junho). Assim como no caso dos teils, uma
grande variabilidade nos valores obtidos levou a valores abrangentes de intervalos
interquartis.

Os resultados referentes a ALE das iguanas-verdes encontram-se representados

na Tabela 4 e na Figura 9.

Tabela 4: Numero de travessias nas subdivisdes em arena do campo aberto (atividade locomotora
espontdnea; ALE) com iguanas-verdes (Iguana iguana) jovens e de sexo indefinido (n=6)
mantidas em condi¢Bes ambientais controladas, realizado ao longo do dia (0:00h, 6:00h,
12:00h e 18:00h), e ao longo do ano (Janeiro e Dezembro de 2015). Letras minusculas
diferentes demonstram diferenca estatistica em uma linha, letras mailsculas diferentes
demonstram diferenga estatistica em uma coluna.

Més Horario
0:00h 6:00h 12:00h 18:00h
Janeiro 63 [38; 75] 37[22; 72] 28 [0; 58] 67 [44; 72]
Fevereiro 36 [20; 59] 24 [16; 45] 24 [5; 43] 36 [26; 72]
Marco 53 [40;87] 49 [11; 67] 78 [21; 127] 61 [46; 88]
Abril 9[4; 18]° 15[7; 38]® 48 [11; 54]® 84 [69; 93]°
Maio 10 [2; 20]® 19 [11; 42]® 43 [39; 55]® 93 [61; 132]°
Junho 6[1;18]° 21 [4; 38]® 52 [40; 73] ™ 102 [55; 138]°
Julho 2 [0; 18] 28 [0; 66] 62 [39; 111] 50 [32; 89]
Agosto 10 [1; 23] 42 [14; 81] 90 [57; 124] 43 [28; 96]
Setembro 1[0; 7] 45 [21; 69] 27 [6; 40] 46 [22; 86]
Outubro 36 [8; 53] 78 [67;78]®  73[55;103]*  119[81;192]°
Novembro 20 [1; 47] 22 [5; 40] 6 [2; 26] 22 [0; 58]
Dezembro 10 [1; 20] 11[1; 22] 77 [37; 90] 68 [23; 60]

Valores representados na forma de mediana e intervalo interquartil.
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Figura 9: Mediana e intervalo interquartil do nimero de travessias nas subdivisGes em arena do campo
aberto (atividade locomotora espontanea; ALE) com iguanas-verdes (Iguana iguana) jovens e
de sexo indefinido (n=6) mantidas em condi¢es ambientais controladas, realizado ao longo do
dia (0:00h, 6:00h, 12:00h e 18:00h), e ao longo do ano (Janeiro e Dezembro de 2015). Letras
minasculas diferentes demonstram diferenca estatistica dentro de um més, letras mailsculas
diferentes demonstram diferenca estatistica entre meses.

2407
2004
1604

— 1201

80 A

40+

JAN FEV M AR ABR M Al JUN JUuL AGO SET ouT NOV DEZ

Més
-©- 0:00 ~-E- 6:00 -A- 12:00 -¥ 18:00

Anélise estatistica da ALE das iguanas-verdes demonstrou que esses animais
apresentam valores constantes de atividade locomotora, independente do horéario e ao
longo do ano. Assim como nos teils, diferenca significativa so foi detectada na analise
diaria dos animais, com valores de ALE inferiores as 0:00h em compara¢do com as
18:00h nos meses de Abril, Maio, Junho e Outubro.

5.2 NATACAO FORCADA

O tempo de atividade (TA) de iguanas-verdes submetidas ao teste de natagéo
forgada ao longo do dia (0:00h, 6:00h, 12:00h e 18:00h) nos meses de Junho de 2015 a
Maio de 2016 podem ser verificados na Tabela 5 e na Figura 10.
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Tabela 5: Tempo de atividade (TA) em segundos obtido em teste de natacdo forcada com iguanas-verdes
(lguana iguana) jovens de sexo indefinido (n=6), mantidas em condicdes ambientais
controladas, realizado ao longo do dia (0:00h, 6:00h, 12:00h e 18:00h), e ao longo do ano
(Junho de 2015 a Maio de 2016). Letras minusculas diferentes demonstram diferenca
estatistica dentro de um més, letras maidsculas diferentes demonstram diferenca estatistica
entre meses.

Més Horario
0:00h 6:00h 12:00h 18:00h
Junho 343+134%78 54,76 + 7,3° 63,9+11,4° 59,8 + 19,3P 4B
Julho 33,8+80%"8 51,8+ 145" 61,2 +225° 49,7 £15,2°% A
Agosto 42,0+148*"8  64,95+939"° 68,7+19,5°  67,9+12,1>48
Setembro 458 +23,0%A 67,5+ 185" 75,2 £22,0° 73,1+20,1"B
Outubro 358+11,1%"8 486+36% 63,1 +11,6° 66,0 + 13,648
Novembro 33,6+11,2%"8 54,9 +10,4° 60,1 +14,0° 65,1 + 10,8 A8
Dezembro  31,3+12,3%”8 57,1+13,1° 574+261° 6327 +14,3>%8
Janeiro 22.6+10,8%8 56,9 + 17,4° 66,0 + 15,6° 50,2 + 16,6 > A
Fevereiro  26,3+12,0%/8 48,6 +21,8° 59,6 +16,9° 53,7 + 244" 4B
Marco 33,1+15,8*"8 47,6 +20,4° 63,2+19,2°  56,9+259""8
Abril 30,8+159%"8  467+198% 66,8 + 24,3° 61,2 + 18,2048
Maio 34,17 +20,1*"®  458+195% 58,4 +30,4° 65,5+ 13,9 A8

Valores expressos em média + desvio padréo.

Figura 10: Média + erro padrdo do tempo de atividade (TA) em segundos no teste de natacéo forgada de
iguanas-verdes (lguana iguana) jovens e de sexo indefinido (n=6) mantidas em condic6es
ambientais controladas, realizado ao longo do dia (0:00h, 6:00h, 12:00h e 18:00h), e ao longo
do ano (Junho de 2015 a Maio de 2016). Letras minusculas diferentes demonstram diferenca
estatistica dentro de um més, letras mailsculas diferentes demonstram diferenga estatistica
entre meses.
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Diferencas estatisticas nos valores de PA foram detectadas tanto na andlise didria,
quanto na andlise sazonal. Na analise sazonal, os valores de PA foram estatisticamente mais
elevados as 0:00h de Setembro em comparagcdo com o mesmo horario de Janeiro. A mesma
alteracdo foi detectada as 18:00h de Setembro em comparacdo com o mesmo horério de Julho e
Janeiro. Durante a analise diaria, diferencas significativas foram detectadas entre os horérios de
todos os meses do ano. Trés diferentes padrdes de variagdes na PA foram detectados. Nos meses
de Junho, Agosto, Setembro, Novembro e de Dezembro a Mar¢o menores valores de PA foram
detectados as 0:00h em comparacdo com 6:00h, 12:00h e 18:00h. Em Julho a mesma diferenca
foi detectada somente em comparacdo com 6:00h e 12:00h, enquanto que em Outubro, Abril e
Maio foi detectada em comparacédo com 12:00h e 18:00h.

5.3 TESTE PLANTAR

Os dados obtidos a partir da avaliagdo da atividade nociceptiva dos teils ao

longo do dia e do ano encontram-se descritos na Tabela 6 e na Figura 11.

Tabela 6: Periodos de laténcia do reflexo de retirada do membro pélvico (LRM) em resposta a estimulo
térmico aplicado na superficie plantar em segundos, obtidos em teste plantar com teils
(Salvator merianae) jovens de sexo indefinido (n=6), mantidos em condi¢Ges ambientais
controladas. Teste realizado ao longo do dia (0:00h, 6:00h, 12:00h e 18:00h), e ao longo do ano
(Junho de 2015 a Maio de 2016). Letras minudsculas diferentes demonstram diferenca
estatistica dentro de um més, letras mailsculas diferentes demonstram diferenga estatistica
entre meses.

