vo‘?]ara”( a- do-l%te LBoihrOps
0

a&? és de dosagehs horm analrsgﬁ ;
50 no_g;ef@das gonadas™ . e Y

-«p-*x

. - N
- P, i
- u-
» 7
[ . :
- " .
.
.

e
. &



SAMIRA EMANUELA MARIA VIEIRA

Determinacéo do ciclo reprodutivo da jararaca-do-Norte (Bothrops
atrox — Linnaeus, 1758) atraves de dosagens hormonais e analise
ultrassonografica das gdbnadas

VERSAO CORRIGIDA

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Pds-Graduacdo em Reproducdo Animal
da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da Universidade de S&o Paulo
para a obtencdo do titulo de Mestre em
Ciéncias.

Departamento:

Reproducdo Animal

Area de Concentragao:
Reprodugdo Animal

Orientagéo:

Prof. Dr. Ricardo José Garcia Pereira

Sao Paulo
2022



Autorizo a reproducéo parcial ou total desta obra, para fins académicos, desde que citada a fonte.

DADOS INTERNACIONAIS DE CATALOGAGCAO NA PUBLICACAO

(Biblioteca Virginie Buff D’Apice da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&o Paulo)

T. 4199 Vieira, Samira Emanuela Maria
FMVZ Determinacéo do ciclo reprodutivo da jararaca-do-Norte (Bothrops atrox - Linnaeus,
1758) através de dosagens hormonais e andlise ultrassonogréafica das génadas / Samira
Emanuela Maria Vieira. — 2022.
78 f. 1l

Dissertagéo (Mestrado) — Universidade de S&o Paulo. Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia. Departamento de Reprodugéo Animal, Sdo Paulo, 2022.

Programa de P6s-Graduagéo: Reprodugdo Animal.
Area de concentragdo: Reprodugdo Animal.
Orientador: Prof. Dr. Ricardo José Garcia Pereira.

1. Serpentes. 2. Ciclo Reprodutivo. 3. Hormonios. 4. Ultrassonografia. 5. Bothrops.
I. Titulo.

Ficha catalogréfica elaborada pela bibliotecaria Camila Molgara Gamba, CRB-8/7070, da FMVZ/USP.



(DADE Dy

,{.M Comissao de Etica no Uso de Animais

'S

i Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
Universidade de Sdo Paulo

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Determinacao do ciclo reprodutivo da jararaca do norte (Bothropsatrox - Linnaeus 1758)
através de dosagens hormonais e andliseultrassonografica das gonadas”, protocolada sob o CEUA n? 8814151019 (i 007964), Sob a
responsabilidade de Ricardo José Garcia Pereira e equipe; Samira Emanuela Maria Vieira - que envolve a produgdo, manutencéo
e/ou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou
ensino - estd de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009,
bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagao Animal (CONCEA), e foi aprovada pela
Comissao de Ftica no Uso de Animais da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sio Paulo
(CEUA/FMVZ) na reunido de 17/06/2020.

We certify that the proposal "Reproductive Cycle of the Fer-de-lance (Bothrops atrox - Linneaus 1758) by hormonal assays and
ultrasound images of the gonads", utilizing 6 Reptiles (6 females), protocol number CEUA 8814151019 (o 007964), under the
responsibility of Ricardo José Garcia Pereira and team; Samira Emanuela Maria Vieira - which involves the production,
maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific
research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with
the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic
Committee on Animal Use of the School of Veterinary Medicine and Animal Science (University of Sdo Paulo) (CEUA/FMVZ) in the
meeting of 06/17/2020.

Finalidade da Proposta: Pesquisa

Vigéncia da Proposta: de 11/2019 a 10/2021 Area: Reproducao de Aves

Origem: Instituto Butantan

Espécie: Répteis sexo: Fémeas idade: 3a5anos N: 6
Linhagem: Bothrops atrox Peso: 350a800¢g

Local do experimento: Coletas de sangue e analises ultrassonograficas: Laboratério de Herpetologia do Instituto Butantan. Anélises
hormonais: Departamento de Reprodu¢ao Animal (VRA) da FMVZ/USP.

Sao Paulo, 11 de maio de 2022

Z Corlfitafl-do

Prof. Dr. Marcelo Bahia Labruna Camilla Mota Mendes
Coordenador da Comissao de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenadora da Comissao de Etica no Uso de Animais
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade
de Sao Paulo de Sao Paulo

Av. Prof. Dr. Orlando Marques de Paiva, 87, Cidade Universitéria: Armando de Salles Oliveira CEP 05508-270 Sao Paulo/SP - Brasil - tel: 55 (11) 3091-7676
Horario de atendimento: 22 a 52 das 7h30 as 16h : e-mail: cevavet@usp.br
CEUA N 8814151019



INUS'ITI"%TO Comissdo de Etica no
BUTANTAN Uso de Animais

A servi¢o da vida

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Manutengao de serpentes em cativeiro no Laboratdrio de Herpetologia", protocolada sob o
CEUA n2 7967310720 (0 002143), Sob a responsabilidade de Kathleen Fernandes Grego e equipe; Savio Stefanini SantAnna; Jarbas
Prado Vidueiros; Patricia Cilene Marchioretto; Giovanni Perez; Lucas de Carvalho Francisco Alves; Fabiola Rodrigues; Daniel
Rodrigues Stuginski - que envolve a produgao, manutengao e/ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - estéd de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de
outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais da Instituto Butantan
(CEUAIB) na reuniao de 27/08/2020.

We certify that the proposal "Maintenance of snake in captivity at the Laboratory of Herpetology", utilizing 1200 Reptiles (males
and females), protocol number CEUA 7967310720 (b 002143), under the responsibility of Kathleen Fernandes Grego and team;
Savio Stefanini SantAnna; Jarbas Prado Vidueiros; Patricia Cilene Marchioretto; Giovanni Perez; Lucas de Carvalho Francisco Alves;
Fabiola Rodrigues; Daniel Rodrigues Stuginski - which involves the production, maintenance and/or use of animals belonging to
the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or teaching - is in accordance
with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council for
Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Butantan Institute
(CEUAIB) in the meeting of 08/27/2020.

Finalidade da Proposta: Manutencao

Vigéncia da Proposta: de 09/2020 a 09/2025 Area: Herpetologia

Origem: Nao se aplica

Espécie: Répteis sexo: Machos e Fémeas idade: 5a 6 anos N: 3
Linhagem: Lachesis muta Peso: 1500 a 5000 g

Origem: Nao se aplica

Espécie: Répteis sexo: Machos e Fémeas idade: 1a 120 meses N: 103
Linhagem: Bothrops jararaca Peso: 20a1000g

Origem: Nao se aplica

Espécie: Répteis sexo: Machos e Fémeas idade: 1a 120 anos N: 60
Linhagem: Bothrops jararacussu Peso: 30a3000¢g

Origem: N&o se aplica

Espécie: Répteis sexo: Machos e Fémeas idade: 1a 96 meses N: 62
Linhagem: Micrurus corallinus Peso: 8a300g

Origem: Nao se aplica

Espécie: Répteis sexo: Machos e Fémeas idade: 1 a 96 meses N: 8
Linhagem: Micrurus frontalis Peso: 8a300g

Origem: Néo se aplica

Espécie: Répteis sexo: Machos e Fémeas idade: 1a 120 meses N: 60
Linhagem: Bothrops alternatus Peso: 30a 12009

Origem: Nao se aplica

Espécie: Répteis sexo: Machos e Fémeas idade: 1 a 120 meses N: 72
Linhagem: Bothrops moojeni Peso: 8a1l000g

Origem: N&o se aplica

Espécie: Répteis sexo: Machos e Fémeas idade: 1 a 180 meses N: 50
Linhagem: Crotalus durissus collilineatus Peso: 1a3000g

Origem: N&o se aplica

Av. Vital Brasil, 1500 - Butantd 05503-900 S&o Paulo, SP - tel: 55(11) 3723-2132 - ramal 2132
Horério de atendimento: 2 2 a 6 2 das 09h as 11h e das 14h as 15h : e-mail: ceuaib@butantan.gov.br
CEUA N 7967310720



INSTITUTO
BUTANTAN

A servi¢o da vida

Comissdo de Etica no
Uso de Animais

Espécie: Répteis sexo: Machos e Fémeas idade: 1a 180 meses 65
Linhagem: Crotalus durissus terrificus Peso: 30a3000g

Origem: Ndo se aplica

Espécie:  Répteis sexo: Machos e Fémeas idade: 1a 180 meses 15
Linhagem: Crotalus durissus cascavela Peso: 20a1l50¢g

Origem: N&o se aplica

Espécie: Répteis sexo: Machos e Fémeas idade: 1 a 120 meses 53
Linhagem: Bothrops atrox Peso: 50a1500¢g

Origem: N&o se aplica

Espécie: Répteis sexo: Machos e Fémeas idade: 1 a 120 meses 33
Linhagem: Bothrops leucurus Peso: 600 a 12009

Origem: Nao se aplica

Espécie: Répteis sexo: Machos e Fémeas idade: 1 a 120 meses 50
Linhagem: Bothrops neuwiedi Peso: 8a1000g

Origem: Nao se aplica

Espécie: Répteis sexo: Machos e Fémeas idade: 1a 120 meses 35
Linhagem: Bothrops matogrossensis Peso: 62a800g

Origem: N&o se aplica

Espécie: Répteis sexo: Machos e Fémeas idade: 1a 120 meses 45
Linhagem: Bothrops leucurus Peso: 8a1500g

Origem: N&o se aplica

Espécie: Répteis sexo: Machos e Fémeas idade: 1 a 120 meses 7
Linhagem: Bothrops insularis Peso: 6a800g

Origem: Nao se aplica

Espécie: Répteis sexo: Machos e Fémeas idade: 1 a 120 meses 2
Linhagem: Bothrops cotiara Peso: 6a1000g

Origem: Ndo se aplica

Espécie: Répteis sexo: Machos e Fémeas idade: 1 a 120 meses 12
Linhagem: Bothrops fonsecai Peso: 8a1000g

Origem: N&o se aplica

Espécie: Répteis sexo: Machos e Fémeas idade: 1a 120 meses 21
Linhagem: Bothrops erythromelas Peso: 6a300g

Origem: N&o se aplica

Espécie: Répteis sexo: Machos e Fémeas idade: 1a 120 meses 30
Linhagem: Bothrops paoloensis Peso: 6a600g

Origem: Nao se aplica

Espécie: Répteis sexo: Machos e Fémeas idade: 1a 120 meses 26
Linhagem: Boa constrictor Peso: 30a5000g

Origem: Nao se aplica

Espécie: Répteis sexo: Machos e Fémeas idade: 1a 120 meses 205
Linhagem: Pantherophis gutttatus Peso: 8a800g

Origem: Recepcao LECZ

Espécie: Répteis sexo: Machos e Fémeas idade: 1a 120 meses 183
Linhagem: Varias espécies de serpentes Peso: 8a2000g

Local do experimento: Laboratério de Herpetologia

Av. Vital Brasil, 1500 - Butanta 05503-900 S&o Paulo, SP - tel: 55(11) 3723-2132 - ramal 2132
Horério de atendimento: 2 2 a 6 2 das 09h as 11h e das 14h as 15h : e-mail: ceuaib@butantan.gov.br
CEUA N 7967310720



INSTITUTO  Comissdo de Etica no

BUTANTAN

A servi¢o da vida

Qs ot s e (e

Maria Leonor Sarno de Oliveira
Coordenador da Comissdo de Etica no Uso de Animais
Instituto Butantan

Uso de Animais

Sao Paulo, 20 de junho de 2022

Nancy Oguiura
Vice-Coordenadora da Comissao de Etica no Uso de Animais
Instituto Butantan

Av. Vital Brasil, 1500 - Butantd 05503-900 Sao Paulo, SP - tel: 55(11) 3723-2132 - ramal 2132
Horério de atendimento: 2 2 a 6 2 das 09h as 11h e das 14h as 15h : e-mail: ceuaib@butantan.gov.br
CEUA N 7967310720



FOLHA DE AVALIACAO

Autor: VIEIRA, Samira Emanuela Maria

Titulo: Determinacéo do ciclo reprodutivo da jararaca-do-Norte (Bothrops atrox —
Linnaeus, 1758) através de dosagens hormonais e analise ultrassonogréafica das
gbnadas.

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Pds-Graduagdo em Reproducdo Animal
da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da Universidade de S&do Paulo
para a obtencdo do titulo de Mestre em
Ciéncias.

Data: / /

Banca Examinadora
Prof. Dr.
Instituicdo: Julgamento:
Prof. Dr.
Instituicdo: Julgamento:
Prof. Dr.

Instituicdo: Julgamento:




DEDICATORIA

A minha mae, d. Carmelia, por todo amor, paciéncia, suporte e dedicacio para que
eu chegasse até aqui, ainda que meu caminho fosse mais longo, e maiores 0s
obstaculos a vencer. Obrigada por me ensinar a determinacao, retiddo e a fé em
Deus necessarias para essa caminhada. Com seu apoio, ndo ha falta de recursos nem

de salde que me impeca de seguir.

Ao Rogério, amor da minha infancia e da minha vida. Vocé da toda a leveza e
suavidade pra que eu encare quaisquer desafios da vida. Obrigada pela paciéncia,
pelo abraco apertado na hora do cansaco, e por se alegrar com minhas alegrias.

As minhas tias Graca, Socorro e L(cia, por serem meu porto seguro bem presente, e
por também serem a base da formacao do meu carater. As minhas primas Cybéria,

Lahyna e Renatta por deixarem minha vida mais colorida.

Aos meus irmaos Clistenes, Anténio, Angela, Neuma, Zaira e Soraia, por me amarem

e me tornarem um ser completo.

As minhas amigas Emiliana Amaral, Carolina “Bilhées”, Débora Valle, Viviane
Silva, Fernanda Costa, Gabriela Bertin, Gisele e Gislene Azevedo. Vocés séo luz na
minha vida. Tudo o que tenho de melhor é formado por um pedacinho de cada uma

de vocés.

A minha v Lourdes e meu tio Zé Luiz, in memorian.

Aos meus professores e mestres que inspiraram minha vida, em especial dr. Luiz
Afonso V. Figueiredo e dr. José Luiz Laporta, que me plantaram no coracdo o sonho

de trabalhar com pesquisa cientifica.

A todos os jovens (ou nem tanto, como eu) moradores de periferia, que véem o
ingresso nesta tdo admirada Universidade como um sonho distante, muitas vezes

inalcancgavel, como um dia eu vi. Nada é impossivel, e nunca é tarde.



10

AGRADECIMENTOS

A minha diretora, dra. Kathleen Fernandes Grego, por toda a generosidade desde o
primeiro dia em que me recebeu no Laboratério de Herpetologia. Por me treinar além das
minhas atribuicdes, em dar oportunidades e incentivar meu desenvolvimento profissional e
pessoal. Vocé é referéncia de mulher na Ciéncia e Ser Humano. Obrigada por enxergar, em
meio ao meu tratamento oncoldgico, um momento tdo dificil em minha vida, que seria o
melhor momento para realizar esse sonho de ingressar no mestrado. Além de tudo, viabilizou
0 caminho e coorientou este trabalho.

Ao meu orientador, prof. Dr. Ricardo José Garcia Pereira, por toda a disposi¢do em
abracar o campo da Herpetologia, contribuindo com sua expertise para gue as serpentes um
dia alcancem o status de animais de producdo que merecem ser. Obrigada pela gentileza e
paciéncia em me receber como aluna, por ensinar as bases fundamentais da Reproducéo
Animal, e a partir delas mostrar tantas possibilidades de experimentacdo com o uso de
Biotecnologia. Que esta seja uma longa e produtiva parceria entre nossos laboratérios.

Ao Dr. Savio Stefaninni Sant’Anna, por tanta ajuda nos momentos de dificuldade com as
analises estatisticas dos resultados, por compartilhar sua experiéncia académica gue norteou
minhas decisdes neste trabalho em véarios momentos, pela bela imagem desta capa, e por ser
sempre um grande amigo, parceiro e orientador no dia a dia do trabalho, no Laboratorio de
Herpetologia.

A amiga, companheira Dra. Luciana Carla Rameh de Albuquerque Zanotti, que quando
desejei continuar a vida académica, apos um periodo de estagnacéo, me disse: “Se tu quiser
ir trabalhar na Herpetologia, pode ir procurar a Kathleen em meu nome”. Nesta vida, muitas
vezes precisamos de um amigo que nos aponte um caminho!

Aos companheiros do biotério de serpentes do Laborat6rio de Herpetologia Fabiola, Lucas,
Aninha, Jarbas, e nossa aluna especialista Caroline Tié por me substituirem trato diario
com as serpentes e nas viagens a Juquitiba-SP, durante meu longo periodo de afastamento
medico destas atividades, e principalmente nesta reta final do mestrado. Ao amigo Dr. Daniel
Stuginski por ser nossa inspiragdo académica do laboratorio. Aos essenciais D. LUcia,
Toninho, Fabiano, Sr. Severo, Adilson, Diogo, Grazy, Zefinha e d. Eliana, pelo trabalho
em preparar todo nosso material disponivel para a realizacdo das nossas atividades diérias.
As amigas e parceiras Dra. Anita Azevedo, Dra. Karen Zani e Dra. Marisa Rocha por
toda a troca profissional e pessoal enriquecedora. E por fim a todos os colegas que tornam a
Herpetologia um lugar incrivel para se trabalhar.

Ao amigo Ms. Rafael Amorim de Castro pela amizade, troca de experiéncia, por me
mostrar pontos de vista que trouxeram serenidade em meio a desafios. Sem vocé, nédo
conseguiria supera-los.

Em especial aos amigos e colegas do Instituto Butantan Gianfranco Marino, Juliana
Medeiros, Giovanni Perez, Cibele Barbarini e Vanessa Ritschel, cada um de um modo
muito especial, me ddo suporte profissional, emocional e amizade diariamente. Ndo ha
palavras suficientes para expressar a relevancia de vocés no meu dia-a-dia.

Aos meus colegas do Grupo de Estudos para Multiplicagcdo de Aves (GEMA), Marcel
Blanck e Gabriel Novaes, pela parceria, pelo auxilio técnico, pelas andlises estatisticas e
apoio nas interpretacdes dos resultados, inclusive em fora de horario comercial (rsrs). Grata
pela amizade. Me orgulho muito de vocés.



11

A dra. Selma Maria Almeida-Santos do Laborat6rio Especial de Ecologia e Evolugéo do
Instituto Butantan, pelo auxilio em fornecer prontamente a literatura essencial para este
trabalho, desde a introducdo até a discussdo dos resultados.

A profa. Dra. Airlane Alencar e os alunos Karine, Yugo e HeiYin do Centro de Estatistica
Aplicada do IME-USP, pela consultoria estatistica para este estudo.



12

“QOuem quer vencer um obstdiculo deve
armar-se da forca do ledo e da prudéncia da
serpente”’

- Pindaro (517-437 a.C.)



13

RESUMO

VIEIRA, S.E.M. Determinacéo do ciclo reprodutivo da jararaca do norte (Bothrops

atrox - Linnaeus 1758) através de dosagens hormonais e analise ultrassonografica
das gbnadas. 2022. 78f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sdo Paulo, Séo Paulo, 2022.

A jararaca-da-Amazonia (Bothrops atrox, Linnaeus 1758) € uma serpente
peconhenta, de importancia em salde, encontrada por toda a regido da Amazonia. Além
de ser a serpente mais envolvida em acidentes ofidicos na regido, sua importancia consiste
na promocao do avango em pesquisas farmacoldgicas obtidas a partir de sua peconha. No
passado, o Instituto Butantan recebia as serpentes atraves dos colaboradores rurais, porém
com a diminui¢do das &reas naturais e a matanca indiscriminada desses animais, a
recepgdo das serpentes tem diminuido significativamente nas ultimas décadas. Portanto,
é importante o instituto tornar-se independente no que se refere a manutencgéo do plantel
de serpentes em numero adequado, para atender ndo s6 as demandas de pesquisas
farmacoldgicas e producédo de venenos, como também por questdes conservacionistas. A
fim de aprimorar as técnicas de reproducao das serpentes no cativeiro, foi proposto um
estudo com 6 jararacas-da-Amazénia fémeas, cujo objetivo € determinar os niveis dos
hormonios progesterona (P4) e estradiol (E2) dessas serpentes ao longo das esta¢des do
ano e associar esses valores ao ciclo ovariano monitorado por ultrassonografia. As
serpentes foram examinadas periodicamente com o0 wuso de equipamento
ultrassonografico, com o qual foram contabilizados os foliculos ovarianos, ovos e
embrides no oviduto. No mesmo dia das analises ultrassonograficas, foram coletadas
amostras sanguineas para dosagem das concentracdes de progesterona e estradiol. Os
foliculos ovarianos foram classificados como E-1 e E-1l (ndo vitelogénicos), E-Ill e E-
IV (vitelogénicos), conforme o estagio de vitelogénese em que se encontravam. Nos
meses correspondentes ao outono e inverno, as fémeas participaram de pareamentos
reprodutivos. Na maioria das imagens ultrassonogréaficas, as fémeas apresentaram varios
estagios foliculares simultaneamente. O nimero de foliculos ovarianos em cada estagio,
e as estruturas no oviduto, foram relacionados com as respectivas concentragdes de E> e
Ps. A comparagdo de medias apontou tendéncia de efeito do estradiol na presencga de
foliculos vitelogénicos (E-Ill e E-1V), ovos e embrides no oviduto, o que reforca a

influéncia deste hormonio sobre a vitelogénese. Apontou também efeito significativo da
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progesterona na presenca de ovos e embrides no oviduto, confirmando o papel deste
hormbnio no sustento da gestacdo das serpentes. A comparacdo das médias de
concentragcdes hormonais ao longo das esta¢des do ano apontaram efeito significativo do
inverno sobre o estradiol, e da primavera sobre a progesterona. Em concordancia com
estes efeitos, as analises descritivas dos ciclos das serpentes gestantes, apontaram maior
namero de foliculos vitelogénicos E-I11 e E-1V durante o inverno, e gestacdes ocorrendo
predominantemente na primavera. O uso de imagens ultrassonogréficas associadas as
dosagens sanguineas hormonais, como metodologia minimamente invasiva, mostrou ser
uma relevante técnica que pode ser aplicada em estudos reprodutivos em serpentes in
vivo. Ainda h& muito a ser investigado na biologia reprodutiva da jararaca-da-Amaz6nia
assim como em todo o género Bothrops, para que estas espécies, com alto valor
farmacoldgico, alcancem o dominio reprodutivo, associando utilizacdo de técnicas de
biotecnologia, como colheita de sémen, inducdo hormonal e inseminacéo artificial, que

ja sdo aplicadas nos demais animais de produg&o.

Palavras-chave: Serpentes. Ciclo Reprodutivo. Hormonios. Ultrassonografia. Bothrops.
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ABSTRACT

VIEIRA, S.E.M. Reproductive Cycle of the Fer-de-lance (Bothrops atrox - Linneaus
1758) by hormonal assays and ultrasound images of the gonads. 2022. 78f.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2022.

The Fer-de-lance pit viper (Bothrops atrox, Linnaeus 1758) is a venomous snake of health
importance found throughout the Amazon region. Besides being the venomous snake
most involved in shakebites in the region, its venom promotes advances in
pharmacological researches. In the past, Butantan Institute received snakes by rural
collaborators, but with the reduction of natural areas and the indiscriminate killing of
these animals, the reception of snakes has significantly decreased in recent decades.
Therefore, it is important that the institute becomes independent when it comes to
maintaining shakes in adequate numbers, not only to meet pharmacological research
demands and antiserum venom production, but also for conservation reasons. In order to
improve snake reproduction techniques in captivity, a study was proposed with 6 female
Amazon pit vipers, with the objective of determining the levels of progesterone (P4) and
estradiol (E2) hormones throughout the year, and to associate these values with the
ovarian cycle monitored by ultrasound. The snakes were periodically examined using
ultrasound equipment, with which the ovarian follicles, eggs and embryos in the oviducts
were counted. Right after the ultrasound exam, blood samples were collected to measure
serum concentrations of progesterone and estradiol. Ovarian follicles were classified as
E- and E-Il (non-vitellogenic), E-IlIl and E-IV (vitellogenic), according to the
vitellogenesis stage in which they were found. It was common to visualize several
follicular stages at the same moment. In autumn and winter seasons, females were paired
for breeding events. The number of ovarian follicles at each stage, and the presence of
ova in the oviduct, were related to the concentrations of E2 and P4, respectively. Results
showed a trend of estradiol effect in the presence of vitellogenic follicles (E-11l and E-
IV), eggs and embryos in the oviducts, which reinforces the influence of this hormone on
vitellogenesis. Besides, our results pointed out a significant effect of progesterone levels
in the presence of eggs and embryos in the oviducts, confirming the role of this hormone
in sustaining snakes' pregnancy. The results of hormone concentration throughout the
seasons showed a significant effect of winter on estradiol levels, and of spring on

progesterone levels. In agreement with these results, the descriptive analyzes of pregnant
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snakes’ cycles indicated a greater number of E-I11 and E-IV vitellogenic follicles during
winter, and pregnancies occurring predominantly in spring. The use of ultrasound images
associated with blood hormone levels, proved to be a relevant technique that can be easily
applied in reproductive studies. There is still much to be investigated about the
reproductive biology of the entire Bothrops genus. To reach the reproductive domain of
this species with high pharmacological value, we must use biotechnology techniques,
such as semen collection, hormonal induction and artificial insemination, already applied

to other production animals, to optimize captive breeding.

Keywords: Snakes. Reproductive Cycle. Hormones. Ultrasonography. Bothrops.



17

LISTA DE FIGURAS

Figural- Serpentario semi-intensivo em uso até inicio da década de 1960 (A).

Atualmente € atragdo tUriSLICA (B) ....voviveieieiiieiese e 24
Figura 2 - Sala de manejo € extraGao de VENENO. ......cccecveveerieiieiieeiiesee e esee e e ene e 25
Figura 3 - Aparelho reprodutor feminino de jararaca (B. jararaca).............ccccceevvennne. 30

Figura4 - Diferentes estdgios foliculares e influéncia hormonal (estrégeno e
progesterona) nos foliculos ovarianos de cascaveéis e Jararacas. ..........c.cceeververveerreernenes 31

Figura 5: Fémea de jararaca-da-Amazodnia mantida em caixa plastica, forrada com
papeldo corrugado € 4gua & diSPOSIGAD. .......c.evververierieieieeteeeeeee et sa e, 38

Figura 6: Machos e fémea reunidos para COPUIA ............cccveirireeneneineee e 39

Figura 7: (A) Swab vaginal e (B) presenca de espermatozoides na observacdo ao
MICrOSCOPIO OLICO (A0X) ...uevieeieieeieite ettt sttt bbbttt e 39

Figura 8: Exame ultrassonografico e puncdo da veia COCCIgea.........ccevvereerveieeiirernenne. 41

Figura 9: Exemplos de imagens de estagios foliculares, ovos e embrides observados nas
analises UltrassONOQIATICAS .......cccueiviiiieiieie e 43

Figura 10: Fémea Bax05 10g0 apiS 0 PArt0.......ccccvevieiiiiieiieeie e 44

Figura 11: Juncdo comparativa dos graficos individuais de cada serpente, com suas
respectivas oscilagdes hormonais, estagios hormonais e gestacdo durante o periodo do
L2 L0 (o TSP 48



18

LISTA DE TABELAS

Tabelal- Relacdo das fémeas de jararaca-do-Norte (Bothrops atrox) utilizadas no
estudo, com seus respectivos dados biométricos, data de nascimento e procedéncia.....37

Tabela2 - Analises de comparacdo de médias entre os perfis dos hormonios Ez e P4
com as estacOes do ano. Os dados foram apresentados pela média e erro padrdo da média.
Os valores de estradiol foram transformados em logE2, e os valores de P4 foram
transformados em 1/\P4. Houve diferenca estatistica quando p<0,05. Diferentes letras
indicam diferencas estatisticas entre as eStaghES. ........ccoerereriririnirerees e 52

Tabela3 - Andlises de comparacdo de médias entre os perfis dos hormdnios E2 e P4
com os diferentes estagios foliculares e presenca de ovos e embries no oviduto. Os dados
foram apresentados pela média e erro padrdo da média. Houve diferenga estatistica
guando p<0,05. Diferentes letras indicam diferencas estatisticas entre os estagios........ 54



19

LISTA DE GRAFICOS

Graficol- (A) Variacdo dos perfis médios hormonais e (B) Estagios
foliculares/estruturas observadas no oviduto ao longo das estagdes do ano. .................. 50

Gréafico 2 - Perfis médios hormonais (A e C) e propor¢do das quantidades de estagios
foliculares e estruturas observadas no oviduto (B e D), relacionando dados de ciclos
geStaNtes € NAO JESTANTES. ......ooiiiiieie ettt 51

Gréafico 3 - Distribuicdo das concentracdes hormonais ao longo das estacfes do ano,
sendo (A) representando Estradiol e (B) representando Progesterona. Diferentes letras
indicam diferencas estatisticas entre 0S €StAgIOS. ........ccoereirireririeniereese e 52

Gréafico 4 - Perfis médios hormonais em relacdo aos estagios foliculares e estruturas
presentes N0 oviduto (O/E= 0VOS/EMDIIOES) ....ccuvieereerieeieiieiesie e see e 53

Gréafico 5 - Concentra¢es hormonais em relacdo a observacdo de cada estagio folicular
e estruturas no oviduto, sendo (A) representando Estradiol e (B) representando
Progesterona. Diferentes letras indicam diferencas estatisticas entre os estagios............ 54

Gréafico 6 - Perfis médios hormonais no periodo pré-ovulatério e pos-ovulatorio
(gestacional), considerando o més 0 (zero) como més da ocorréncia da ovulacdo. (*)
indica auséncia de dados NO MBS 3. ......coeiiieiiiiie e e 55