Més Horario
0:00h 6:00h 12:00h 18:00h
Junho 9,1+28"A 13,7 +4,8%4 9,7+1,3"° 11,3+2,0%
Julho 8,9+24%0A 12,0+ 3,8% 48 76+18° 7,0+32°
Agosto 18,1+3,7%¢ 194+56*° 92+1,3"° 76+29°
Setembro 8,5+1,5%#4 12,3 +4,9% 48 75+1,8° 88+31%
Outubro 82+11%®A 12,0+2,7%4 74+31° 7,7+1,3"
Novembro 96+24" 10,8 + 4,6 79+14 10,9 + 2,7
Dezembro 9,5+3,0" 12,1+ 4,44 85+21 9,7+27
Janeiro 92+2,1" 10,2+ 1,54 8,0+1,7 6,4+1,2
Fevereiro 9,9+3,6" 11,0+1,7% 7.4+24 78+1,1
Marco 79+20%4 121+46%% 9,7+3,0% 82+23%
Abril 11,5+2,3% A8 148+23%A8 10,2 +1,2° 89+19"°
Maio 15,4 +3,4*B¢ 172 +57%*BC 10,4 +2,2° 9,5+23"°

Valores expressos em média + desvio padréo.



42

Figura 11: Média * erro padrdo dos periodos de laténcia do reflexo de retirada do membro pélvico (LRM)
em resposta a estimulo térmico aplicado na superficie plantar em segundos, obtidos em teste
plantar com teils (Salvator merianae) jovens e de sexo indefinido (n=6) mantidos em
condi¢bes ambientais controladas. Teste realizado ao longo do dia (0:00h, 6:00h, 12:00h e
18:00h), e ao longo do ano (Junho de 2015 a Maio de 2016). Letras mindsculas diferentes
demonstram diferenca estatistica dentro de um més, letras mailsculas diferentes demonstram
diferenca estatistica entre meses.

221
20
18 -
16 -
14 -
12 -

104

LRM (segundos)

JUN JUL AGO SET OUT NOV DEzZ JAN FEV MAR ABR MAI
Més

-©- 0h -B- 6h A~ 12h -¥ 18h

A analise estatistica dos valores de LRM demonstraram diferencas significativas
tanto na analise sazonal quanto na andlise diaria. Na andlise do padréo sazonal da LRM
no horario 0:00h, observou-se valores mais elevados no més de Agosto em comparagao
com todos 0s outros meses do ano exceto Maio, e em Maio em comparagdo com todos
0s outros meses do ano, exceto Agosto e Abril. De maneira semelhante, maiores valores
de LRM foram detectados as 6:00h de Agosto em comparacdo com todos 0s outros
meses exceto Abril e Maio, e no més de Maio em comparacdo com Julho e Outubro a
Margo. Nenhuma diferenga foi detectada ao longo do ano nos horarios 12:00h e 18:00h.

Com relacdo a analise diaria, foram detectados cinco padrbes de oscilacdo da
resposta nociceptiva nos diferentes meses do ano. Valores de LRM foram maiores as
6:00h em comparagdo com 0:00 e 12:00 em Junho e maiores que 12:00h e 18:00h em
Julho, Outubro e Abril. Nos meses de Agosto e Maio, a LRM foi maior as 0:00h e 6:00h
quando comparadas as 12:00h e 18:00h, enquanto que nos meses de Setembro e Margo
a LRM foi maior as 6:00h, comparada as 12:00h e 0:00h, respectivamente. No restante

dos meses, ndo foram detectadas diferencas estatisticas entre os horérios testados.



Os valores de LRM mensurados para as

representados na Tabela 7 e na Figura 12.

Tabela 7: Laténcia do reflexo de retirada do membro pélvico (LRM) em resposta a estimulo térmico
aplicado na superficie plantar (segundos), em teste plantar com iguanas-verdes (Iguana iguana)
jovens de sexo indefinido (n=6), mantidas em condi¢cGes ambientais controladas. Teste
realizado ao longo do dia (0:00h, 6:00h, 12:00h e 18:00h), e ao longo do ano (Junho de 2015 a
Maio de 2016). Letras minUsculas diferentes demonstram diferenca estatistica dentro de um
més, letras maiusculas diferentes demonstram diferenca estatistica entre meses.
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iguanas-verdes encontram-se

Més Horério
0:00h 6:00h 12:00h 18:00h
Junho 155+ 4,6°° 14,3 +4,278 15,7 +5,7° 13,5+ 4,6"°
Julho 15,3+ 6,078 15,5 + 6,68 13,2 +3,678 155+ 6,15
Agosto 235+39%C 25,1+0,1*¢ 21,0 +4,.2"¢ 222+39%C
Setembro 16,0 + 55”8 15,3 +5,178 14,3 +3,3°8 149+37°8
Outubro 16,6 +54° 14,2 + 4,378 15,4 + 3,9°5P 13,0+ 3,178
Novembro 13,1 +3,6°8 13,7 + 3,378 10,3 +2,5P 11,8 +3,2°8
Dezembro 12,4+ 3,078 13,0+ 2,578 11,8 3,478 12,7 +25%8
Janeiro 11,0+2,9% 11,2 +2,0° 93+1,3% 92+1,9%
Fevereiro 14,1 +3,778 12,5 +2,6%8 13,6 +3,678 155+ 3,65
Marco 11,3 +3,34 13,5+ 34"P 10,1+1,6% 13,4 +34"8
Abril 14,7 + 3,978 15,3 + 3,878 11,7+1,8°8 148+26°8
Maio 17,4+51%8 16,6 +4,8%8  133+46P"8 16,5+5,0°%8B

Valores expressos em média + desvio padréo.

Figura 12: Média + erro padrdo da laténcia do reflexo de retirada do membro pélvico (LRM) em resposta
a estimulo térmico aplicado na superficie plantar (segundos), em teste plantar com iguanas-
verdes (Iguana iguana) jovens e de sexo indefinido (n=6) mantidas em condi¢es ambientais
controladas. Teste realizado ao longo do dia (0:00h, 6:00h, 12:00h e 18:00h), e ao longo do ano
(Junho de 2015 a Maio de 2016). Letras mindsculas diferentes demonstram diferenca
estatistica dentro de um més e letras mailsculas entre meses.
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Os valores de LRM obtidos para as iguanas-verdes variaram tanto ao longo do
ano, quanto ao longo do dia. Todos os horarios do més de Agosto apresentaram maiores
valores de LRM que os outros meses do ano. A LRM foi maior a 0:00h durante os
meses de Outubro e Maio em comparagdo com Janeiro e Marco, e as 6:00h em
comparacdo com Janeiro. As 12:00h, Junho teve maior LRM que Novembro, Janeiro e
Marco, enquanto em Outubro foi maior que Janeiro e Margo. As 18:00h, a LRM foi
maior em Julho, Setembro, Fevereiro, Abril e Maio que Janeiro. Oscila¢Ges na atividade
nociceptiva ao longo do dia foram detectadas somente nos meses de Agosto e Maio, nos

quais os valores de LRM as 12:00h foram menores que 6:00h e 0:00h, respectivamente.

5.4 TEMPERATURA CORPORAL

Devido a alta correlacdo entre temperatura corporal e atividade metabdlica, um
dos fatores que poderia influenciar as varidveis estudadas neste trabalho consiste na
temperatura dos animais. Como os animais foram mantidos em um ambiente que
permite termorregulacdo durante a fotofase, com gradiente de temperatura entre a
temperatura ambiente (24 a 30°C) e a temperatura abaixo do foco de luz incandescente
(40 a 45°C), estes podem apresentar variagdes em temperatura corporal ao longo do dia
e do ano, e consequentemente em seu metabolismo. Por esse motivo, a temperatura dos
teills (Tabela 7; Figura 12) e das iguanas-verdes (Tabela 8; Figura 13) foi mensurada
imediatamente antes a realizacdo de todos testes comportamentais para verificar sua
influéncia sobre os resultados obtidos.

A temperatura subcutanea dos teils demonstrou grande variabilidade, tanto ao
longo do dia dentro de cada més, quanto em cada horario ao longo do ano. Menores
variacOes de temperatura ao longo do ano foram detectadas nos horarios de 0:00h e
6:00h. Somente nos meses de Marco e Abril de 2016 ndo foram encontradas diferencas

significativas nas temperaturas dos animais entre os diferentes horarios do dia.
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Tabela 7: Média * desvio padrdo das temperaturas subcutaneas (°C) de seis teils (Salvator merianae)
jovens e de sexo indefinido (n=6) mantidos em condi¢cBes ambientais controladas,
mensuradas ao longo do dia (0:00h, 6:00h, 12:00h e 18:00h), e ao longo do ano (Janeiro de
2015 a Maio de 2016). Letras minusculas diferentes demonstram diferenca estatistica dentro
de um més, letras maiUsculas diferentes demonstram diferenga estatistica entre meses.