20

LISTA DE QUADROS
Quadro1l-  Representacdo dos eventos reprodutivos no género Bothrops................. 28
Quadro 2 -  Classificacdo das estruturas observadas imagens ultrassonograficas......40
Quadro 3-  Resumo da estimativa dos periodos de estocagem de esperma, ovulagéo e
periodo de gestacdo do grupo experimental. (*) indica auséncia de confirmacao de cépula
ANEES AESTA JESTAGAD ......veveereeeieesie e cie st et te et e et e e e e s e sra e e e ere e reenaeeneenrees 47
Quadro4 -  Resumo estimado dos eventos reprodutivos apresentados pelo grupo de

JAraraCaS-aO-NOITE .......eciiiie et e et e e sreesteaneesneenre e 47



21

SUMARIO

1. INTRODUGAO ...ttt se s 22
2. REVISAO DE LITERATURA......ooiiiieeeeeereseseneees st sneesessn s, 24
2.1. MANUTENCAO DE SERPENTES PECONHENTAS PARA PRODUCAO DE

VENENO NO BRASIL ..o eseeses sttt 24
2.2.  CICLOS REPRODUTIVOS NO GENERO BOTHROPS........ccccoovverriernienn. 27
2.3.  APARELHO REPRODUTOR FEMININO E A VITELOGENESE EM

SERPENTES ....ooviieieieeeseeetesie st es s ees s s sttt snssns st st 29
2.4.  HORMONIOS QUE REGULAM O CICLO REPRODUTIVO FEMININO EM

SERPENTES ..ottt sttt 32
2.5.  IMAGENS ULTRASSONOGRAFICAS EM ESTUDOS REPRODUTIVOS.. 34
2.6.  ANALISES DOS HORMONIOS SEXUAIS EM SORO SANGUINEO .......... 36
3. MATERIAIS E METODOS.......cooiiiieseerieeeesesiesiesesiesesesseasessessssen s, 37
3L, ANIMAIS ..ottt ettt 37
3.2. PAREAMENTO REPRODUTIVO ....ooovoieiieeeieeeeeeeeeeee s, 38
3.3. EXAMES ULTRASSONOGRAFICOS ......ccvvevvreeiieiieieeiereseessssssssensesienenean, 40
3.4. DOSAGENS HORMONAIS ........oomrrieieeerereeeeseseesiesieseesessesssasesses s, 40
3.5, ANALISES ESTATISTICAS .....oooiietieeeeteee et ees et ess e seses s ennes 42
4. RESULTADOS ..ot oottt 42
4.1. ANALISES DESCRITIVAS INDIVIDUAIS DAS FEMEAS.........ccccoevverunnne. 44
4.2.  ANALISES DESCRITIVAS CONJUNTAS E ANALISES ESTATISTICAS.. 49
T ] £ST 1 U 117X @ 1T 54
B.  CONCLUSAO........coiteeceeteee ettt 58
REFERENCIAS ...ttt 60
U UAPENDICES ...ttt 67

ANEXOS . 77



22

1. INTRODUCAO

A jararaca-da-AmazoOnia (Bothrops atrox, Linnaeus 1758) é uma serpente
peconhenta, de importancia em saude, encontrada por toda a regido da Amazoénia, desde
0 leste da Colombia até o Norte do Brasil, incluindo a Guiana, Guiana Francesa,
Suriname, além de algumas regides do Peru, Venezuela e Bolivia (WUSTER et al., 1997;
OLIVEIRA; MARTINS, 2001; MARTINS; MARQUES; SAZIMA, 2002; CAMPBEL,
LAMAR, 2004; TURCI et al., 2009; HAMDAN et al., 2020). Seu habitat é a floresta
equatorial caracterizada por temperaturas e umidade relativa altas que variam pouco ao
longo do ano, diferenciando-se apenas em estac6es chuvosa e seca (AB’SABER, 1977,
FORTI; MOREIRA-NORDEMANN, 1991). Sua dieta é generalista, incluindo
centopeias, peixes, anfibios anuros, lagartos, outras serpentes, aves, e pequenos
mamiferos, conferindo a espécie uma constante oferta de alimento durante todo o ano
(MARTINS; GORDO, 1993; MARTINS; OLIVEIRA, 1998; BERNARDE; ABE, 2010;
SILVA et al., 2017; BISNETO; KAEFER, 2019). Todavia, sua ampla distribuicdo e
abundancia fazem com que essa serpente peconhenta seja a mais envolvida em acidentes
ofidicos na regido, por ser frequentemente encontrada em torno de assentamentos
humanos, como pastagens, plantacdes, e areas urbanas (BERNARDE, 2014; WEN et al.,
2015; MONTEIRO et al., 2020).

Os envenenamentos causados por serpentes peconhentas constituem um sério
problema de satde publica ndo sé na regido Amazénica, como em outras partes do Brasil.
Na maioria das vezes, sdo acometidas populacdes pobres que vivem em areas rurais, e as
possiveis sequelas dos envenenamentos podem causar desencadear discriminacéo,
abandono, perda de renda, dividas, problemas de satde mental e reducédo da qualidade de
vida. Por esse motivo os acidentes ofidicos foram incluidos pela OMS na lista de doencas
tropicais negligenciadas (WILLIAMS et al., 2019). Dados do Ministério da Saude
mostram que, desde 2010, o maior nimero de acidentes ofidicos no Brasil é causado por
jararacas (género Bothrops, 86,2%), depois por cascavéis (género Crotalus, 9,7%),
surucucu-pico-de-jaca (género Lachesis, 3%) e corais-verdadeiras (género Micrurus,
1,1%) (SINAN, 2021). Os acidentes ofidicos sdo de notificacdo obrigatéria no pais,
permitindo uma relacdo de troca de informacdes epidemiologicas entre as Secretarias
Estaduais e o Ministério da Saude. Com este sistema, dados sobre ofidismo sdo

atualizados, mostrando caracteristicas epidemioldgicas e clinicas que permitem o
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planejamento de agdes de controle (OLIVEIRA; WEN; SIFUENTES, 2009; SINAN,
2016).

A manutencéo de populacdes de serpentes pegonhentas em cativeiro € importante
tanto para a producéo de soros antiofidicos (GREGO et al., 2021), como para pesquisas
farmacologicas (GALIZIO et al., 2018), haja visto o exemplo de medicacdes ja elaboradas
a partir da sintetizacdo de compostos obtidos a partir de peconha de jararaca (Bothrops
jararaca) (CUSHMAN; ONDETTI, 1991), o que destaca o interesse das empresas
farmacéuticas. Apesar de ser uma atividade centenaria no Brasil, e da grande relevancia
em se manter populacdes ex situ de serpentes peconhentas, 0 sucesso reprodutivo de
muitas espécies é ainda dificil. Ha espécies que ainda sdo mantidas pela chegada de novos
individuos de vida livre, o que as categoriza como ndo sustentivel. Uma das razdes desse
insucesso reprodutivo baseia-se na falta de conhecimento sobre a biologia reprodutiva
basica dessas serpentes, o0 que limita a aplicacdo efetiva de manejos e biotecnologias
ligadas a reproducéo, para maximizacéo na produgdo de individuos em cativeiro.

Portanto, na tentativa de melhor compreender o ciclo reprodutivo das jararacas-
da-Amazdnia mantidas em cativeiro, este trabalho buscou determinar as oscilacdes anuais
dos niveis plasmaticos de estrogeno e progesterona em fémeas dessa espécie, e associar
esses valores com os dados ultrassonograficos ovarianos. Nas uUltimas décadas, uma
grande contribuicdo sobre a reproducdo de viperideos brasileiros foi obtida por meio de
pesquisas realizadas com animais depositados em cole¢des cientificas, associadas a
registros pontuais de campo e cativeiro (ALMEIDA-SANTOS; SALOMAO, 2002;
BARROS; ROJAS; ALMEIDA-SANTOS, 2020). Porém, esse material fornece
caracteristicas apenas do momento em que o animal foi abatido e integrado colec&o.

Contudo, o acompanhamento hormonal, ultrassonografico e comportamental a
longo prazo, dos mesmos individuos da espécie de interesse, trara informacdes relevantes
que poderdo ser incorporadas, ndo sé na melhoria do manejo reprodutivo em cativeiro,
como também na aplicacdo de biotecnologias reprodutivas. O objetivo principal desse
trabalho foi o de contribuir com o conhecimento da biologia reprodutiva da jararaca-da-
Amazonia, obtendo dados enddcrinos, ultrassonograficos e comportamentais basicos

sobre o ciclo ovariano desta espécie em cativeiro.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. MANUTENCAO DE SERPENTES PECONHENTAS PARA PRODUCAO DE
VENENO NO BRASIL

O Brasil é pioneiro na experiéncia de manutengdo de serpentes peconhentas de
importancia em salude, como animais de producdo de venenos destinado a pesquisa e
fabricacdo de biofarmacos (MELGAREJO, 2002). O inicio se deu no Instituto Butantan,
gue comecou as suas atividades oficialmente em 1901, tendo como primeiro diretor o Dr.
Vital Brazil, médico sanitarista muito impressionado com o nimero de pacientes picados
por serpentes. Com os estudos para tratamento dos pacientes, iniciou-se a manutencgéo de
serpentes em cativeiro para a extracdo de veneno, destinado a producdo de soro
antiofidico (VITAL-BRAZIL, 1911; DONATO, 1954; GREGO et al., 2021). Até 1962
0s animais eram mantidos num serpentério semi-intensivo com abrigos em forma de iglu,
onde a extracdo de veneno era realizada a cada 15 dias, com exposi¢do ao publico. Na
época, as serpentes eram fornecidas por colaboradores, e tinham uma longevidade média
de quinze dias e resistiam a apenas uma extracao (BELLUOMINI, 1964; MELGAREJO,
2002).

Figura 1: Serpentario semi-intensivo em uso até inicio da década de 1960 (A). Atualmente é atragdo turistica

(B).
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Ao longo dos anos houve uma evolucdo nas técnicas de manejo e melhoria das
instalagBes, com a mudanga dos animais para um serpentéario intensivo (atualmente
chamado Laboratorio de Herpetologia). Hoje em dia, as serpentes sdo mantidas em caixas
plasticas individuais, em salas com controle ambiental da umidade relativa, temperatura,
ventilacao e fotoperiodo. Cada animal é alimentado quinzenal ou mensalmente com 10 a
20% de seu peso em roedores. E instituida a medicina higiénico-sanitaria e profilatica,
como vermifugacdo e quarentena dos animais. As extragoes sédo realizadas a cada 60 dias,
com auxilio de CO; (didxido de carbono) para adormecer as serpentes, o que diminui o
estresse dos animais e 0s acidentes com o corpo técnico. Presentemente, as serpentes do
Laboratdrio de Herpetologia tém uma longevidade média de 10 anos, e aproximadamente
60% dos animais sdo nascidos em cativeiro (GREGO et al., 2021).

Figura 2: Sala de manejo e extracdo de veneno.

Fonte: Acervo pessoal (2022)
Legenda: (A e B) Momento de extracdo de veneno (C) Serpentes mantidas em caixas individualizadas,
organizadas em estantes.

Existe a necessidade de institutos de pesquisa e producao de biofarmacos serem
menos dependentes de serpentes provenientes da natureza, mantendo os animais em

condicBes higiénico-sanitarias adequadas e de bem-estar, que atendam as demandas da
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producdo. Como 0s venenos apresentam uma razoavel variacdo inter e intraespecifica,
individual (GALIZIO et al., 2018), ontogenética (AGUIAR et al., 2020) e geogréfica
(SILVA-JUNIOR et al., 2020), é importante que os biotérios tenham uma boa
representatividade no pool de venenos destinados a imunizacéo dos cavalos, que fazem
parte da cadeia produtiva de soros (MELGAREJO, 2002). Além do Instituto Butantan, a
producdo de soro brasileira conta com os serpentarios da Fundacdo Ezequiel Dias —
FUNED, Instituto Vital Brazil e o Centro de Estudos de Venenos e Animais Pegconhentos
— CEVAP.

Desde a fundacdo do Instituto Butantan até 1977 foram recebidas cerca de 1,1
milhdo de serpentes, sendo 80% peconhentas (BELLUOMINI, 1984). No decorrer das
décadas, o Instituto Butantan percebeu um declinio na recepcao de serpentes. Um fato
relacionado a reducdo dos biomas, que tém sido dramaticamente afetados por queimadas,
desmatamento, grilagens, avanco das fronteiras agricolas e garimpo, mudancas
climaticas, ocupacéo humana, o que tém contribuido com a redugdo da biodiversidade
(GIBBONS et al., 2000; SILVA, 2020). Outras influéncias séo as dificuldades para o
envio e transporte dos animais até o Instituto, e a matanca indiscriminada causada pela
aversdo das pessoas as serpentes, resultante de desinformacao e preconceito, que afetam
até serpentes inofensivas (BERNARDE, 2014). Assim, o incremento de técnicas de
manutencdo, criacdo e sucesso reprodutivo de serpentes em cativeiro tem grande
importancia para a autossuficiéncia do Instituto.

As serpentes peconhentas de importancia em saude, enquanto produtoras de
matéria prima para a pesquisa e producéo de biofarmacos, ainda ndo tem status de animal
de producdo, nem seu dominio reprodutivo. Nas Gltimas décadas houve um incremento
no conhecimento da biologia reprodutiva das serpentes neotropicais, entretanto, a maioria
desses estudos investigaram exemplares depositados em cole¢des cientificas e museus,
além de dados pontuais registrados em campo e cativeiro (PIZZATTO; ALMEIDA-
SANTOS; MARQUES, 2006).

O Laboratério de Herpetologia possui uma longevidade alta das serpentes, como
resultado de procedimentos higiénico-sanitarios e de bem-estar animal, possibilitando a
realizacdo de estudos reprodutivos capazes de acompanhar os mesmos individuos, ao logo
de varias estagcdes. O acompanhamento de longa duracéo pode identificar caracteristicas
comportamentais e da biologia reprodutiva, somente possivel de serem observados em
animais vivos, tais como ciclos hormonais, acompanhamento das fases da vitelogénese,

pardmetros seminais, e 0 momento da inducdo da ovulagdo. Esses conhecimentos
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contribuem para a eficiéncia reprodutiva em cativeiro e oferecem subsidios para a
aplicacdo de técnicas de reproducdo assistida para espécies que nao reproduzem

naturalmente em cativeiro, assim como para a conservagdo de espécies vulneraveis.