Més Horario
0:00h 6:00h 12:00h 18:00h
Janeiro 27,9+0,4%"8  303:36"% 34,1+2,4%75C 298417 FEC
Fevereiro  28,0+0,5*"® 294134%"8 350+1,7>48 31,14+ 2,3%AFFC
Marco 28,1+08%"B  30,3:+3.2%A 354+1,7%4 32,51+ 2,7 AFFC
Abril 276+08%"8  268+0,6%8 34,643,348 34,1+2,0"8
Maio 276+0,7%"8  203+11%"8 341127 A8C 33,4 +2,4>AD
Junho 275+0,7%"8  290+0,8% "B 31,9+1,7%5F 30,5 + 1,6 " PEH
Julho 26,4+0,8%8 2821253 "B 32,0+2,1%6BE 30,4 + 2,0 PF
Agosto 273:03%"B  2841+29%"8  3434+1,9"ABC 340+2,0"4
Setembro  285+0,3%*"®  289+1,2%*"®  338+05""B¢  31,7+1,7"AFC
Outubro  29,4:0,8%"B  207+05%"8  342+14%78C 33611, PACH
Novembro 29,1+0,6%"® 202+11%"8  332+14"780  30,74+1,2%CPC
Dezembro  30,0:0,8*"  30,1+1,9%*% 34,3+0,7%ABC 3274170 AEFC
Janeiro 29,9+0,9%"8  200+0,7*"®  3341+0,9""8C  32,042,1"AFFC
Fevereiro  29,9+15%"”  289+16%"%  332+1,7°ABCD 317417 AFFC
Marco 290+04"®  285:04"P 294+0,9° 29,9+0,8C
Abril 28,2+0,5"8 29,5 2,4 "8 30,3+1,9%F 30,5+ 1,0 °P¢
Maio 273+1,0%"®  305+45"" 31,2+35"°F  31,0+1,8"ABFC

Figura 12: Média + erro padrdo das temperaturas subcutaneas (°C) de seis teils (Salvator merianae)
jovens e de sexo indefinido (n=6) mantidos em condi¢cBes ambientais controladas,
mensuradas ao longo do dia (0:00h, 6:00h, 12:00h e 18:00h), e ao longo do ano (Janeiro de
2015 a Maio de 2016). Diferencas estatisticas como na tabela 7.
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Tabela 8: Média + desvio padrdo das temperaturas subcutaneas (°C) de seis iguanas-verdes (Iguana iguana) jovens
e de sexo indefinido (n=6) mantidas em condi¢cdes ambientais controladas, mensuradas ao longo do
dia (0:00h, 6:00h, 12:00h e 18:00h), e ao longo do ano (Janeiro de 2015 a Maio de 2016). Letras
minusculas diferentes demonstram diferenca estatistica dentro de um més, letras maidsculas diferentes
demonstram diferenca estatistica entre meses.

Més

0:00h

Horario

6:00h

12:00h

18:00h

Janeiro
Fevereiro
Marco
Abril
Maio
Junho
Julho
Agosto
Setembro
Outubro
Novembro
Dezembro
Janeiro
Fevereiro
Marco
Abril
Maio

27,9[27,7,27,9] **¢
27,9 [27,5; 28,2] *A¢
26,4 [26,2; 26,7] * B°CE
27,3[27,1; 27,4] > AFFC
26,8 [26,5; 26,9] *BCPE
25,2 [25,0; 25,4] > E¢
25,5 [25,3; 25,7] *P°
25,1[25,1; 25,3] > ¢
26,9 [26,8; 27,0] *AFFC
27,3 [27,2; 27,5] » AFF¢
27,4 [27,3. 27,6] > AFF¢
27,6 [27,3; 27,71 **P
28,1[28,1; 28,2] *"®
27,6 [27,5; 27,6] AP
28,6 [28,5; 28,71 **
27,2 [27,0; 27,2] *AFFC
25,6 [25,4; 25,8] * ©PF

29,0 [28,8; 31,3] 8
28,5[27,6; 29,1] *~8
28,2 [26,7; 31,0] > "8
27,7 [26,9; 29,8] "8
29,0 [28,5; 29,7] * A8
27,5[27,3; 27,51 "8
28,0 [27,0; 29,1] A8
26,8 [26,3; 26,9] ** B
28,1[27,9; 28,3] "8
29,2 [28,6; 29,5] *~8
28,7 [28,4; 28,9] *#8
29,7 [28,9; 29,9] > "8
29,5 [29,0; 29,71 ®A
28,7 [28,5; 28,7] *"®
29,1 [28,6; 29,5] * "8
29,0 [28,5; 29,3] A8
29,0 [28,4; 29,6] A8

32,8[32,4;34,2]°
34,5[29,8;34,7]°
34,2[33,8;35,1]°
32,1[31,4;32,8] "
32,5[31,3;33,4]°
31,0[30,8;31,7]°
32,1[31,2; 33,8] "
32,3[30,7; 33,0]°
31,2[30,9; 31,6]
30,9[30,2; 31,7]°
32,0[31,8;32,2]°
32,8[32,2;33,2]"
32,6 [32,3;33,6] ¢
32,1[31,3;32,6]°
32,4[32,1;33,7]°¢
32,9[32,8;33,8] °
33,5[33,3;33,7]°

31,6 [31,1; 32,3] ® 4B
33,1[32,4;34,5] ™A
31,7 [30,4; 33,3] 48
30,8 [28,9; 32,6] "8
30,8 [29,0; 31,4] "8
29,2 [28,3; 30,0] ™ ®
30,3 [29,6; 30,6] * "8
28,8 [28,0; 29,71 B
29,7 [29,4; 30,2] =B
29,9 [29,8; 30,8] > ~&
30,7 [30,5; 31,2] > A8
30,3[29,9; 31,2] "8
31,0 [30,2; 31,3] ™8
30,3 [30,2; 30,3] A8
30,7 [30,3; 31,6] ™8
30,9 [30,5; 31,2] ™ A8
30,3 [30,0; 30,6] "8

Figura 13
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A temperatura das iguanas-verdes foi diferente tanto ao longo do ano, quanto ao
longo dos dias na comparagdo entre horarios. Na analise sazonal, detectou-se maior
variacdo a 0:00h, enquanto que na andlise diaria, a maior variagdo foi observada nos
meses de Setembro de 2015 e Janeiro, Marco e Abril de 2016, com menores

temperaturas as 0:00h e 6:00h.

5.5 VARIAVEIS DEPENDENTES VERSUS TEMPERATURA E PESO

Com o intuito de verificar se essas oscilacGes de temperatura ao longo do dia e
ao longo do ano, bem como o desenvolvimento dos animais poderiam influenciar nas
variaveis dependentes do presente estudo, um teste de correlagdo simples foi realizado.
Os resultados dos testes de correlacdo entre as varidveis dependentes dos teils e das
iguanas-verdes encontram-se na Tabela 9 e na Tabela 10, respectivamente.

Tabela 9: Coeficiente de correlacdo (r), coeficiente de determinagdo (r?) e p-valor obtidos no teste de
correlacdo simples entre a temperatura do subcutdneo ou peso de seis teils (Salvator
merianae) jovens e de sexo indefinido (n=6) mantidos em condi¢Ges ambientais controladas
em comparacéo com a laténcia de saida do circulo central (LSCC) e a atividade locomotora

espontanea em teste de campo aberto, e a laténcia do reflexo de retirada do membro em
resposta a estimulo nociceptivo em teste plantar.