2.2. CICLOS REPRODUTIVOS NO GENERO BOTHROPS

A jararaca-da-Amazoénia (Bothrops atrox) pertence a familia Viperidae, a qual
inclui cascaveéis, surucucus-pico-de-jaca, viboras europeias, africanas e asiaticas, sendo
assim uma familia de ampla distribuicdo geografica, desde regides temperadas até
equatoriais (PYRON; BURBRINK; WIENS, 2013; HAMDAN et al.,, 2020; THE
REPTILE DATABASE, 2021). O género Bothrops, que inclui cerca de 30 espécies de
jararacas em territdrio brasileiro, é caracterizado por serpentes viviparas, com dimorfismo
sexual, cujas fémeas sdo maiores que machos (ALMEIDA-SANTOS; SALOMAO, 2002;
HAMDAN et al., 2020; BARBO et al., 2022a, 2022b). Segundo Almeida-Santos &
Salomé&o (2002), o ciclo reprodutivo de fémeas de jararacas mostra-se similar ao da
maioria dos viperideos de regides temperadas, permitindo a extrapolacdo do
conhecimento destas espécies a seus congéneres neotropicais. Muitas espécies de
viperideos apresentam reproducdo do tipo sazonal com frequéncia anual, e seus ciclos
reprodutivos sdo categorizados conforme a época de ocorréncia do acasalamento,
espermatogénese, vitelogénese, ovulagdo, gestacdo ou postura, eclosdo ou parturicdo
(ALMEIDA-SANTOS; SALOMAO, 2002; TAYLOR; DENARDO, 2011). Diversos
fatores bidticos e abidticos influenciam a reproducdo destas serpentes entre eles
temperatura, pluviosidade, altitude, filogenia, modo de forrageamento, tamanho do corpo
e a condigéo corporal (VITT, 1992; ALDRIDGE; DUVALL, 2002).

No Brasil, o ciclo reprodutivo do género Bothrops se inicia com o periodo de corte
e acasalamento no outono, e a vitelogénese secundaria ocorrendo do inicio do outono
(estacdo seca) até o inicio da primavera (quadro 1). Passado o periodo de copula, os
espermatozoides ejaculados permanecem estocados no trato reprodutor feminino ao
longo do inverno, para que posteriormente se desencadeie a ovulacdo, fertilizagéo e
embriogénese durante a primavera e verdo (periodos mais quentes e Umidos do ano)
(ALMEIDA-SANTOS; SALOMAO, 2002). A distribuicdo destes eventos reprodutivos ao
longo das esta¢des do ano sdo condizentes com aqueles relatados para viperideos de areas
temperadas (SHINE, 1977; MACARTNEY; GREGORY, 1988; ALMEIDA-SANTOS;
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SALOMAO, 2002). Na maioria das espécies estudadas, os nascimentos de filhotes ou
postura de ovos ocorrem em épocas de maior disponibilidade de recursos alimentares e
melhores condigdes climaticas (SAINT-GIRONS, 1982). Dentro de uma mesma
populacdo, nem todas as fémeas estdo reprodutivas. Individualmente, as fémeas podem
apresentar reproducdo bienal ou maior, pois a condi¢do corporal individual interfere
diretamente na frequéncia reprodutiva (DUVALL; ARNOLD; SCHUETT, 1992;
BONNET; NAULLEAU; MAUGET, 1994).

Quadro 01: Representacdo dos eventos reprodutivos no género Bothrops.

Espermatogénese

esperma nos ductos deferentes
picos de atividades 3 e @
vitelogénese secundaria

ritual combate entre &

corte e copula

estocagem de esperma

Ovulacéo
Gestacdo
Parturicdo

] = = =] [« — (=) = = > N

s & g|8 E 2|32 2@ 8|3 2 3

verao outono inverno primavera

Fonte: Almeida-Santos & Saloméo (2002)
Legenda: Faixas em tom roxo indicam abrangéncia dos periodos. Faixas em lilas indicam possivel extenséo
do periodo.

Por habitar uma regido equatorial, a jararaca-da-Amazbnia apresenta alta
plasticidade na cronologia de seus eventos reprodutivos, visto que tanto gestacdo quanto
parturicdo podem ocorrer ao longo do ano com picos discretos em determinadas épocas
(BISNETO; KAEFER, 2019; SILVA et al., 2019, 2020a). A viviparidade é outra
caracteristica reprodutiva das jararacas (género Bothrops), em que ha a retencdo do
embrido no utero da méae até o desenvolvimento embrionario se completar, resultando em
um recém-nascido completamente desenvolvido (GUILLETTE, 1993; ALBERGOTTI;
GUILLETTE, 2011). A vitelogénese concentra-se na transi¢do da estacdo Umida para a
estacdo seca (abril), coincidindo com a estacdo de acasalamento e estocagem de esperma.
Na ocasido da copula, é praticado o ritual de danca-combate entre machos, onde se
estabelecem os papeis de dominancia e subordinacdo, e status de prioridade para ter
acesso a fémea (WUSTER et al., 1997; CAMPBEL; LAMAR, 2004; AUERBACH, 2005;
SANT’ANNA et al., 2007a; SILVA et al., 2017, 2019; BISNETO; KAEFER, 2019).
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2.3. APARELHO REPRODUTOR FEMININO E A VITELOGENESE EM
SERPENTES

O aparelho reprodutor das serpentes é composto por dois ovarios dispostos
assimetricamente, sendo o ovario direito mais cranial em relagdo ao ovario esquerdo.
Possui também dois ovidutos, cada qual ligado ao seu respectivo ovario, dividido em
infundibulo, Gtero anterior (granular) e Gtero posterior (longo e sem pregas). Por fim,
possui uma vagina bilobada (figura 4). Esses 6rgéos estdo fixos a parede dorsal do corpo
pelo mesovario (ALMEIDA-SANTOS, 2005).

Os ovaérios podem apresentar foliculos sem deposicéo de vitelo (esbranquigados e
transparentes) ao longo do ano, tanto em fémeas jovens quanto em adultas ndo-
reprodutivas. Ja os foliculos com deposicdo de vitelo (amarelados) sdo encontrados em
fémeas reprodutivas do grupo das jararacas, geralmente no outono e inverno (ALMEIDA-
SANTOS; SALOMAO, 2002; PIZZATTO; ALMEIDA-SANTOS; MARQUES, 2006
BARROS; ROJAS; ALMEIDA-SANTOQOS, 2020). O infundibulo (localizado paralelo aos
ovarios) € uma estrutura fina que recebe os foliculos durante a ovulagcdo. O utero é
responsavel pelo desenvolvimento embriondrio e possui diversas camaras onde
permanece cada ovo/embrido. Em jararacas e cascavéis, o Utero posterior apresenta uma
torcdo onde ocorre a estocagem de esperma apos a copula, e dilata-se durante a gestacao;
esta tor¢do é chamada Uterine Muscular Twist (UMT), e permite que as fémeas facam
este armazenamento até o momento da ovulacdo (ALMEIDA-SANTOS; SALOMAO,
1997; ALMEIDA-SANTOS, 2005). Algumas espécies, como a jararaca-da-Amazonia,
além do utero posterior, também fazem estocagem de esperma no infundibulo, em
glandulas que funcionam como receptaculos de estocagem de esperma (SILVA et al.,
2019, 2020b).

Figura 3: Aparelho reprodutor feminino de jararaca (B. jararaca).
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Entre os vertebrados, um foliculo ovariano compreende o odcito, com sua zona
pelucida acelular, além de camadas circundantes associadas de celulas da granulosa e
tecal separadas por membrana propria (NORRIS; CARR, 2021). Em répteis, em contraste
com aves e mamiferos, a oogénese e a foliculogénese continuam ao longo da vida
reprodutiva da fémea (JONES et al., 1982). Na maioria dos répteis, o crescimento do
foliculo e a vitelogénese (producdo de gema) ocorrem sazonalmente, de modo que a
morfologia ovariana e a producéo de hormonios variam muito ao longo do ciclo anual,
embora a atividade ovariana seja continua em algumas espécies tropicais (LICHT, 1984).

Os foliculos ovarianos das serpentes, numa analise anatbmica macroscépica,
podem ser observados a olho nu apds a remocdo da membrana pleuroperitoneal
(BARROS; ROJAS; ALMEIDA-SANTOS, 2020). Apresentam dois estagios de
crescimento: a vitelogénese primaria (V1), que € a fase quiescente, e a vitelogénese
secundaria (V2), que é a fase ativa do desenvolvimento folicular (figura 5) (ALDRIDGE,
1979). Na vitelogénese primaria os foliculos apresentam tamanho pequeno e pouco calcio
em sua composi¢do. No processo da vitelogénese secundaria ocorre aumento do tamanho
dos foliculos, com a deposicdo de vitelo, tornando o foliculo rico em célcio, lipideos,
proteinas e fosfoproteinas (DESSAUER; FOX, 1959; ALMEIDA-SANTOS et al., 2014).

A vitelogénese consiste no processo de aumento da dimensdo folicular, com o
acumulo de ions, sais minerais e vitelo, que vao nutrir o embrido até o seu nascimento
(DESSAUER; FOX, 1959). Em répteis, o crescimento folicular e a maturacdo geralmente
envolvem a deposi¢do de grandes quantidades de vitelo, que é derivado da molécula
precursora vitelogenina, uma lipofosfoglicoproteina de grande peso molecular que é
sintetizada no figado (WALLACE, 1985). Portanto, vitelogénese é o processo de sintese
hepatica de vitelogenina e seu transporte para os odcitos. A vitelogenina é sequestrada

pelos odcitos via endocitose mediada por receptor e, em seguida, armazenada em
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compartimentos ligados a membrana (POLZONETTI-MAGNI et al., 2004). Este
processo requer a mobilizacao de reservas maternas significativas, o que torna a condigéo
corporea maternal em um fator chave na reproducgéo de serpentes, pois estas substancias
sdo recrutadas a partir de suas reservas de energia, armazenada em forma de gordura
celomatica (BONNET; NAULLEAU; MAUGET, 1994; BARROS; ROJAS; ALMEIDA-
SANTOS, 2020).

Figura 4: Diferentes estagios foliculares e influéncia hormonal

(estrégeno e progesterona) nos foliculos ovarianos de cascavéis e
jararacas.
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Fonte: Almeida-Santos (2005).

A capacidade da fémea acumular reservas de energia corpOrea para investir em
reproducdo € diretamente dependente da disponibilidade de presas em seu habitat
(BARROS; ROJAS; ALMEIDA-SANTOS, 2020). Este requisito impede a reproducéo
anual em fémeas de algumas espécies, como as viboras viviparas (Vipera spp.)
(BONNET; NAULLEAU; MAUGET, 1994) e explica a presenca de fémeas adultas
reprodutivas e ndo-reprodutivas dentro de uma mesma populacdo (ALMEIDA-SANTOS
et al., 2014). O investimento energético € representado na ninhada, com a geracao de
filhotes que ja nascem prontos e independentes, considerando que o cuidado parental é
raro em serpentes assim como na maioria dos répteis (BARROS; ROJAS; ALMEIDA-
SANTOS, 2020). A deposicdo de vitelo € coincidente com a regressdo de gordura
corporea em serpentes, tornando assim a vitelogénese o evento central na reproducgéo
(DESSAUER; FOX, 1959; ALMEIDA-SANTOS; SALOMAO, 2002).
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2.4. HORMONIOS QUE REGULAM O CICLO REPRODUTIVO FEMININO EM
SERPENTES

O controle enddcrino em répteis, assim como em todos os vertebrados, é realizado
pelo eixo hipotalamo-hipdfise-gonadal (ou hipotalamo-pituitario-gonadal, HPG). Fatores
ambientais naturais, como temperatura e fotoperiodo, a presenca de locais de nidificagao
adequados e disponibilidade de alimentos, influenciam o sistema nervoso central e 0 eixo
HPG (CALLARD; CHAN; POTTS, 1972; POLZONETTI-MAGNI et al., 2004). A
principio, a glandula pineal faz a mediacao entre as condi¢des ambientais e reproducao,
através da secrecdo de melatonina, comunicando as mudancas de fotoperiodo e
temperatura, e afetando o ciclo circadiano, termorregulacdo e atividade reprodutiva
(TOSINI, 1997). O hipotalamo libera o horménio liberador de gonadotrofina
hipotaldmico (GnRH), que regula a liberacdo de gonadotrofinas (GTHSs) pela hipofise: o
horménio luteinizante (LH) e o horménio foliculo-estimulante (FSH). Em fémeas, as
GTHs estimulam a producdo de horménios esteroides pelos ovarios. Esses esteroides —
androgenos, estrogenos e progestagenos - sao sintetizados a partir do colesterol, e podem
exercer controle de feedback sobre a secrecdo de GTH no nivel do hipotalamo
(CALLARD; CHAN; POTTS, 1972). Os andrdgenos sao produzidos pelas células da
teca interna sob estimulo do LH e sdo entdo transportados através da membrana basal
folicular para a granulosa, onde sdo aromatizados em estrogenos sob a influéncia do FSH
(WEBB et al., 2004).

Entretanto, comparado ao mesmo tema em mamiferos, o conhecimento
aprofundado sobre o controle do HPG em répteis, especialmente em serpentes
neotropicais, € escasso. Até 0 momento, ndo temos nenhuma evidéncia experimental de
qgue um sistema semelhante opere em répteis. Bluhm et al. (2004) ndo conseguiram
encontrar evidéncias de um receptor de LH em jararaca (Bothrops jararaca); eles foram
capazes de clonar um cDNA para o receptor FSH (FSHR), e o FSHR foi expresso no
ovario e testiculos. Isso fornece evidéncias de que elas possuem apenas um Gnico GTH
gue combina atividade semelhante a FSH e LH. O ovério é a principal glandula endécrina
responsavel pela secrecdo de hormonios esteroides sexuais em fémeas de répteis.
Estrogénios, androgénios e progestagenos sdo sintetizados e secretados pelo ovario e
transportados pela corrente sanguinea até seus tecidos-alvo (JONES, 2011). Os estudos
hormonais em reproducdo de serpentes basicamente relacionam a concentracdo

plasmatica de esteroides sexuais com 0s eventos reprodutivos, incluindo copula,
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espermatogénese, vitelogénese e gestacdo. Os principais hormdnios atuantes nos ciclos
reprodutivos em fémeas de serpentes sdo o 17R-estradiol (E2), Progesterona (Ps) e
Testosterona (T) (TAYLOR; DENARDO; JENNINGS, 2004; JONES, 2011; TAYLOR;
DENARDO, 2011). Pelo menos algumas das enzimas das vias esteroidogénicas parecem
ser sensiveis a temperatura em répteis, sugerindo um mecanismo pelo qual a temperatura
ambiente pode indicar mudancgas sazonais na atividade do eixo HPG (GIRLING; JONES,
2006; JONES, 2011).

Segundo Almeida-Santos (2005) o ciclo ovariano em jararacas esta sob influéncia
de E2 e P4. As jararacas apresentam baixos niveis de estrégenos e progesterona quando
em V1. A concentracdo de estrdgenos aumenta significativamente na fase V2,
decrescendo significativamente na fase ovulatéria e mantendo-se baixa durante a
gestacdo. E» é relacionado a promogdo da vitelogénese e preparo do oviduto para a
gestacdo (BONNET; NAULLEAU; MAUGET, 1994). O 17Restradiol (Ez) estimula o
figado a sintetizar vitelogenina que, além do seu papel exercido na vitelogénese, também
participa da composi¢do de feromdnios sexuais das fémeas, para atracdo dos machos
(CREWS; GARSTKA, 1982; HO et al., 1982; CALLARD; RILEY; PEREZ, 1990). Em
jararacas, o periodo de vitelogénese secundaria coincide com o periodo de copula (verdo
e outono), portanto as fémeas em V2 estdo mais atrativas, o que favorece o encontro com
0s machos para fazer corte e acasalamento (ALMEIDA-SANTOS, 2005).