Temperatura Peso
r2 p-valor R r2 p-valor
Campo LSCC - 0,407 0,166 6,0.10"  -0,283 0,080 0,000001
Aberto ALE 0,571 0,326  24.10%  -0,004 0,000  0,941317
Plantar LRM - 0,509 0,259 2,0.10% 0,109 0,012 0,066000

Teste Variavel

Os maiores indices de correlacdo encontrados para os teils consistiram nos
resultados obtidos para temperatura corporal versus laténcia de saida do circulo central e
atividade locomotora em teste de campo aberto, além da laténcia do reflexo de retirada
do membro, em teste plantar. Tanto em temperatura versus LSCC e em temperatura
versus LRM os indices de correlagdo foram negativos, enquanto que em temperatura
versus ALE, o indice foi positivo. Nos trés casos o p-valor foi inferior ao nivel de
significancia, indicando que ha uma correlacdo presente entre as varidveis. J& no caso
do teste de correlagdo entre as variaveis dependentes e 0 peso, somente peso versus

LSCC apresentaram um p-valor signifivativo e o indice de correlagéo foi negativo.
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Tabela 10: Coeficiente de correlacdo (r), coeficiente de determinacdo (r2) e p-valor obtidos no teste de
correlacdo simples entre a temperatura do subcutaneo ou peso de seis iguanas-verdes (Iguana
iguana) jovens e de sexo indefinido (n=6) mantidas em condi¢des ambientais controladas, em
comparacdo com a laténcia de saida do circulo central (LSCC) e a atividade locomotora
espontanea (ALE) em teste de campo aberto, a laténcia do reflexo de retirada do membro em
resposta a estimulo nociceptivo (LRM) em teste plantar e o tempo de atividade (TA) em teste
de natacdo forcada.

., Temperatura Peso
Teste Variavel
R r2 p-valor R r2 p-valor

Campo LSCC -0,224 0,050 0,000125 - 0,032 0,001 0,590103
Aberto ALE 0,329 0,108 1,06.10%  -0,072 0,005 0,223526
Plantar LRM -0,412 0,170 2,97.10%  -0,002 0,000 0,976000
Natagao TA 0,129 0,166 0028869  -0,311 0097  7,24.10°%
Forcada

De maneira semelhante ao que foi observado com os teils, de acordo com o p-
valor, houve correlacdo entre todas as variaveis dependentes avaliadas e a temperatura
corporal, sendo que as correlacBes entre temperatura e laténcia de saida do circulo
central, laténcia do reflexo de retirada e tempo de atividade foram negativas, e entre
temperatura e atividade locomotora espontanea foi positiva. No teste de correlagdo entre
as variaveis dependentes e 0 peso, somente o p-valor da correlagdo peso versus tempo
de atividade foi significativo, enquanto o indice foi negativo, demonstrando uma

correlacdo negativa fraca.

6. DISCUSSAO

A analise comportamental de teils e iguanas-verdes através dos testes de campo
aberto (atividade locomotora), natacdo forcada (atividade locomotora) e plantar
(atividade nociceptiva) demonstraram que esses animais podem apresentar respostas
diferentes aos testes nos diferentes horérios do dia e diferentes meses do ano. Oscila¢fes
ao longo do ano foram detectadas para os teius no teste plantar e para as iguanas nos
testes plantar e de natacdo forcada. Oscilages ao longo do dia foram detectadas em

todos os testes de ambas as espécies.

6.1 TESTE DE CAMPO ABERTO

A analise da atividade locomotora de teils e iguanas-verdes através do teste de
campo aberto demonstrou auséncia de oscilacOes estatisticas na LSCC e na ALE de

ambas as espécies na analise do perfil diario. Isso significa que os valores de ambas as
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variaveis as 0:00h ndo aumentaram nem diminuiram ao longo do ano, assim como as
6:00h, 12:00h e 18:00h. A auséncia de diferenca estatistica entre 0s meses
possivelmente esta correlacionada com a grande variabilidade de resultados detectada
entre individuos, principalmente referente a LSCC e visualizada de forma mais
frequente nas iguanas-verdes. Grande variabilidade em resposta comportamental
apresentada pelos animais era verificada entre individuos em um mesmo horario do dia
e no mesmo més do ano, sendo que alguns animais podiam permanecer no circulo
central e outros caminhavam durante toda a avaliagdo. Como consequéncia, intervalos
interquartis consideraveis foram observados em ambas varidveis, com variacfes
podendo atingir até 836 segundos (0:00h de Marco) em LSCC e 103 pontos (18:00h de
Julho) em ALE e um coeficiente de disperséo atingindo 0,99 (LSCC; 0:00h de Marco)
nos teius. De forma semelhante, variacdes de 739 segundos (6:00h de Julho) e 186
pontos (12:00h de Marco) e coeficiente de 1,00 (ALE; 0:00h de Julho) foram
observados nas iguanas-verdes.

Alta variacdo entre individuos também foi detectada por Chiszar e Carter (1975)
ao avaliarem o numero de dardejamentos de lingua e de travessias de quadrados em
arena de campo aberto em serpentes da espécie Thamnophis radix em ensaios de 10
minutos realizados por 10 dias consecutivos. Contudo, ao testarem a correlagdo entre os
resultados de cada dia de avaliacdo para cada um dos individuos, esses autores
verificaram que os animais demonstravam um padrdo individual de comportamento que
se mantinha constante ao longo dos dias. No presente estudo, um padrdo individual ndo
parece ter sido mantido, pois variagdes amplas dos mesmos individuos também foram
verificadas em diversas ocasides. Adicdo de objetos ao campo aberto em estudo piloto
(PRUT; BELZUNG; 2003) como galhos para escalar ou lampada incandescente como
foco de calor para basking ndo pareceram minimizar a variagcdo individual em
comportamento em estudo piloto com iguanas-verdes.

Mesmo com uma ampla variabilidade nos resultados individuais, diferengas
significativas foram detectadas no perfil diario, em diversos meses do ano. Em teius,
oscilacBes diarias em LSCC foram detectadas em Janeiro, Fevereiro e Setembro, com
menores laténcias as 12:00h, e em ALE em todos 0s meses exceto Janeiro, com maiores
atividades as 12:00h e/ou 18:00h. Em contrapartida, as iguanas apresentaram oscilagdes
em LSCC em Abril, Maio e Junho, com maiores laténcias as 0:00h, e em ALE em
Abril, Maio, Junho e Outubro, com maiores atividades as 18:00h e menores as 0:00h.
Esses resultados indicam que, mesmo a atividade locomotora em teste de campo aberto
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aparentemente ndo apresentando oscilacdes ao longo do ano, ao longo do dia o
comportamento dos animais € estatisticamente varidvel. Dessa maneira, estudos que
avaliam esse parametro comportamental em diferentes momentos do dia, devem exercer
cautela ao interpretar os dados obtidos.

OscilacGes na atividade locomotora ao longo do dia eram esperadas em ambas as
espécies, principalmente devido as oscilagbes diarias que esses animais tém em sua
temperatura em resposta a termorregulagdo comportamental (GOULART, 2007),
influenciando diretamente o metabolismo (BENNET; DAWSON, 1976) e o
comportamento (VAN SLUYS, 1992). De fato, os animais pareceram apresentar, de
maneira geral, menores valores de LSCC e maiores valores de ALE as 12:00h ou
18:00h, horérios nos quais os animais geralmente haviam realizado basking na lampada
incandescente para aquecimento do corpo. Contudo, a presenca ou ndo de correlacao
entre as variaveis estudadas e a temperatura corporal serdo mais bem discutidas
posteriormente (ver item 6.5). O que ndo era esperado era a manutencdo de uma
atividade fixa ao longo do dia em determinados meses do ano, principalmente na ALE
de iguanas, que pode estar correlacionada também com a maior variabilidade em
resultados obtidos.