A ovulacdo, ou liberacdo do odcito do ovario, € o culminar da vitelogénese e da
maturacdo folicular, marcando a transicdo desta fase dominada por E2 para a fase lGtea
dominada por Pas. As concentracbes plasmaticas de estrogénios aumentam
significativamente durante a vitelogénese tardia, a medida que os foliculos amadurecem,
e 0 pico ovulatorio é estimulado por uma acéo de feedback positivo de E2 ao nivel do
hipotdlamo (NISWENDER et al., 2000). Apos a ovulacao, as concentracdes plasmaticas
de E2 diminuem rapidamente para os niveis pré-reprodutivos, a medida que o foliculo
pos-ovulatorio é transformado no corpo luteo, um 6rgao enddcrino transitorio responsavel
pela secrecdo de progesterona (Ps) (JONES, 2011).

Estudos em concentragBes de P4 indicam que este horménio € sempre elevado
durante a gestacdo em serpentes viviparas, demonstrando seu papel na manutencdo do
evento (NAULLEAU; FLEURY, 1990; YAMANOUYE et al.,, 2004; TAYLOR;
DENARDO, 2005, 2011). Almeida-Santos ( 2005) observou aumento da concentragéo de
P4 em jararacas (Bothrops jararaca), em vitelogénese secundéria, 0 que poderia estar

relacionado ao crescimento do epitélio ovidutal. Esta concentracdo se manteve
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significativamente alta durante o periodo de ovulacédo e todas as fases da gestacéo. P4 é
secretada pelo corpo luteo na fase pds-ovulatéria, e tem sido vista como antagonista do
estradiol, inibindo a vitelogénese via “feedback” negativo, agindo diretamente no figado
(HOetal., 1982; NAULLEAU; FLEURY, 1990; BONNET etal., 2001; GIRLING, 2002;
TAYLOR; DENARDO, 2011). Bonnet et al. (2001) estima que o aumento de P4 no
inverno, observado especialmente em fémeas pds-reprodutivas de Vipera aspis, pode agir
como bloqueadora da vitelogénese em fémeas emaciadas, pois P, pode inibir a sintese
hepética de vitelogenina. Desta forma, estas fémeas ndo-vitelogénicas tornam-se nédo-
atrativas para copula, e permite que facam um investimento energético em outro ciclo
reprodutivo (CALLARD et al., 1992; ALMEIDA-SANTOS, 2005).

O tamanho da ninhada depende diretamente dos foliculos que se tornam
vitelogénicos, com excecdo daqueles que se tornam degenerados (atrésicos) antes da
ovulacdo. Niveis elevados de atresia observados durante a gestacdo estdo positivamente
correlacionados com concentracdes plasmaticas elevadas de P4 durante esta fase
reprodutiva e podem refletir a inibicdo da secrecdo de gonadotropinas por Ps, resultando
na inibicdo do desenvolvimento folicular (JONES, 2011).

A testosterona é sintetizada pelo ovario, e é encontrada em baixas concentracdes
durante o0 ano em fémeas reprodutivas, com uma ligeira elevacdo na primavera, o que
pode ser devido a producdo de E», ja que T é precursora de E> na biossintese esteroide
(EDWARDS; JONES, 2001; EDWARDS; JONES; DAVIES, 2003; TAYLOR;
DENARDO, 2011). O aumento de T durante a vitelogénese foi observado em Naja naja
e nas espécies de serpentes marinhas filipinas Acrochordus granulatus, Cerberus
rhynchops e Laticauda colubrina (86,87). Entretanto as duas classes de esteroides mais
intimamente associadas com a reproducdo em fémeas de serpentes sdo 0s estrogénios e
0s progestagenos (JONES, 2011).

2.5. IMAGENS ULTRASSONOGRAFICAS EM ESTUDOS REPRODUTIVOS

O modo de vida secreto das serpentes dificulta as observagfes em campo e a
possibilidade de acompanhar o mesmo animal por periodos mais longos. Por isso, varios
estudos da biologia reprodutiva de serpentes tém sido majoritariamente anatémicos,
limitados a histologia dos érgéos reprodutivos masculinos para quantificar o momento da
espermatogénese, e 0 exame dos tratos reprodutivos femininos para evidéncias de
vitelogénese e gestacdo (ALMEIDA-SANTOS; SALOMAO, 2002; LIRA-DA-SILVA,



35

2009). Neste sentido, estudos de biologia reprodutiva com animais in vivo podem ser
realizados com técnicas minimamente invasivas. A imagem ultrassonografica em tempo
real fornece uma técnica ndo invasiva e nao disruptiva para obter imagens da anatomia
interna e externa das gonadas, e para caracterizar eventos reprodutivos, tais como:
estagios foliculares, ovulacdo, desenvolvimento embrionario e fetal (GRIFFIN;
GINTHER, 1992). A técnica permite a avaliacdo frequente ou continua de animais
individuais, permitindo o acompanhamento de relagbes sequenciais dentro e entre as
estruturas.

Ha algumas décadas as andlises ultrassonogréaficas do trato reprodutivo, com
aplicacdes clinicas e de pesquisa, tém sido utilizadas para acompanhar os eventos
reprodutivos em grandes animais domeésticos como equino, bovinos, caprinos e ovinos
(GINTHER, 1986; PIERSON; GINTHER, 1988; ADAMS, 1999; IRELAND et al.,
2000). Também tem sido uma técnica aliada no acompanhamento reprodutivo de espécies
ameacadas da fauna silvestre, como grandes mamiferos: elefantes, rinocerontes e girafas
(ADAMS et al., 1991; HILDEBRANDT et al., 2006), mamiferos de menor porte como
primatas neotropicais (DOMINGUES et al., 2007; COUTINHO et al., 2013; MIRANDA
et al., 2018), e outras ordens (CAMPOS et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2017; PEIXOTO
etal., 2019).

Em serpentes, os estudos de monitoramento reprodutivo por imagens
ultrassonograficas tém sido aplicados ainda em menor proporcdo que o0s estudos
histoldgicos. Ocorre uma concentracdo maior em espécies nao peconhentas gigantes, que
estdo entre as mais comumente presentes na criagdo em cativeiro. O acompanhamento do
ciclo reprodutivo da jiboia (Boa constrictor) e outros boideos neotropicais como a sucuri
(Eunectes murinus), cobra-veadeira (Corallus hortulanus) e jiboia arco-iris (Epicrates
cenchria) foi realizado utilizando unicamente acompanhamento de imagens
ultrassonograficas (BERTOCCHI et al., 2021; GARCIA; ALMEIDA-SANTOS, 2021).
No acompanhamento do ciclo reprodutivo de piton-bola (Python regius) foram utilizadas
as imagens ultrassonograficas associadas com niveis hormonais encontrados em amostras
fecais (BERTOCCHI et al., 2018). A técnica também se mostrou eficiente para a
determinacdo sexual em pitonideos (GNUDI et al., 2009).

O uso de equipamento ultrassonografico portatil possibilita estudos de ecologia
do desenvolvimento e reprodutiva in situ, tais como o realizado em uma populacéo de
cascavel do deserto de Sonora (Crotalus atrox), a qual foi acompanhada com a associagéo
do uso de radiotelemetria (TAYLOR; DENARDO, 2005); e com duas populagdes
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simpatricas de Tamnophis sirtalis e Tamnophis elegans, em que fora constatada a
diferenga no timming do desenvolvimento embrionario entre estas espécies, mesmo

estando inseridas no mesmo contexto ambiental (SPARKMAN et al., 2018).

2.6. ANALISES DOS HORMONIOS SEXUAIS EM SORO SANGUINEO

O monitoramento por USG, de mudancas morfologicas, podem ser associados
com o acompanhamento de variacbes hormonais, comportamentais e outros eventos,
proporcionando assim avancos nas pesquisas reprodutivas em animais vivos (GRIFFIN;
GINTHER, 1992). Considerando o mecanismo de funcionamento do eixo HPG, no qual
0s GnRH e GRH s&o liberados na corrente sanguinea para atuacao nos tecidos especificos,
torna-se essencial dosar as concentracbes hormonais plasmaticas, para acompanhar o

ciclo reprodutivo de um determinado organismo.

E importante considerar técnicas minimamente invasivas para obtencdo de
amostras para dosagens hormonais, com o intuito de causar minimo stress ao animal,
qguando se trata de acompanhamento continuo. Para isso sdo utilizadas técnicas de
obtencdo de amostras a partir de analise fecal, onde séo obtidos metabolitos de hormonios
sexuais. Em mamiferos, como exemplo o rinoceronte, o intervalo entre a alimentacao,
formacdo do bolo fecal e excrecdo, pode ser em média um a dois dias. Como resultado,
os metabdlitos encontrados nas fezes deste animal podem representar as oscilacdes
hormonais ocorridas dentro deste intervalo (BERKELEY et al., 1997).

Considerando o metabolismo tipico de animais ectotérmicos, como é o caso das
serpentes, 0s metabdlitos presentes no bolo fecal representam um acimulo dentro do
intervalo entre a alimentacdo e a excre¢do, que pode ser em média uma semana ou mais.
Um estudo realizado com piton-bola (Python regius) relacionou achados de
ultrassonografia com concentragdes hormonais obtidas a partir de metabolitos fecais,
porém com a limitagdo de que ainda ndo foi estudada a correlagdo de hormonios
plasméaticos com hormdnios fecais em serpentes, para que haja a validacdo da técnica
(BERTOCCHI et al., 2018). Portanto a opgdo mais precisa, para dosagens hormonais, é
a colheita de sangue pela veia coccigea. Estudos ja realizados em répteis viviparos, como
o lagarto-de-lingua-azul Tiliqua nigrolutea, a vibora aspide, Vipera aspis, e a jararaca
(Bothrops jararaca) demonstraram a viabilidade da colheita de amostra sanguinea como
técnica minimamente invasiva (NAULLEAU; FLEURY, 1990; EDWARDS; JONES,
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2001; GREGO, 2006; SANT’ANNA et al., 2007b) .

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. ANIMAIS

Para a realizagcdo deste monitoramento foram utilizadas 6 fémeas adultas de
jararaca-da-Amazoénia nascidas em cativeiro, de uma mesma ninhada, com 4 anos de
idade no inicio do experimento, primiparas, pertencentes ao Laboratério de Herpetologia
do Instituto Butantan. Os animais foram mantidos em caixas plasticas transparentes com
medidas de 56x38x20cm, substrato de papeldo corrugado e 4gua a vontade (figura 7). A
temperatura e umidade do ambiente foram mantidas a 20-25°C e 70%, respectivamente.
As serpentes foram alimentadas mensalmente com 10 a 20% do seu peso em roedores,
previamente abatidos. Vale ressaltar que todas as fémeas eram saudaveis e sexualmente
maduras no momento do experimento, tendo como referéncia Silva et al. (2019) que
encontraram em seus estudos fémeas reprodutivas com tamanho minimo de comprimento
rostro-cloacal (CRC) de 66,5cm.

Tabela 1: Relacdo das fémeas de jararaca-do-Norte (Bothrops atrox)
utilizadas no estudo, com seus respectivos dados biométricos, data
de nascimento e procedéncia.

serpente crc-ct (cm) Peso (g) nasgi?\into procedéncia
Bax01 102-117 864

Bax02 107-120 890

Bax03 107-123 780 Séo Bento -
Bax04 995-112 813 oMV TTva

Bax05 105-120 860
Bax06 120-135 943
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Figura 5: Fémea de jararaca-da-Amazonia mantida em caixa plastica, forrada com papeldo
corrugado e agua a disposicao

Fonte: Acervo esoal (2021)

3.2. PAREAMENTO REPRODUTIVO

O presente estudo teve 2 periodos de tentativas de cépula, correspondendo a época
reprodutiva e vitelogénese secundaria do grupo das jararacas (ALMEIDA-SANTOS;
SALOMAO, 2002) , durante o Outono e Inverno dos anos I e Il do estudo. Em uma sala
destinada apenas para este fim, cada fémea foi pareada com 2 machos. Esta espécie realiza
ritual de danca combate, sendo este confronto importante para o estimulo da copula em
jararacas do grupo Bothrops atrox (WUSTER et al., 1997; SILVA et al., 2019). Em cada
tentativa, 0s grupos permaneciam no recinto por pelo menos 24 horas. Apds a retirada
dos animais, as fémeas eram submetidas a um swab na vagina bilobada, e o material
analisado ao microscépio, em busca de espermatozoides, o que poderia confirmar a

ocorréncia de copula.
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Figura 6: Machos e fémea reunidos para copula.

Fonte: Acervo pesoal 0)
Legenda: (A) Machos em posi¢do de ritual combate. (B) Presenca da fémea (serpente maior e mais clara),

com macho escuro iniciando alinhamento dorsal sobre ela. (C) Macho vencedor do combate alinhando-se
dorsalmente sobre a fémea, e macho perdedor ao lado. Circulo indica regido genital acoplada.

Figura 7: (A) Swab vaginal e (B) presenca de espermatozoides na observagéo ao microscopio 6tico (40x)

|
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3.3. EXAMES ULTRASSONOGRAFICOS

Mensalmente, no mesmo dia da colheita de sangue, foram realizados exames
ultrassonograficos nas fémeas, para a verificacdo do estdgio em que se encontravam 0s
foliculos ovarianos. O equipamento utilizado para as analises foi o aparelho de ultrassom
portatil Sonosite Titan com transdutor de 7 a 10mHz. Os animais foram contidos
fisicamente em tubos transparentes e imersos em agua morna para a realizagdo do exame
(figura 9 A e B). Foliculos ovarianos foram categorizados segundo o estudo de Janeiro-
Cinquini et al. (1993) em 4 estagios de acordo com a vitelogénese e diametro dos

foliculos:

Quadro 2: Classificacdo das estruturas observadas nas imagens ultrassonograficas.

estagios dimensodes

E-I <0,5cm O

nao vitelogénico

>0,6¢e
B Hom O

>11e
<2,0cm

>21e
E-IV >3,0cm Q
Gestacio (O/E) ovo / embrido @
no oviduto: >3,0cm (((6

3.4. DOSAGENS HORMONAIS

E-111

vitelogénico

De margo de 2020 até novembro de 2021, mensalmente, foram colhidos 1mL de
sangue de cada fémea para dosagens hormonais. O sangue foi colhido pela puncdo da
veia coccigea com agulha e seringa descartaveis (figura 9 C) e acondicionado em tubo de
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ensaio sem anticoagulante. Posteriormente o soro foi separado e armazenado a -80°C até
a sua utilizacao para dosagens séricas hormonais.