Ampla variabilidade dentro de cada varidvel comportamental foi detectada, mas
também entre LSCC e ALE. Ao longo do experimento, detectou-se que muitos animais
apresentavam um comportamento explosivo de fuga inicial, seguido de baixa ou mesmo
ausente atividade locomotora ao longo do tempo de avaliacdo. Esse comportamento foi
anteriormente relatado por Herzog e Bugardt (1986), levando esses autores a afirmar
que a cronometragem do tempo de locomogao consiste em um parametro mais confiavel
para a avaliacdo da atividade dos animais, ao invés da laténcia de saida do centro da
arena. Apesar disso, a importancia dessa varidvel ndo deve ser negligenciada e as
variaveis que a influenciam devem ser determinadas, para que esse comportamento
possa ser interpretado adequadamente. Um fator com grande potencial de correlacdo
com o periodo de LSCC consiste no estresse durante a contengdo e transporte até o
centro da arena. Apesar de todos os animais utilizados no presente estudo serem
constantemente manipulados e acostumados ao manejo desde que transferidos para a
Instituicdo de origem, algum evento estressante durante a captura e transferéncia para a
arena, além da susceptibilidade individual a estresse, poderiam levar a uma resposta
inicial de fuga ao serem posicionados no centro da arena, culminando em um periodo

curto de LSCC, mas sem estimulo para deambulagéo na mesma.
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De forma geral, em pequenos roedores, o tempo de permanéncia na regiao
central da arena estd correlacionado com comportamento de estresse. Devido ao
comportamento gregario e a preferéncia por habitats pequenos e escuros que ratos e
camundongos apresentam, a transferéncia de um unico individuo para a area ampla e
bem iluminada do campo aberto desencadeia comportamento de ansiedade nesses
animais (agorafobia) (PRUT; BELZUNG, 2003). Esse fator, combinado com o
comportamento inato que esses animais tém de andar em contato com superficies
verticais (tigmotaxia) e com o intuito de evitar predadores (BARNETT, 1975), faz com
que tenham preferéncia por regides periféricas da arena (GOULD; DAO; KOVACSICS,
2009), permitindo com que a eficacia de farmacos ansioliticos possa ser testada sob
essas condigOes experimentais (HAZIM et al., 2014). Assim, quando utilizado para
analise de outras espécies, o teste de campo aberto pode ter diferentes aplicabilidades e
seu comportamento natural deve ser levado em consideracdo para a interpretacdo dos
resultados. Prut e Belzung (2003) sugerem que em espécies que habitam campos
abertos, a avaliagcdo por meio do teste de campo aberto ndo forneceria informacoes
sobre estresse e ansiedade, mas possivelmente sobre sua atividade exploratéria (PRUT;
BELZUNG, 2003).

O comportamento gregario ja foi descrito em diversas espécies de lagartos
(SHUTTLEWORTH, 2006), e ocorre em resposta a uma atracdo multua por
caracteristicas ambientais limitadas ou a outros individuos da mesma espécie
(GRAVES; DUVALL, 1995). Esse comportamento ja foi descrito tanto de forma
temporaria (WINCK; BLANCO; CECHIN, 2011), quanto de forma duradoura (BULL
et al., 2000; DUFFIELD; BULL, 2002), sendo o primeiro mais comum e o Ultimo tendo
sido visualizado em poucas espécies. Nos teils, comportamento gregario foi descrito
durante estudo de monitoracdo de 56 individuos da espécie, por 9 meses em uma
estacdo ecologica localizada no Rio Grande do Sul (WINCK; BLANCO; CECHIN,
2011), mas poucas informacdes estdo disponiveis sobre a frequéncia e complexidade
desses agrupamentos. Em iguanas-verdes, 0 comportamento gregario ja foi observado
em animais neonatos que emergem dos ovos, 0s quais formam grupos de ninhadas
mistas e migram em conjunto (BURGHARDT; GREENE; RAND, 1977), sendo esse
comportamento caracterizado como social e complexo, ndo transitorio e associado a
uma maior taxa de crescimento de animais jovens (BURGHARDT; RAND, 1985).

Além das diferencas comportamentais, divergéncias em habitat também podem
influenciar os resultados obtidos no teste de campo aberto. Amplamente distribuidos por
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toda a América do Sul, os teils sdo animais generalistas com relacdo a seu habitat,
podendo viver em campos abertos, florestas fechadas, fragmentos de florestas ou até
ambientes antropizados (AVILA-PIRES, 1995; SAZIMA; HADDAD; MORELLATO,
1992; WERNECK; COLLI, 2006). Ja as iguanas-verdes, com distribuicdo mais restrita
a regido tropical da America do Sul e habitos arboricolas, tém preferéncia por habitats
florestais que margeam corpos d"agua corrente (HUTCHINSON; LARIMER, 1960).
Caracteristicas gregarias de iguanas jovens combinadas com seu héabito arboricola e
preferéncia por regides florestais poderiam ser indicativos de maior susceptibilidade a
estresse por separacdo do grupo e introducdo na area aberta da arena do campo aberto,
podendo levar consequentemente a maiores variabilidades nos resultados. Enguanto
iss0, as caracteristicas terricola e generalista dos teuis podem fazer com que esses sejam
mais tolerantes ao estresse da arena, 0 que poderia expicar a maior variabilidade e
inconsisténcia observada com as iguanas. Contudo, essas inferéncias baseadas nos
comportamentos dos animais devem ser comprovadas através de estudos etoldgicos
futuros.

Existem muitas contradicdes entre pesquisadores sobre o significado da
atividade locomotora espontanea, mensurada pelo nimero de travessias realizadas pelos
animais nas subdivisdes da arena. Alguns exemplos de seu uso consistem na analise da
atividade locomotora basal da espécie ou linhagem (HERZOG; BURGHARDT, 1986;
KIM et al., 2007) e a avaliacdo de efeitos sedativos (CRAWLEY, 1981) e estimulantes
(BOERNGEN-LACERDA; SOUZA-FORMIGONI, 2000) de farmacos. Dentre esses, 0
uso do teste para obtencdo de informacdes sobre a atividade locomotora basal tornou-se
extremamente popular, principalmente na andlise de linhagens mutantes de
camundongos. Contudo, de acordo com Stanford (2007), deve-se ter muita cautela na
andlise do teste para esse intuito, principalmente devido & auséncia de padronizacdo de
protocolos entre laboratdrios e a influéncia da emotividade sobre o comportamento dos
animais na arena. A autora vai além e ainda indica que a melhor forma de avaliar a
atividade locomotora basal dos animais consiste na analise em suas préprias gaiolas de
manutencdo, de preferéncia durante sua fase de maior atividade didria. Em
contrapartida, Mill et al. (2002) verificaram que a atividade locomotora de
camundongos em campo aberto tem associagdo crescente com a atividade em gaiola de
manutencdo a partir de 3 minutos de avaliacdo, fornecendo portanto informacdes validas

sobre a atividade locomotora basal dos animais, ap6s um tempo de habituac&o.
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No presente estudo, uma fase de aclimatacdo a arena do campo aberto foi
realizada anteriormente ao inicio do experimento (30 minutos por 10 dias consecutivos),
com o intuito de promover habituacdo dos animais com as condi¢des experimentais e
permitir a avaliacdo da atividade locomotora ao longo dos momentos de interesse.
Contudo, ndo se pode afirmar que esse tempo de aclimatacdo aboliu completamente a
influéncia do estresse sobre a atividade locomotora dos animais, principalmente devido
a janela de intervalo entre um més de avaliagdo e o outro. Portanto, é possivel que o
padrdo de atividade dos animais no campo aberto se altere nos minutos iniciais, assim
como observado por Mill et al. (2002) e que essa habituacdo tenha diferentes perfis nos
diferentes horérios e meses do ano. Habituacéo durante o teste de campo aberto também
foi observada em serpentes da espécie T. radix quando o dardejamento de lingua dos
animais foi quantificado por cinco minutos, durante oito dias consecutivos (CHISZAR
et al., 1976). Nesse estudo foi detectado um decréscimo da variavel ao longo dos 5
minutos de avaliacdo, mas o perfil de decréscimo se manteve ao longo dos dias. Dessa
maneira, a avaliacdo de possiveis modificacdes dos diferentes comportamentos ao longo
do tempo também pode demonstrar informacgdes essenciais sobre 0 comportamento dos
animais.

E inquestionavel que grande parte da polémica sobre os diversos usos do teste de
campo aberto esteja correlacionada com o nimero de fatores que podem influenciar o
teste e levar a variabilidade de seus resultados. Esses fatores podem estar
correlacionados com os animais (idade, sexo, linhagem, manejo), com caracteristicas da
arena usada (tamanho, formato, coloracdo e textura), com a metodologia (exposi¢édo
anterior ao teste ou outros testes comportamentais, horario do dia), entre outros fatores
(GOULD; DAO; KOVACSICS, 2009). No presente estudo, 0os animais possuiam a
mesma origem, idade, sexo, linhagem e manejo, além de serem submetidos a uma
metodologia padronizada, com utilizagdo sempre da mesma arena, da mesma sala de
avaliacdo e dos mesmos métodos. Consequentemente, a influéncia de todas essas fontes
de variagdo foi minimizada. Contudo, trés fatores tém grande importancia para o
presente estudo e devem ser considerados: 0 comportamento de dominancia entre 0s
animais, 0 manejo alimentar anterior ao experimento e a idade dos animais.