As dosagens hormonais séricas de estradiol e progesterona foram realizadas
através da técnica de radioimunoensaio (RIE) pela Provet Veterinaria Diagnostica. O
principio desta técnica baseia-se na reacdo antigeno-anticorpo, usando-se como
competidor o hormonio a ser dosado, marcado com 2°I. As concentragdes hormonais
foram medidas em:

e Progesterona: P4, em ng/mL

e Estradiol: E2 em pg/mL

Figura 8: Exame ultrassonogréafico e punc¢do da veia coccigea:

/ ;

r /-/',

b %

Fonte: Acervo pessoal (2021)
Legenda: (A) Animal contido em tubo de borracha e imerso em 4gua morna.
(B) Pungdo da veia coccigea para obtencéo de amostra sanguinea. (C) Equipe
técnica na qual o primeiro técnico contém a serpente, 0 segundo movimenta o
transdutor, o terceiro faz a contagem das estruturas e registra as imagens.
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3.5. ANALISES ESTATISTICAS

As analises estatisticas dos dados foram realizadas através do programa SAS
System for Windows 9.3 software (SAS Institute, Cary, NC, USA). Primeiramente as
variaveis foram avaliadas quanto as premissas estatisticas da normalidade dos residuos e
homogeneidade das variancias por meio do pacote “Guided Data Analysis-SAS”.
Avaliamos separadamente o efeito de cada hormonio (estradiol e progesterona) em cada
estagio folicular (E-I, II, 111, 1V) e estruturas no oviduto, através do teste de Fisher (LSD).
Também através do teste de Fischer, avaliamos separadamente o efeito das estacdes
(outono, inverno, primavera e verao) sobre as concentracfes de cada horménio ao longo
do estudo. O nivel de significancia utilizado para rejeitar a Hip6tese nula (HO) foi de 5%
(p<0,05). Os dados foram descritos através da média e erro padrdo da média.

Devido as particularidades apresentadas por cada serpente, também foram

realizadas analises descritivas individuais.

4. RESULTADOS

O periodo de colheita de dados do presente estudo ocorreu de margo/2020 a
novembro/2021, o que abrangeu dois periodos de outono (margo a maio/2020 e margo a
maio/2021), dois periodos de inverno (junho a agosto/2020 e junho a agosto/2021), dois
periodos de primavera (setembro a novembro/2020 e setembro a novembro/2021) e um
periodo de verdo (dezembro/2020 a fevereiro/2021). Portanto, para melhor descri¢do dos
resultados e discussdo, alguns eventos seréo relacionados aano I e ano 1.

Houve um total de 90 tentativas de colheita de sangue, com um sucesso de 83
colheitas, representando eficiéncia de 92%. Em algumas serpentes houve a dificuldade de
puncdo na veia coccigea, o que explica a auséncia de dados hormonais em algumas datas.
Também foram realizados 90 exames ultrassonograficos, 15 em cada serpente. Em alguns
meses ocorreram impedimentos técnicos para a realizacdo das atividades, devido a
contratempos com a equipe de trabalho. A colheita sanguinea e 0s exames
ultrassonograficos foram realizados pela mesma equipe técnica, com funcgdes definidas,

para garantir a padronizacdo na obtencéo dos dados.
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Figura 9: Exemplos de imagens de estagios foliculares, ovos e embriGes observados nas analises

ultrassonogréaficas.
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Em todas as fémeas foram observados varios estagios foliculares
simultaneamente. Os foliculos ndo-vitelogénicos E- | e E-11 sdo anecogénicos ao exame
ultrassonografico, apresentando-se na cor preta nas imagens. Os foliculos vitelogénicos
E-I11, E-1V, e 0s ovos, sdo ecogénicos e aparecem em escala de cinza (figura 8). Devido
a suas dimensoes, os foliculos vitelogénicos, ovos e embrides sdo vistos eventualmente
encobrem a visdo dos foliculos E-I e E-11 nos exames ultrassonograficos. Sendo assim,
todos os dados expostos sdo referentes a estruturas que foram possiveis observar e
quantificar no exame ultrassonografico, podendo néo representar fielmente a presenca de
todas as categorias de foliculos das serpentes examinadas.

Em relacdo aos partos, as serpentes que ficaram prenhes geraram tanto ovos
fertilizados que deram origem a filhotes vivos e natimortos, quanto ovos que néo se

desenvolveram, conforme exemplo da fémea Bax05 em seu primeiro parto, na figura 10.

Figura 10: Fémea Bax05 logo apds o parto

Imagem: Caroline Tié Vespasiano (2020)

4.1. ANALISES DESCRITIVAS INDIVIDUAIS DAS FEMEAS

Apesar da padronizacdo do grupo experimental e das condi¢fes de manejo,
visando o melhor controle das variaveis que pudessem interferir no estudo, as fémeas
apresentaram padréo reprodutivo diferentes entre si. Entretanto, no grafico 1 é possivel
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observar ocorréncias em comum: os picos de E> que em meses de outono e inverno, as
concentracdes elevadas de E> em meses de gestacdo, as concentracGes de P4 que se
mantém sempre baixas, elevando-se nos meses de gestacdo, além da completa auséncia
de foliculos vitelogénicos nos meses de verdo e outono em algumas fémeas.

A fémea Bax01 ndo teve copulas comprovadas nem gestacGes durante o estudo,
sendo a Unica com niveis de P4 baixos em todas as dosagens. Apresentou oscilagdes na
concentracéo de E> ao longo do estudo, com picos nos meses de outono, em comum com
as demais fémeas do estudo. Apresentou foliculos vitelogénicos E-IV somente na
primavera do ano Il do estudo. Em agosto (ano I1) ndo houve sucesso na obtencdo de
amostra de sangue.

A fémea Bax02 apresentou duas gestacdes durante o estudo. Foi a Unica fémea em
que foi possivel observar varios estagios foliculares durante as gestacfes. Teve copulas
confirmadas em junho e agosto (ano 1), mas a copula relativa a gestacao do ano Il ndo foi
confirmada. Os niveis de E> se mantiveram elevados durante os meses da primeira
gestacdo. O primeiro parto ocorreu 12 dias ap0s a colheita de dados de dezembro e, ap6s
este evento, ainda apresentou foliculos vitelogénicos por dois meses apds o primeiro
parto. Houve picos de P4 durante a primeira gestacdo, mas na segunda gestacdo néo foi
detectado pico de Ps. O segundo parto desta fémea ocorreu em meados do verdo
(fevereiro), apds conclusdo da colheita de dados.

Na fémea Bax03 houve dificuldade na puncdo da veia coccigea em maio (ano 1),
gerando um volume de amostra sanguinea insuficiente para dosagem de E», e em agosto
do mesmo ano, quando o volume da amostra foi insuficiente para ambas as dosagens
hormonais. Houve cépula confirmada por swab somente no més de maio do ano Il. As
concentragOes de P4 foram baixas durante todo o estudo, ocorrendo um pico durante a
gestacdo, na ultima colheita do estudo, juntamente com o segundo pico de E,. Esta
serpente pariu no verdo (janeiro), apos conclusdo da colheita de dados.

Bax04 apresentou foliculos vitelogénicos a partir do primeiro pico de Ez, no inicio
do inverno do ano I, e a partir de entdo foram observados foliculos vitelogénicos até a sua
gestacao no final do inverno do ano Il. Assim como Bax02 apresentou foliculos E-I1l e
E-IV no verdo. Teve copula confirmada por swab cloacal em maio do ano I1. O pico de
P4 foi observado também no final do inverno juntamente com alta concentracdo de E, e
tendéncia a queda na concentracdo dos dois hormonios no més do parto. O parto ocorreu
dez dias ap0s a ultima colheita de dados, esta ultima colheita também mostrou tendéncia

de queda de concentragéo de P4 e Es.
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Bax05 tambem apresentou 2 gestacOes durante o estudo. Ocorreu copula
confirmada em junho, e a gestacdo ocorreu durante a primavera até inicio do verdo
(setembro a dezembro — ano I). Pariu 8 filhotes vivos e 9 ovos atrésicos, 15 dias apés a
colheita de dados. Neste periodo vale destacar que houve um pico de E> juntamente com
pico de P4 no més de outubro. A segunda copula foi confirmada em junho (ano 1),
enquanto os ovos e embrides foram observados a partir de outubro. As concentragdes de
P4 se mantiveram baixas desde a ultima parturigdo, até ocorrer um pico em novembro
(ano 11) também coincidindo com um pico de Ez. Pariu no final do verdo (fevereiro), apos
concluséo da colheita de dados. Em abril (ano I1) ndo foi possivel obter amostra de sangue
suficiente para a dosagem de Eo.

A fémea Bax06 se mostrou semelhante as fémeas Bax03 e Bax04 pelo sucesso de
copula somente no ano Il do estudo. Em relacdo a P4, apresentou um pico atipico no més
de dezembro do ano I, quando s6 foram observados foliculos ndo vitelogénicos, sem haver
qualquer sinal de ovulacdo ou gestacdo em seguida. Esta fémea também apresentou
concentracdo elevada de E> junto com pico de P4 durante a gestacdo, na Gltima observacao
do estudo. Pariu no final do verdo (fevereiro) apds a conclusdo do estudo.

Para uma analise comparativa dos resultados hormonais, foliculares e gestacionais
de cada fémea, a figura 11 apresenta o conjunto dos graficos individuais, onde pode-se
observar as oscilagcdes dos horménios E2 e P4 alinhadas verticalmente com os periodos
em que ocorreram as copulas, vitelogénese primaria e secundéria, e gestacdo. Pode-se
notar que alguns eventos ocorreram nos mesmos periodos em algumas serpentes.
Entretanto, para confirmar ou refutar qualquer semelhanca, os dados de todas as serpentes
foram agrupados e submetidos aos testes de comparacdo de médias. Os graficos

individuais encontram-se separadamente no Apéndice deste trabalho.
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Figura 11: Juncdo comparativa dos graficos individuais de cada fémea, com as respectivas oscilagdes hormonais, estégios foliculares e gestacdo durante o periodo do estudo.
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O quadro 3 apresenta os resultados individuais em que cada fémea apresentou seus

respectivos eventos reprodutivos, tais como més de copula, estimativa de ovulacdo (que

sera melhor explicada na apresentacdo do grafico 6), meses de observacdo da gestagéo e

resultado das parturi¢6es. O periodo de estocagem de esperma foi calculado considerando

a diferenca entre 0 més de ocorréncia da copula e 0 més de estimativa da ovulagdo. Assim

como o periodo de gestacdo foi calculado considerando a diferenca entre o més de

estimativa da ovulagédo e o més de ocorréncia do parto.

Quadro 3: Resumo da estimativa dos periodos de estocagem de esperma, ovulagao e periodo de gestagdo do grupo
experimental. (*) indica auséncia de confirmacdo de copula antes desta gestacao

COPULAS E GESTACOES

més de estimativa 12 observagéo

tempo estimado

Femea copula ovulagdo  no oviduto parto estocagem de gestacéo prole
esperma
Bax02 jun/20  ago/20 set-20 dez-20 1 més 4 meses 5 filhotes vivos, 1 ,te_r atogenico
morto e 9 ovos atrésicos
Bax02 * out/21 nov-21 fev-22 * 4 meses 6 filhotes e 24 ovos atrésicos
Bax03 mai/21  jul/21 ago-21 jan-22 1 més 6 meses 14 fllhqtta_s vivos, 2 natimortos e 1
0VvO atrésico
3 filhotes vivos, 3 teratogénicos
Bax04 mai/21  jul/21 ago-21 nov-21 1 més 4 meses  mortos, 1 teratogénico vivo, 7 ovos
atrésicos
Bax05 jun/20  ago/20 set-20 dez-20 1 més 4 meses 8 filhotes vivos e 9 ovos atrésicos
Bax05 jul/21 set/21 out-21 fev-22 2 meses 5meses 7 filhotes vivos e 14 ovos atrésicos
Bax06 mai/21  set/21 out-21 fev-22 3 meses 5 meses 1 natimorto e 27 ovos atrésicos

O quadro 4 apresenta um resumo do periodo de cada evento reprodutivo que o

grupo experimental de jararaca-do-Norte apresentou em cativeiro na realizacdo deste

estudo.

Quadro 4: Resumo estimado dos eventos reprodutivos apresentados pelo grupo de jararacas-do-Norte.
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4.2. ANALISES DESCRITIVAS CONJUNTAS E ANALISES ESTATISTICAS

Devido as diferencas apresentadas pelas fémeas, representadas pelos dados
individuais de concentracdes hormonais, estagios foliculares e gestacdo ao longo do
estudo, os dados foram agrupados e processados para a busca de possiveis tendéncias
sazonais na presenca e predominancia das estruturas das gonadas, bem como tendéncias
nas concentrag¢des hormonais. O grafico 1 apresenta a juncéo destes dados, numa primeira
analise, onde as oscilagdes hormonais (grafico 1A) estdo alinhadas com o a presenca e
predominancia de cada estagio folicular e gestacao (grafico 1B) ao longo das estagdes.
Observa-se que as maiores concentracdes de E» foram registradas no outono, e as menores
na primavera. Também na primavera observamos as maiores concentragdes de Ps. O
gréfico 1B apresenta maior nimero de foliculos vitelogénicos no inverno, e maior nimero

de estruturas no oviduto na primavera.

Gréfico 1: (A) Variagdo dos perfis médios hormonais e (B) Estagios
foliculares/estruturas observadas no oviduto ao longo das esta¢des do ano.

A 600 s 12 ——E2 (pg/mL)
w=a==P4 (ng/mL)
500 I 10
—~ 400 - -
&) &)
= g
B 300 6 5
o =
S S~
3" 200 L4 aF
100 2
0 0
outono invemo primavera verido
B 100% -
90%
o 80% -
E ;
B 70% - M Ovo/Embrido
>
(=]
S 60% - WE-1v
=
B 4
z 28 WE-1
v 40%
g ) WE-1
2 30%
g 0 E-I
2 20%
10% -
0% T T T J
outono inverno primavera verdo

Legenda: E-I e E-II: estagios foliculares ndo-vitelogénicos; E-111 e E-1V: estagios
foliculares vitelogénicos; Ovo/Embrido: estruturas de gestacdo observadas no
oviduto.

Considerando que as serpentes apresentaram resultados diferentes quanto a
gestacao, em que houve uma fémea que nédo gestou durante o estudo, fémeas que gestaram

duas vezes, e fémeas que gestaram apenas no ano Il, os dados de cada serpente foram
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divididos em ciclos. O grafico 2 apresenta os resultados hormonais dos ciclos nédo
gestantes (A) alinhados com os respectivos dados das observagdes ultrassonograficas (B),
bem como os resultados hormonais dos ciclos gestantes (C) alinhados com suas
respectivas observacdes ultrassonograficas (D). No grafico 2A nao ocorre elevacdo dos
niveis de P4 em estacdo alguma, enquanto o grafico 2C mostra elevacao das concentragdes
de P4 na primavera, ha mesma estacdo em que se observa maior nimero de estruturas nos
ovidutos (ovos/embrides) nos exames ultrassonogréficos (grafico 2D). Em relagdo as
concentragfes de E», o grafico 3A mostra nos ciclos ndo-gestantes uma queda de
concentracdes do outono até a primavera, o que difere do grafico 2C em que ocorre picos
de concentracdo no inverno nos ciclos gestantes. No grafico 2B h& semelhanga na
propor¢do de foliculos vitelogénicos E-Il1l e E-IV na primavera e verdo, enquanto no
grafico 2D vé-se a maior proporcao de foliculos vitelogénicos no inverno, o que esta

alinhada com a maior concentracéo de E», observada no grafico 2C.