O comportamento de dominancia é comum em certos individuos quando animais
sdo mantidos em grupos. O desenvolvimento de hierarquia leva a uma situagdo de
estresse social cronico, que pode desencadear mudangas comportamentais tanto nos

individuos subordinados, quanto nos individuos dominantes (SCHELLINCK; CYR,;
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BROWN, 2010). Em colénias de ratos com padrdes hierarquicos bem estabelecidos, foi
observado que os animais dominantes apresentaram maiores escores de deambulagéo
em teste de campo aberto, em compara¢do com os individuos subordinados (RAAB et
al., 1986). Apesar do comportamento dos individuos do presente estudo nao ter sido
investigado, sinais de comportamentos agonisticos e de dominancia entre os animais de
ambas as espécies foram observados no decorrer do ano de avaliacéo, e esse fator pode
ter influenciado a atividade em campo aberto.

O manejo alimentar consiste também em um parametro que pode influenciar a
atividade locomotora em teste de campo aberto. Ratos que foram expostos a restricdo
alimentar cronica por seis dias antes do inicio do teste de campo aberto apresentam
maior atividade locomotora em compara¢do com animais que tiveram restricdo hidrica e
que os animais controle (HEIDERSTADT et al., 2000). Serpentes da espécie T. radix
que receberam alimentacdo diariamente apresentaram maior declinio em sua atividade
locomotora ao longo do tempo de permanéncia na arena, em comparagao com animais
que foram alimentados uma ou nenhuma vez ao longo do experimento com duragéo de
10 dias (CHISZAR et al., 1976).

Apesar de a restricdo alimentar funcionar sabidamente como um fator
motivacional em pequenos roedores (HEIDERSTADT et al., 2000), em répteis a
resposta a diferentes regimes alimentares pode estar correlacionada com outros fatores,
como a reducdo da atividade para priorizar sua digestdo. Foi demonstrado que teils
abolem por dois dias suas oscilacbes metabdlicas didrias, mensuradas por taxa de
consumo de oxigénio, apés alimentacdo ad libitum com cerca de 14% de seu peso em
carne e que incrementos metabdlicos referentes a suas atividades diarias normais se
somam a atividade metabdlica digestiva somente a partir do terceiro dia (KLEIN et al.,
2006).

No presente estudo, os animais foram submetidos aos testes comportamentais
com jejum alimentar de 12 a 36 horas, tendo sempre sido alimentados 12 horas antes do
primeiro momento de avaliacdo de cada més. Como nédo foi possivel estabelecer um
tempo de jejum fixo para todos os horarios do més, é possivel que, com o decorrer do
experimento a cada més, 0s animais apresentassem um incremento na atividade
locomotora devido ao prolongamento do jejum. No caso dos teius, a quantidade
ingerida por cada animal ndo foi controlada ao longo do ano, devido a competicdo entre
individuos e ao apetite individual. Contudo, a quantidade maxima de alimento que um

animal poderia ingerir (caso nenhum outro animal no mesmo recinto se alimentasse)
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ndo ultrapassou 6,5% do peso dos animais e, portanto uma resposta tdo acentuada
quanto a supracitada ndo seria esperada nesses animais. Os efeitos do jejum e da
alimentacdo sobre a atividade locomotora dos teius e iguanas em teste de campo aberto
devem ser investigados.

O terceiro fator de grande importancia a ser considerado no presente estudo
consiste na idade dos animais. Como o presente estudo envolveu uma fase de 17 meses
de coleta de dados é possivel que alteracbes comportamentais decorrentes do
amadurecimento dos animais possam ter ocorrido. Contudo, as alteracdes observadas
ndo pareceram apresentar um padrdo progressivo que possa estar correlacionado com a
idade. Uma forma de avaliar se esse fator tem maior influéncia sobre o comportamento
dos animais que o fator sazonal consistiria na analise repetida dos mesmos individuos
por dois anos consecutivos para verificar se 0 comportamento se repete nos respectivos

meses (oscilacdo sazonal) ou se ele se altera em relagdo ao ano anterior.

6.2 TESTE DE NATAGCAO FORCADA

No presente testudo, os testes de campo aberto e de natacdo forcada foram
utilizados com 0 mesmo intuito de avaliar a atividade locomotora de iguanas-verdes ao
longo do dia e do ano. Contudo esses testes apresentam resultados divergentes entre si.
Enquanto no teste de campo aberto oscilagcdes sazonais ndo foram observadas, no teste
de natacdo forcada menores tempos de atividade foram detectados, principalmente as
0:00h e 18:00h de Janeiro em comparacdo com Setembro. Além disso, oscilacdes na
atividade diaria foram detectadas somente em quatro meses no teste de campo aberto,
mas foram detectadas em todos 0os meses no teste de natacdo forcada, com valores de
PA as 0:00h menores em comparacdo com 12:00h (todos os meses), 18:00h (8 meses) e
6:00h (6 meses).

A correlagdo entre a atividade locomotora mensurada em outros testes
comportamentais e os resultados do teste de natacdo forcada ja anteriormente
investigados. White et al. (2007) demonstraram que ratos altamente reativos quando
submetidos a anélise da atividade locomotora em arena de acrilico sem aclimatagédo
prévia, apresentaram alteracdo no padrdo comportamental de atividade no teste de
natacdo focada. Em contrapartida, Armario et al. (1991), ao estudarem a resposta
comportamental de ratos a diversos tipos de estressores, verificaram que ndo houve
relagdo entre a resposta locomotora em teste de tdbua de buraco (“holeboard”) e 0S

comportamentos observados em teste de natagédo forcada.
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E essencial ressaltar que em ambos os estudos, a analise do teste de natacéo
forcada foi realizada de forma quantitativa, como no presente estudo, mas também de
forma qualitativa, avaliando os diversos comportamentos que 0s animais apresentam
durante o ensaio. Esse incremento na avaliacdo foi proposto por Detke e Lucki (1995) e
permitiu a deteccdo do efeito dos farmacos antidepressivos inibidores da recaptacdo de
serotonina pela primeira vez pelo teste de natagcdo forcada, através da descrigdo e
quantificacdo dos comportamentos de escalada das paredes da piscina e de natacéo,
além do tempo de imobilizacdo. Portanto, essas caracteristicas podem ser essenciais
para deteccdo de possiveis correlaces entre 0s testes comportamentais aplicados.

Além das diferencas nos padrbes de oscilagdo entre os dois testes, diferenca
também foi detectada na variabilidade dos resultados entre os individuos, ou seja, na
repetitividade interindividual do teste. Essa variabilidade foi calculada em ambos 0s
testes através de coeficiente de dispersdo (ndo paramétrico) e de variacdo (paramétrico),
sendo que esses valores atingiram 0,9 para a LSCC, 1,0 para a ALE e 0,6 para a PA,
demonstrando menor repetitividade no teste de campo aberto. Essa informacgédo é de
grande relevancia, pois testes com menor repetitividade tém menor poder de predicdo e
consequentemente necessitam de um tamanho amostral maior (CASTAGNE et al.,
2011). Menores coeficientes de variagdo no teste de natacdo forcada podem ser
consequéncia de uma maior validade etologica que esse teste apresenta em comparagdo
ao teste de campo aberto, permitindo com que 0s animais expressem melhor seus
comportamentos naturais.

Apesar de apresentar menor variagdo que o teste de campo aberto, o teste de
natacdo forcada ainda apresenta variagdo interindividual, com diferencas amplas entre
mensuracdes basais podendo ocorrer entre diferentes laboratorios (BOGDANOVA et
al.,, 2013), ou até mesmo entre animais de uma mesma linhagem (PETIT-
DEMOULIERE; CHENU; BOURI, 2005). De forma similar ao teste de campo aberto,
essa variacdo pode ser consequéncia da influéncia de diversas varidveis, como idade,
sexo, manejo e manutencao dos animais, manejo alimentar, comportamento hierarquico,
entre outros (BOGDANOVA et al., 2013). Dentre os fatores de variagdo, destaca-se a
influéncia da temperatura da agua sobre o tempo de atividade dos animais.

De acordo com Slattery e Cryan (2012) ratos submetidos a temperaturas
elevadas (30°C) tendem a se tornar inativos e flutuar mais, enquanto que ratos
submetidos a temperaturas de 15 a 20°C tendem a se tornarem mais ativos. Em
contrapartida, Taltavull et al. (2003) demonstraram que ratos submetidos ao teste de
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natacdo em agua a 25°C desenvolveram hipotermia cerebral severa associado a reducao
significativa do tempo de mobilidade. Enquanto isso, animais que nadaram em
temperaturas de 37°C n&o apresentaram imobilidade. Apesar dos dados sobre a
influéncia da temperatura da agua sobre a atividade dos pequenos roedores ser
controversa, ndo ha davida que esse seja um fator importante, principalmente no caso de
animais ectotérmicos. No presente estudo, a temperatura da agua foi mantida ao longo
do dia e do ano a 25,4 =+ 1,9 °C, em proximidade com a recomendagéo para o teste em
roedores (23 a 25 °C; SLATTERY; CRYAN, 2012) e com a maioria dos estudos
realizados atualmente nessas espécies (23°C a 28°C; PETIT-DEMOULIERE; CHENU;
BOURI, 2005). Contudo, é questionavel que essa temperatura seja a ideal para animais
que dependem da temperatura ambiental para elevar sua temperatura corporal e
consequentemente seu metabolismo. Estudos com o intuito de determinar e temperatura
Otima para o desenvolvimento desse teste e seu impacto sobre o tempo de atividade em
iguanas-verdes devem ser realizados.

A andlise da PA pelo teste de natagdo forcada demonstrou maiores atividades ao
longo do ano no més de Setembro em comparacdo com Julho (18:00h) e Janeiro (0:00h
e 18:00h), indicando uma possivel influéncia do ciclo sazonal sobre o teste. Alteracdes
no teste de natagdo forcada em decorréncia de influéncia sazonal, foram descritas
anteriormente em ratos. Um estudo com ratos machos demostrou que esses animais
apresentam-se mais ativos no teste de natacdo forcada nos meses de verdo (Junho a
Setembro) em comparacdo com os meses de inverno (Dezembro a Mar¢o) (ABEL,
1995), enquanto que em outro estudo com fémeas, menores atividades foram detectadas
em Fevereiro e Maio em comparacdo com Agosto e Novembro (AKSOY et al., 2004).
No presente estudo, devido a auséncia de um perfil claro de oscilacdo ao longo do ano, a
influéncia de outros fatores de variagdo, como a temperatura corporal e o peso dos
animais, deve ser considerada.

Com relacdo ao ciclo diario, uma alteracdo clara ao longo do dia foi observada
em todos 0s meses, com menores tempos de atividade a 0:00h em comparagdo com
12:00h em todos os meses, com 18:00h em 8 meses e com 6:00h em 6 meses. Esse
perfil provavelmente estd correlacionado com a oscilacdo metabodlica diérias e de
temperatura corporal didria desses animais, sendo que as 6:00h e 12:00h os animais
apresentavam a possibilidade de basking para aquecimento corporal e as 18:00h, apesar
das luzes ja estarem apagadas, 0s animais ainda estavam em processo de perda do calor

obtido durante o dia.
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OscilacGes diarias no teste de natacdo forcada ja foram relatadas anteriormente
em pequenos roedores. De maneira semelhante ao observado com as iguanas-verdes,
camundongos mantidos em fotoperiodo de 14 horas apresentaram maiores atividades as
12:00h em comparagdo com 0:00h (DUBOCOVICH; MOGILNICKA; ARESO, 1990) e
ratos apresentaram menos comportamentos de fuga das 20:00h a 0:00h em comparacao
com 8:00 as 12:00h (KELLIHER et al., 2000). Devido ao fato dessas espécies serem
endotérmicas, é possivel afirmar que as oscilagdes podem estar correlacionadas com o
perfil diario de atividade metabdlica dos animais, jd& que grandes diferencas na
temperatura corporal ndo sdo encontradas em mamiferos. Independente das causas que
levam a essas alteraces, a presenca de oscilagdes com significancia estatistica ao longo
do dia e do ano deve ser levada em consideracdo para a interpretacdo de resultados em

estudos que utilizem esse teste.

6.3 TESTE PLANTAR

A anélise de possiveis alteracdes na resposta nociceptiva de teils e iguanas-
verdes também foi realizada ao longo do dia e ao longo do ano nesse estudo através do
uso do teste plantar. De forma geral, os teils apresentaram maiores valores de LRM a
0:00h e 6:00h nos meses de Agosto e Maio em compara¢do com 0s mesmos horarios do
restante dos meses, enquanto que as iguanas apresentaram variagdes multiplas em todos
os horarios do dia e em todos os meses do ano. As principais alteraces observadas nas
iguanas foram em todos os horarios dos meses de Agosto e Janeiro, que apresentaram
maiores e menores valores de LRM, respectivamente. As analises de LRM ao longo do
dia demonstraram auséncia de oscilacdes em resposta ao estimulo nociceptivo nos
meses de Novembro a Fevereiro para os teils e presenca de oscilagdes nos meses de
Agosto e Maio para as iguanas. Quando presentes, as oscilacdes em teils demonstraram
maiores periodos de laténcia as 6:00h que os outros horéarios do dia e, para as iguanas,
menores periodos de laténcia as 12:00h.

Dentre os testes, o teste plantar foi o que mais demonstrou um padrdo de
oscilacéo de atividade que sugere influéncia do ritmo enddgeno sobre 0 comportamento
dos animais, com maiores periodos de laténcia principalmente nos meses de Junho,
Agosto e Maio e menores periodos de laténcia principalmente em Janeiro e Margo. A
auséncia de oscilages diarias em teils nos meses de Novembro a Fevereiro também
sugerem maior responsividade dos animais mesmo em horarios nos quais as lampadas

encontravam-se apagadas. E possivel que esse teste seja menos sensivel a outras fontes
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de variacbes que os testes supracitados, e que por esse motivo reflita de forma mais
clara a influéncia do ritmo endogeno dos animais sobre os resultados.

Em anélise computacional retrospectiva dos resultados do teste de retirada de
cauda aplicado em 8034 camundongos, CHESLER et al. (2002) buscaram investigar
fontes de variacdo nos resultados decorrentes de flutuacdes naturais no ambiente
laboratorial. Dentre as fontes de variacdo detectadas, o efeito da estacdo e do horario do
dia foram consideradas a terceira e quinta caracteristicas mais importantes,
respectivamente. Ainda mais interessante foi o fato que, no mesmo estudo, os autores
detectaram que a fonte de variacdo de maior influéncia ao tempo de retirada da cauda
consistiu na identidade do pesquisador aplicando o teste, inesperadamente superando o
fator genotipo. A idade, o sexo e o nivel de experiéncia dos mesmos ndo correlacionou
com as diferencas observadas e 0s autores sugerem que essas podem estar
correlacionadas com a forma de manejo e manipulacdo dos animais que podem levar a
diferentes niveis de estresse.

No presente estudo, a execucdo dos testes e a avaliacdo dos resultados foram
realizados sempre pela mesma pessoa, para minimizar esse problema. Contudo, uma
excecao consistiu na execucdo do teste plantar dos teils e das iguanas-verdes durante o
més de Agosto, que foi realizada por dois individuos aos quais 0s animais ja estavam
habituados e que ja tinham familiaridade com o uso do aparelho de Hargreaves. Dessa
maneira, ndo se pode excluir que os resultados discrepantes encontrados no més de
Agosto estejam em algum grau correlacionados com essa alteracdo na metodologia,
principalmente no caso das iguanas-verdes que sd0 mais sensiveis ao estresse da
manipulag&o.