Gréfico 2: Perfis médios hormonais (A e C) e propor¢do das quantidades de estagios foliculares/ estruturas
no oviduto (B e D), relacionando dados de ciclos gestantes e ndo gestantes.
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Legenda: E-1 e E-II: estagios foliculares ndo-vitelogénicos; E-111 e E-V1: estagios foliculares vitelogénicos;
Ovo/Embrido representam as estruturas de gestacdo observadas no oviduto
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Analisando a distribuicao das concentra¢des hormonais em relacéo as estagdes do

ano, observa-se no gréafico 3A que E», apesar dos picos no outono, apresenta as maiores

concentragdes no inverno. O gréafico 3B mostra, semelhantemente aos graficos anteriores,

as maiores concentragdes de P4 na primavera, ainda que ocorram picos importantes no

inverno e no verdo. Na analise de comparacdo de médias, para testar o efeito das estacoes

do ano sobre as concentra¢bes hormonais, os valores de E» foram transformados em logso,

e os valores de P4 foram transformados no inverso da raiz quadrada. Em relacéo a E», 0

teste mostrou diferenca significante entre o inverno e as demais estacdes (grafico 3A).

Em relagéo a P4, 0 teste assinalou a primavera com diferenca significante em relagdo as

demais estacOes, enquanto houve semelhanga entre o outono e o inverno, entre o inverno

e 0 verdo, porém, com diferenca entre outono e verdo (grafico 3B).

Gréfico 3:

Distribuicdo das concentragbes hormonais ao longo das estacdes do ano, sendo (A)
representando Estradiol e (B) representando Progesterona. Diferentes letras indicam diferencas estatisticas
entre o0s estagios.
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Tabela 2: Andlises de comparagdo de médias entre os perfis dos hormonios E, e P, com as estacdes do
ano. Os dados foram apresentados pela média e erro padrdo da média. Os valores de estradiol foram
transformados em logE, e os valores de P, foram transformados em 1/vP, Houve diferenca estatistica
quando p<0,05. Diferentes letras indicam diferencas estatisticas entre as estacdes.

hormonio outono inverno primavera verao P
E, 81,72 £53,53% 153,70 +54,56* 60,86 + 24,288 51,29 + 26,068  0.0060
P4 1,73 + 0,66 0,59 + 0,08"8 4,82 +1,33° 2,20+0,818  <0,0001
N 24 22 19 18
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O grafico 4 mostra uma anéalise de perfis médios hormonais comparando as
concentragcfes em cada estagio folicular e na presenca de ovos e/ou embrides no oviduto,
isoladamente. Ou seja, € um comparativo das médias hormonais na presen¢a de uma
estrutura num determinado estagio, sem a presenca de outras estruturas em estagios com
nivel de vitelogénese mais avancado ou na presenca de alguma estrutura no oviduto. As
concentragOes de E» apresentam-se nos menores niveis nos foliculos E-I, tendendo a
elevar-se nos estagios foliculares subsequentes, alcancando maiores concentragdes no
estagio E-1V. As concentragdes de E> tentem a cair quando ocorre gestagdo. Em relagéo
a P4, as concentragdes tendem a elevar na presenca de foliculos E-IV e alcanga os maiores
niveis na gestacéo.

Gréfico 4: Perfis médios hormonais em relacdo aos estagios foliculares e estruturas presentes no oviduto
(O/E= ovos/embrifes).
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O grafico 5 representa a distribuicdo das médias de concentra¢cdes hormonais em
relacdo a cada estagio folicular e gestacéo, utilizando os dados selecionados para o grafico
4. Utilizamos a comparac¢ao de médias para analisar o efeito das concentragdes hormonais
de E2 e P4 sobre as estruturas examinadas por ultrassonografia. O grafico 4A apresenta
uma tendéncia estatistica apontando uma diferenga nas concentragdes elevadas de E:
sobre os foliculos vitelogénicos E-Ill, E-IV e nas gestacbes (O/E). Em relacdo as
concentracdes de P4, as médias se mostraram significantemente elevadas na presenca de
ovos e embriBes no oviduto (O/E), como mostra o grafico 4B. Também houve diferenga

nas medias de P4 entre os foliculos E-1V com o0s ovos e embrides no oviduto, enquanto as
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médias deste horménio esteve semelhante na presenca dos foliculos E-I, E-Il e E-lII
(gréfico 4B).
Gréafico 5: ConcentracGes hormonais em relacdo a observacdo de cada estagio folicular e estruturas no

oviduto, sendo (A) representando Estradiol e (B) representando Progesterona. Diferentes letras indicam
diferencas estatisticas entre os estagios.
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d 2 20
g a E
- 400,28 ® = 15
Y150 ’ -
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10 1030
100 8050
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o 148, € C 17 C
0
E-I E-ll E-I1I E-IV Q/E E-I E-lI E-111 E-IV O/E

Tabela 3: Andlises de comparacdo de médias entre os perfis dos horménios E, e P, com os diferentes
estagios foliculares e presenca de ovos e embrides no oviduto. Os dados foram apresentados pela média e
erro padrdo da media. Houve diferenca estatistica quando p<0,05. Diferentes letras indicam diferencas
estatisticas entre os estagios.

horménio E-l E-11 E-11I E-IV OIE p
0 5413+ 12738 137,56 + 103.80 -
E. 7,86 41,29 24,6278 62,657 71,407 32008 00573
P, 053+009C 048+006° 075+009C 246+085° 10,01+216° <0,0001
N 14 16 20 16 15

(*) Indica tendéncia estatistica.

O grafico 6 mostra as variagdes hormonais conjuntas nos quatro meses que
precederam a gestacdo (nmeros negativos no eixo) e Nos quatro meses em gque ocorreram
a gestacdo. No més Zero estima-se que ocorreu a ovulacdo. Considerando assim, as
concentracdes de P4 se mantiveram baixas nos meses pré-ovulatérios. Na sequéncia
demonstra-se uma tendéncia a elevagdo no més de ovulagéo, que vai culminar com um
pico no més dois de gestacdo. O més quatro, apos o qual a maioria dos partos foram
registrados, ja demonstra tendéncia a queda dos niveis. Os niveis hormonais zerados no
més trés se deve a auséncia de dados por impedimento de atividade da equipe técnica
(coincidentemente nos anos | e II). As concentracbes de E» apresentam um pico

importante no més estimado como pré-ovulatorio.
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Gréfico 6: Perfis médios hormonais no periodo pré-ovulatério e pés-ovulatorio (gestacional), considerando
0 més 0 (zero) como més da ocorréncia da ovulacdo. (*) indica auséncia de dados no més 3.
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5. DISCUSSAO

Este foi o primeiro estudo reprodutivo in vivo, onde foi acompanhado o ciclo de
um grupo de fémeas do género Bothrops por um extenso periodo, avaliando suas
concentracdes hormonais associadas a varia¢do das estruturas gonadais. A analise geral
dos dados demonstram que, em cativeiro, 0s eventos do grupo experimental tenderam a
similaridade com periodo reprodutivo padrdo geral do grupo Bothrops (ALMEIDA-
SANTOS; SALOMAO, 2002), porém, com algumas caracteristicas da plasticidade no
timming reprodutivo ja observadas em outros estudos, tal como a vitelogénese secundéaria
estendida (SANT’ANNA et al., 2007a; GREGO et al., 2011; ALMEIDA-SANTOS et al.,
2014; SILVA et al., 2019).

O inverno foi a estacdo com destaque para maior liberacdo de E> (graficos 2C e
3A), alinhado a maior contabilidade de foliculos vitelogénicos dos estagios E-lll e E-IV
(gréfico 2D). Para reforgar esta relacdo, a comparacdo de medias mostrou tendéncia
estatistica entre E2 e os foliculos vitelogénicos em estagio E-111 e E-IV (grafico 5A).
Nota-se, ainda no grafico 5A, semelhanca nas concentracdes de E2 na presenca dos
estagios vitelogénicos e na presenca de estruturas de gestacdo. Isto pode ser explicado
pela presenca de foliculos vitelogénicos e gestagdo ao mesmo tempo na fémea Bax02

(gréfico 11). Considerando que a contabilidade dos foliculos foi feita a partir da
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possibilidade da visualizacdo nas anélises ultrassonograficas, vale lembrar que as grandes
dimensdes de ovos e embrides no oviduto geralmente encobrem a visdo de possiveis
foliculos em outros estagios presentes no ovario. Este fato sugere que, as demais serpentes
que também apresentaram concentracdes elevadas de E» durante a gestacdo,
possivelmente também estivessem com foliculos vitelogénicos. O destaque ¢ a diferenca
significante das concentracdes de P4 na presenca de foliculos E-1V, como indicado no
gréafico 5B. Sendo assim, ocorrendo gestacao e vitelogénese ao mesmo tempo, pode-se
explicar as altas concentragdes de E> durante as gestagdes, como mostrados pelos gréficos
4 e 5A.

Entretanto o gréafico 6 sugeriu com mais clareza o papel desempenhado por E2 na
vitelogénese e preparo do oviduto para gestacdo, e que este horménio seja responsavel
pela ovulacdo devido ao seu aumento gradativo antes, e queda apos este evento, tal como
descrito por Bonnet et al (1994). Este padrdo assemelha-se ao apresentado por mamiferos
(SCHWARTZ, 2000). Portanto, no que se refere a atividade de E», os resultados deste
estudo reforgam o papel que este hormdnio exerce na promocéo da vitelogénese, preparo
do oviduto para gestacdo e influéncia no comportamento reprodutivo desta espécie, assim
como ja fora observado em outras espécies de viperideos, tais como Vipera aspis,
Crotalus durissus e Bothops jararaca, bem como em Thamnophis sirtalis parietalis
(Colubridae), além de observado em estudos comparativos entre tartarugas e lagartos
(CREWS; GARSTKA, 1982; HO et al., 1982; BONNET; NAULLEAU; MAUGET,
1994; ALMEIDA-SANTQS, 2005).

As concentracOes de P4 se mostraram significantemente elevadas na primavera em
todas as analises, e na mesma época foram observadas a presenca de ovos e embrides no
oviduto com maior frequéncia e quantidade. Na comparacdo de médias entre P4 e as
estacBes do ano (grafico 3B), nota-se que as gestacdes iniciadas no final do inverno
(Bax03 e Bax04 no ano Il —figura 11), assim como as gestacGes que finalizaram no verao
(Bax02 e Bax05 — figura 11), influenciaram na semelhanca estatistica das concentragdes
deste hormonio entre inverno e verdo. A queda das concentracdes de P4 ocorreu com
maior frequéncia no verdo, mesma época em que também ocorreu a maioria dos
nascimentos (grafico 2C, quadro 3 e 4). Sendo assim, os dados reforcam o papel de P4 na
manutencdo da gestacdo destas fémeas, assim como ja comprovada a influéncia deste
horménio em Bothrops jararaca, Crotalus atrox, além de outras serpentes viviparas
(TAYLOR; DENARDO; JENNINGS, 2004; ALMEIDA-SANTOS, 2005; TAYLOR;
DENARDO, 2011).
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Segundo Taylor & DeNardo (2011), os estudos ja realizados em serpentes indicam
fortemente que estas utilizam o eixo hipotalamico-pituitario-gonadal semelhante ao de
outros vertebrados, com ciclo influenciado pelo fotoperiodo anual. As fémeas desse
estudo foram mantidas sob o mesmo fotoperiodo artificial durante o ano, com umidade e
temperaturas também controladas. E sugestivo que a filogenia tenha exercido influéncia
no ciclo destas fémeas, porém, para afirmar se é significante a influéncia da sazonalidade
da regido geogréfica onde sdo mantidas, sobre o ciclo reprodutivo do grupo de jararaca-
do-Norte, € necessaria a realizacdo de um estudo semelhante, agregando dados mais
precisos da variacdo de temperatura e umidade do biotério, para nos dar maiores
informacgdes de qual variavel influencia no ciclo reprodutivo, quando estes animais séo
mantidos em biotério. A influéncia do outono e inverno sugere o estimulo para as
elevagOes das concentracfes de E» nestes periodos e assim dar inicio aos processos de
vitelogénese e receptividade para copula. No geral, o pico vitelogénico ocorreu durante a
época seca da regido Sudeste (final do outono e durante o inverno), em especial a regido
de dominio da Mata Atlantica. Estes achados assemelham-se em parte aos descritos por
Silva (2019), em que a jararaca-do-Norte apresentou ciclo vitelogénico no final da estagédo
chuvosa e inicio da seca amazonica, correspondendo aos meses de janeiro a agosto, bem
como o extenso periodo de vitelogénese secundaria.

O intervalo entre as datas de confirmacdo de copula e a estimativa da ovulagéo
sugerem que ocorreu estocagem de esperma obrigatoria em condicGes de cativeiro
(quadros 3 e 4), enquanto no habitat da espécie a estocagem pode ser facultativa, devido
a haver condicdes favoraveis para reproducdo durante todo o ano (ALMEIDA-SANTOS,
2005; BISNETO; KAEFER, 2019; SILVA, 2019; SILVA et al., 2019, 2020b).

A realizacdo deste estudo nos leva a elaborar questdes que necessitam de futuras
investigacdes, referentes a regulacio do ciclo hormonal das jararacas. E preciso
determinar o mecanismo de regulacéo/inibicéo da progesterona e estradiol nas serpentes,
pois é sugestivo que sdo hormonios ndo atuantes de forma antagonista. Importante
determinar o momento e as condi¢es da ovulagdo, e o periodo mais exato de gestacao,
para 0s quais ha somente estimativas bastante imprecisas. Se faz necessario investigar 0s
foliculos que ndo geraram filhotes: os que ndo foram fertilizados, os que tiveram morte
embrionaria inicial, bem como qual a carga de espermatozdides vidveis minima
necessaria para fertilizar todos os foliculos que ovularam. Outro evento a ser investigado
é areabsorcdo de foliculos. As anélises ultrassonogréficas das serpentes que nao gestaram

no ano |, permitiram acompanhar o surgimento e aumento de nimero de foliculos
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vitelogénicos no outono-inverno, e a posterior reducdo do numero destes foliculos no
verdo. Se os foliculos em estagio IV sdo reabsorvidos, entdo faz-se necessario o estimulo
no momento da copula para que ocorra a ovulacdo? As espiculas dos hemipénis dos
machos tém alguma funcdo além da fixacdo? A fémea Bax01 chegou a formar foliculos
E-1V, porém ndo houve sucesso nos pareamentos, bem como as serpentes que ndo pariram
no ano I. Somente as fémeas que copularam expeliram ovos que ndo geraram filhotes.
Outra questdo a ser investigada € o que induz e qual o mecanismo de reprogramacéo
celular que leva a reabsorc¢éo de foliculos.