Em estudo piloto do teste plantar, foi possivel verificar que as iguanas
apresentavam um comportamento similar ao comportamento de imobilizacdo de
pequenos roedores, sendo que alguns individuos ndo apresentavam resposta de retirada
ao estimulo doloroso, mesmo ap0ds adaptacdo ao aparato. Esse comportamento parecia
ser em resposta a presenca do observador e, portanto nessa espécie a instituicdo de
paredes opacas para bloquear a visualizagdo do pesquisador durante a realizagdo do
estimulo doloroso foi realizada, minimizando esse problema. De fato, Fleming e
Robertson (2006) verificaram que iguanas-verdes submetidas a teste do limiar de
temperatura de resposta a um estimulo térmico aplicado na lateral da cauda
apresentaram menores valores de limiar (equivalente a menores tempos de LRM deste

estudo) quando o observador néo estava sob o campo de viséo do animal.
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6.4 TEMPERATURA CORPORAL

A mensuracdo da temperatura corporal dos teius e das iguanas foi realizada com
o0 intuito de verificar a influéncia dessa sobre as variaveis dependentes estudadas. Era
esperado que os animais fossem apresentar padrbes ciclicos diarios de oscilagdo em
temperatura, em consequéncia do acendimento das lampadas para realizagdo de basking
entre 6:00h e 18:00h; contudo, devido a sua manutencdo em ambiente controlado,
esperava-se que as variacdes ao longo do ano fossem minimas.

De maneira geral, os teils apresentaram oscila¢fes diarias na temperatura com
maiores valores obtidos as 12:00h em comparacdo com 0s outros horarios,
principalmente & 0:00h. Em muitos meses, as temperaturas as 6:00h e 18:00h se
mantiveram em nivel intermediario aquelas observadas a 0:00h e 12:00h, pois
correspondem a horarios de transicdo entre luz acesa e luz apagada. Esse padréo sazonal
era esperado, por refletir o comportamento termorregulatorio natural da espécie. De
acordo com Andrade et al. (2004b), animais dessa espécie emergem de suas tocas logo
apos o nascer do sol e se expbem a luz solar por 5 a 7 horas, buscando elevar sua
temperatura corporal a uma faixa de 36 a 37°C para realizacdo de suas atividades
diarias, e ao final da tarde sua temperatura comeca a decrescer ao estado original. Os
valores de temperatura atingidos as 12:00h no presente estudo sdo inferiores aqueles
relatados por Andrade et al. (2004b) contudo, apresentam concordancia com o que foi
verificado por Ribas (2005) apds mensuragdo constante da temperatura corporal de oito
animais mantidos em condicdes ambientais naturais na regido de Rio Claro, que
atingiram temperaturas maximas de 33,1 + 1,9 °C na fase ativa do ano.

Temperaturas inferiores foram observadas as 12:00h no presente estudo nos
meses de Junho e Julho de 2015 e Marco, Abril e Maio de 2016. De acordo com Ribas
(2005), a temperatura corporal maxima dos teils durante o dia comega e declinar em
Marco (inicio da estacdo de transicéo entre fase ativa e dorméncia) em comparagao com
a estacéo ativa e atinge os menores valores entre Maio e Julho (fase de dorméncia) nos
quais ela atinge equilibrio com o micro-habitat de suas tocas. Essa concordancia é mais
um indicio de que a regulacdo do comportamento de dorméncia dos animais tem um
fator endégeno importante. Entretanto, € importante ressaltar a diferenca discrepante
entre os valores de temperatura nos meses de Marc¢o de 2015 (35,4°C + 1,7) e de 2016
(29,4 £ 0,9), que pode ter ocorrido devido a diferenca em padrdes de atividade no dia

das mensuragdes dos animais, jA que durante a transicdo esses apresentam um
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incremento no numero de dias de inatividade (se mantém entocados e ndo realizam
basking). 1sso é corroborado pelo fato de que esses animais mantiveram a temperatura
constante ao longo do dia nos meses de Marco e Abril de 2016.

A analise da temperatura corporal das iguanas-verdes demonstrou que esses
animais apresentaram um padrdo de oscilacdo diaria muito similar aos teids, com
maiores temperaturas as 12:00h e menores a 0:00h ao longo de todo o ano. Em
contrapartida, a avaliagcdo sazonal demonstrou uma constancia maior na temperatura ao
longo do ano nos horarios 6:00h, 12:00h e 18:00h. Esse fato provavelmente esta
correlacionado com a auséncia de comportamento sazonal desses animais, que ndo
apresentam dorméncia. Apesar disso, foi possivel verificar uma maior oscilagdo da
temperatura a 0:00h, horério no qual os animais estdo mais propensos a mudangas em
sua temperatura corporal devido a flutuagdes na temperatura ambiental. Essa alteracédo
ndo foi observada nos teils, principalmente devido a capacidade que esses animais tém
de manter sua temperatura acima daquela do ambiente, como verificado na estacédo ativa
(cerca de 5°C acima) por Ribas (2005) e durante a estacdo reprodutiva (cerca de 10 °C
acima) por Tattersall et al. (2016).

Um fato que deve ser destacado consiste no método de mensuracdo da
temperatura dos animais, que no presente estudo foi realizada por leitura de microchip
implantado no subcutaneo. Dessa maneira as temperaturas obtidas ndo sao referentes a
mensuracdo da temperatura central, e uma investigacdo do grau de correlacdo entre a

temperatura fornecida pelo microchip e a central deve ser realizada.

6.5 VARIAVEIS DEPENDENTES VERSUS TEMPERATURA E PESO

Através dos testes de correlacdo, buscou-se investigar mais a fundo quanto a
temperatura corporal e o peso dos animais influenciam as variaveis dependentes do
presente estudo, auxiliando a compreenséo dos efeitos dos ciclos diarios e sazonal sobre
as mesmas.

Com relacdo aos teils, foi possivel verificar que a temperatura corporal
apresentou correlagdo moderada com todas as variaveis estudadas (LSCC, ALE e
LRM), enguanto que o peso somente teve correlacdo leve com LSSC. Portanto, foi
verificado que com a elevacdo da temperatura dos animais, esses tendem a sair do
centro da arena do campo aberto mais rapidamente, a andar mais por essa, além de
apresentar um tempo de retirada mais rapido em resposta a estimulo doloroso. Todas

essas alteracdes eram esperadas, devido ao aumento no metabolismo que acompanha o
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aumento da temperatura corporal. Apesar de ser uma correlacdo leve, foi verificado
também que animais menores tendem a ficar mais tempo no centro da arena do campo
aberto que os animais maiores.

No caso das iguanas, houve correlacdo entre temperatura corporal e as variaveis
estudadas, tendo sido moderada no caso da LRM, e leve nos casos da LSCC, ALE e PA;
enquanto que o peso influenciou de forma leve o PA. Dessa maneira, incrementos em
temperatura corporal em iguanas levaram a decréscimo do periodo de laténcia de saida
do centro da arena de campo aberto e na laténcia de retirada do membro em resposta a
estimulo doloroso e também a aumento em deambulacdo em arena de campo aberto e
em tempo de atividade em teste de natacdo forcada.

Nessa espécie, 0 peso influenciou somente de forma leve e inversa a variavel
PA, com iguanas mais pesadas permanecendo mais tempo imdvel em teste de natacdo
forcada. Resultados similares foram observados em um estudo investigando a influéncia
do enriquecimento ambiental e o isolamento sobre o comportamento e as variveis
neuroquimicas de ratos, no qual Brenes, Rodriguez e Fornaguera (2008) observaram
uma correlacdo positiva entre tempo de imobilidade e o peso dos animais de 0,57. Esses
autores relatam o uso da andlise de covariancia multivariada (MANCOVA) para
subtrair estatisticamente o efeito do peso corporal sobre 0 comportamento no teste de
natacdo forgada.

7. CONCLUSOES

Através do presente estudo é possivel concluir que teils e iguanas-verdes,
mesmo mantidos em ambiente controlado com temperatura da sala entre 24 a 30°C e
fotoperiodo de 12h, apresentam oscilacdes significativas em comportamento observado
em teste de campo aberto, teste de natacdo forcada (somente iguanas) e teste plantar.
Conclui-se também que as oscila¢fes parecem seguir padrdes diérios, que podem variar
nos diferentes meses, mas ndo um padrdo sazonais, com excecdo do teste plantar,
devendo ser influenciada por fatores multiplos ainda ndo compreendidos para as

espécies.
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