O grupo de serpentes deste estudo teve 0 maximo de variaveis controladas, sendo
irmds da mesma ninhada, primiparas, mantidas em igual condi¢bes de alimentacéo,
abrigo, temperatura e umidade, mesmas tentativas de pareamento. Entretanto nem todas
as fémeas foram reprodutivas, ou ndo o foram no ano I. Supostamente, todo o grupo tinha
vitelogenina circulante, 0 que poderia promover a receptividade e interacdo com 0s
machos para acasalamento. Sendo assim, este estudo mostra que, mesmo em cativeiro
com condigdes controladas, nem todas as fémeas de uma mesma populagdo séo
reprodutivas na estacdo de acasalamento, corroborando os estudos de Taylor & DeNardo
(2011) e Almeida-Santos et al (2014). Vale também considerar a disposi¢édo individual
dos machos pareados no momento da copula. E importante investigar os parametros
hormonais sexuais minimos, em fémeas e machos com comportamento receptivo e
estimulado para a copula.

Em viperideos do hemisfério norte, como Crotalus atrox (distribuida pelo Mexico
e centro-sul dos Estados Unidos) foram observadas baixas concentragdes de E> e P4, ao
longo do ano, em fémeas nédo reprodutivas, enquanto nas fémeas reprodutivas E> foi
elevado durante a primavera, que € o periodo de vitelogénese da espécie e outras de
regibes temperadas (TAYLOR; DENARDO, 2005, 2011). Vipera aspis, viperideo
europeu, possui 0 mesmo padrdo sazonal reprodutivo de C. atrox, com vitelogénese na
primavera e parturicdo no final do verdo. Esta espécie apresentou altos niveis de E;
plasmatico em fémeas reprodutivas na primavera, com declinio no inicio do verao,
permanecendo basal (SAINT GIRONS; BRADSHAW; BRADSHAW, 1993). Esses
periodos diferem do que foi apresentado no presente estudo por B. atrox, que mostrou,
em cativeiro, picos de E> e maior contagem de foliculos vitelogénicos no outono e
inverno, se assemelhando com a vibora verde arboricola chinesa Trimeresurus stejnegeri,
além das cascavéis neotropicais e jararacas (TSAI; TU, 2001; ALMEIDA-SANTOQOS;
SALOMAO, 2002; ALMEIDA-SANTOS et al., 2004; ALMEIDA-SANTOS, 2005;
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BARROS; ROJAS; ALMEIDA-SANTOS, 2020).

Os picos de P4 foram observados nas serpentes reprodutivas, sempre associados a
presenca de ovos e embrides no oviduto, iniciando nos meses de agosto ou setembro (final
do inverno/inicio da primavera), com queda no final da primavera e, na maioria das vezes,
durante o verdo, com os nascimentos dos filhotes. Isso relaciona a funcéo de P4 ao periodo
de gestacdo, assim como na cascavel C. atrox, na qual Ps é elevado em fémeas
reprodutivas de meados da primavera até meados do verdo, com picos no inicio do verao,
correspondendo com o periodo de gestacdo da espécie. Os dados deste estudo também
assemelham-se ao da cascavel neotropical (C. durissus terrifcus), na qual observou-se
altos niveis de P4 do fim do inverno até o verdo, especialmente durante a gestacdo
(ALMEIDA-SANTOS; SALOMAO, 2002; ALMEIDA-SANTOS et al., 2004:
ALMEIDA-SANTOQOS, 2005). Em N. naja as concentracfes de P4 sdo semelhantemente
elevadas da ovulacdo até a ovoposicdo (BONA-GALLO et al.,, 1980). Em fémeas
reprodutivas de V. aspis, as concentracfes plasmaticas de P4 sdo elevadas durante a
gestacdo, que ocorre de meados da primavera até meados do verdo; entram em declinio
na parturicdo, no inicio do outono, e volta a aumentar durante o inverno (BONNET et al.,
2001).

Ainda que as fémeas demonstrassem padrdes diferenciados entre si, 0
agrupamento de dados deste estudo foi importante para buscar tendéncias, que podem
orientar aplicac6es futuras de protocolos de biotecnologia, para reproducdo em cativeiro.
Tais informacdes sdo necessarias para que as jararacas alcancem o dominio reprodutivo,
seja por reproducdo natural ou assistida, e assim colaborar com a autossuficiéncia dos
plantéis destinados a producdo de biofarmacos, como também colaborar com a

conservacao das espécies vulneraveis.

6. CONCLUSAO

O uso de imagens ultrassonograficas associadas as dosagens sanguineas
hormonais, como metodologia minimamente invasiva, mostrou ser uma relevante técnica
a ser aplicada em estudos reprodutivos em serpentes in vivo, especialmente no
acompanhamento dos mesmos animais por longos periodos. Nao houve qualquer baixa

nem estresse excessivo detectado, que causasse debilidade nas serpentes do grupo
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experimental, devido a metodologia.

A jararaca-do-Norte é conhecida pela plasticidade em seu timming reprodutivo,
como exemplo podemos citar a vitelogénese secundéria estendida e a estocagem
facultativa de esperma. Entretanto o grupo experimental, em cativeiro, mostrou altas
concentracdes de estradiol relacionadas a vitelogénese secundaria e ao periodo do
inverno, bem como estocagem obrigatéria de esperma. Além disso, as fémeas
apresentaram altas concentracdes de progesterona relacionadas ao periodo de gestacdo e
ao periodo da primavera, com queda em especial no verdo, quando ocorreu a maioria dos

partos.

Este trabalho contribui para agregar a literatura, tdo escassa de estudos
reprodutivos em viperideos neotropicais, de ciclos reprodutivos de individuos
acompanhados por um extenso periodo de tempo. Ainda hd muitos estudos in vivo a serem
desenvolvidos para melhor investigar a biologia reprodutiva da jararaca-do-Norte, quanto
a de outras espécies do género Bothrops. Em especial as espécies que participam da cadeia
de producéo de soros antiofidicos, e cujo sucesso de copula é raro em cativeiro, tal como
a jararacucu (Bothrops jararacussu). E necessario que estas espécies alcancem o dominio
reprodutivo, associando utilizacdo de técnicas de biotecnologia, tais como colheita de
sémen, inseminacdo artificial e inducdo hormonal, como é amplamente utilizado em

demais animais de producéo domésticos.
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APENDICE A: Dados individuais da fémea Bax01. 12 barra: Identificacdo, valores biométricos, data de nascimento, procedéncia dos pais.
Planilha a partir da 22 barra: Dados relacionados em colunas com data colheita de dados (separadas por estacdes do ano), dosagens hormonais de
E> (estradiol) e P4 (progesterona), contabilidade de foliculos E-1 e E-11 (ndo-vitelogénicos), E-11l e E-1V (vitelogénicos), ovos e embrides (O/E)
observados nas analises ultrassonogréaficas, datas de copula e parto, observacdes de intercorréncias. Nao houve copula.

Fémea: Bax 01

cre-ct (cm): 102-117 cm

peso: 864g

procedéncia: Sdo Bento - MA

dosagens hormonais

E-

E-11

E-111

E-IVv O/E

data estacdo Py E:  <0Scm >06e >lle >21e é?(& observacdes
(ng/mL)  (pg/mL) <1,0cm <2,0cm <3,0cm i

1-mar-20 0,41 2,58 12 8 0 0 0

13-abr-20  outono 0,54 1,25 16 14 0 0 0
18-mai-20 0,36 55,65 26 10 0 0 0

16-jun-20 inverno 0,33 24,35 20 16 5 0 0
13-ago-20 0,24 1,44 12 2 12 0 0 Nenhuma cépula confirmada apds varios pareamentos
16-set-20 1,02 1,85 17 0 10 0 0
primavera
14-out-20 1,4 4,78 20 3 13 0 0
15-dez-20 0,57 6,72 12 10 4 0 0
6-jan-21  verdo 0,87 12,99 31 12 6 0 0

24-fev-21 0,48 3,56 48 0 0 0 0

26-abr-21  outono 0,15 12,47 33 0 0 0 0

29-jun-21 . 0,56 122,78 14 15 0 0 0

inverno
24-ago-21 15 17 0 0 volume de sangue insuficiente para dosagens
28-set-21 10 17 1 0 ndo houve coleta sanguinea
primavera

17-nov-21 1,74 9,95 4 1 14 0




69

APENDICE B: Dados brutos da fémea Bax02. 12 barra: Identificagdo, valores biométricos, data de nascimento, procedéncia dos pais. Planilha a
partir da 22 barra: Dados relacionados em colunas com data colheita de dados (separadas por estacdes do ano), dosagens hormonais de E; (estradiol)
e P4 (progesterona), contabilidade de foliculos E-1 e E-I1 (ndo-vitelogénicos), E-111 e E-I1V (vitelogénicos), ovos e embrides (O/E) observados nas
analises ultrassonograficas, datas de copula, parto, e observacdes de intercorréncias e dados de parto.

Fémea: Bax 02 cre-ct (cm): 107/120 cm peso: 890g nasc: 28/nov/17 procedéncia; Sdo Bento - MA
dosagens hormonais E-l E-11 E-ll BV OE
data estag&o Py E:  <05cm >06e >lle >21e % copula  parto observagao
(ng/mL) (pg/mL) <1,0cm <2,0cm <3,0cm g

1-mar-20 0,29 4,58 12 0 0 0 0 - -

13-abr-20  outono 0,56 66,56 9 9 0 0 0 - -
18-mai-20 0,63 9,36 29 9 13 0 0 - -

16-jun-20 0,45 8,11 15 0 15 0 0 24/jun/20 -

inverno

13-ago-20 10,25 192,9 16 1 10 6 0  12/ago/20 -

16-set-20 | 2,01 161,24 6 1 0 14 - -

primavera

14-out-20 8,05 425,28 5 14 0 21 - -
15-dez-20 13,05 241,12 0 6 0 15 - 27/dez/20 pariu 5 filhotes vivos, 1 teratogénico morto e 9 ovos atrésicos

6-jan-21  verdo 1,19 189,89 19 7 3 7 0 - -
24-fev-21 0,68 6,88 29 2 1 0 0 - -
26-abr-21  outono 0,26 10,22 31 0 0 0 0 - -
29-jun-21 | 0,29 74,59 34 10 0 0 0 - -

inverno

24-ago-21 0,59 86,46 18 0 21 0 0 - -

28-set-21 | . . 6 0 0 24 0 - - ndo houve coleta sanguinea

primavera . . L

1-nov-21 1,9 2,88 19 0 0 0 29 - 27[fev/22 pariu 26 filhotes e 24 ovos atrésicos
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APENDICE C: Dados brutos da fémea Bax03. 12 barra: Identificagio, valores biométricos, data de nascimento, procedéncia dos pais. Planilha
a partir da 22 barra: Dados relacionados em colunas com data colheita de dados (separadas por estacdes do ano), dosagens hormonais de E>
(estradiol) e P4 (progesterona), contabilidade de foliculos E-1 e E-Il (ndo-vitelogénicos), E-1ll e E-IV (vitelogénicos), ovos e embrides (O/E)
observados nas analises ultrassonogréaficas, datas de copula, parto, e observacdes de intercorréncias e dados de parto.

Fémea: Bax 03 cre-ct (cm): 107-123 cm peso: 780g nasc: 28/nov/17 procedéncia: Sao Bento - MA

dosagens hormonais E-l E-1l E-1N E-IV. O/E

data estacéo Py E, <05cm >06e >lle >21e %‘ copula parto observagéo
(ng/mL)  (pg/mL) <1,0cm <2,0cm <3,0cm g

1-mar-20 0,36 6,55 9 8 0 0 0 - -

13-abr-20  outono 0,72 12,45 10 0 0 0 0 - -
18-mai-20 0,34 22,89 33 20 0 0 0 - -

16-jun-20 . 0,77 . 20 17 5 0 0 - - vol. Sangue insuficiente para dosagem de E;

inverno
13-ago-20 . . 20 1 12 4 0 - - volume de sangue insuficiente para dosagens
16-set-20 | 1,54 12,13 19 0 18 1 0 - - sem cépulas confirmadas apds pareamentos
primavera

14-out-20 1,7 11,61 5 16 11 0 0 - -

15-dez-20 0,33 2,14 29 15 0 0 0 - -

6-jan-21  verdo 0,77 4,89 43 0 0 0 0 - -

24-fev-21 0,55 2,55 62 0 0 0 0 - -

26-abr-21  outono 1,14 19,6 40 0 0 0 0  02/mai/21 -

29-jun-21 0,89 1142,3 4 4 17 1 0 - -

inverno

24-ago-21 1,76 12,64 10 0 0 0 25 - -

28-set-21 fimavera . . 0 0 0 0 25 - - ndo houve coleta sanguinea

1-nov-21 P 30,82 186,99 0 0 0 0 22 - 02/jan/22 pariu 14 filhotes vivos, 2 natimortos e 1 ovo atrésico
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APENDICE D: Dados brutos da fémea Bax04. 12 barra: Identificagio, valores biométricos, data de nascimento, procedéncia dos pais. Planilha
a partir da 22 barra: Dados relacionados em colunas com data colheita de dados (separadas por estacdes do ano), dosagens hormonais de E>
(estradiol) e P4 (progesterona), contabilidade de foliculos E-1 e E-Il (ndo-vitelogénicos), E-11l e E-IV (vitelogénicos), ovos e embrides (O/E)
observados nas analises ultrassonogréaficas, datas de copula, parto, e observacdes de intercorréncias e dados de parto.

Fémea: Bax 04 cre-ct (cm): 99,5-112 cm peso: 813g nasc: 28/nov/17 procedéncia: Sao Bento - MA

dosagens hormonais E-l E-ll S E-IV. OIE

data estacdo Ps E:  <05cm >06e >lie >21e é?(@ cépula  parto observacio
(ng/mL) (pg/mL) <1,0cm <2,0cm <3,0cm g
1-mar-20 0,63 3,22 10 0 0 0 0 - -
13-abr-20  outono 0,55 1,22 10 12 0 0 0 - -
18-mai-20 0,29 12,45 32 6 0 0 0 - -
16-jun-20 | 0,49 204,27 22 14 6 0 0 - -
inverno
13-ago-20 1,42 23,06 0 13 3 0 - - sem cépulas confirmadas apds pareamentos
16-set-20 | 0,63 1,25 1 0 11 0 - -
primavera
14-out-20 0,51 5,69 6 1 1 10 0 - -
15-dez-20 1,56 2,22 10 4 10 0 0 - -
6-jan-21  verdo 2,2 10,45 43 1 7 2 0 - -
24-fev-21 0,81 5,18 16 17 3 0 0 - -
26-abr-21  outono 1,78 35,01 3 0 14 2 0 02/maif21 -
29-jun-21 2,04 299,89 4 9 0 - -
inverno
24-ago-21 11,86 105,99 0 0 17 - -
28-set-21 0 0 19 - - ndo houve coleta sanguinea
rimavera : - . . .
1-nov-21 p 2.92 8,96 19 10 0 0 14 i 11/noy/21 Paru 7 ovos atrésicos, 3 filhotes vivos, 3 teratogénicos

mortos, 1 teratogénico vivo
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APENDICE E: Dados brutos da fémea Bax05. 12 barra: Identificagio, valores biométricos, data de nascimento, procedéncia dos pais. Planilha a
partir da 22 barra: Dados relacionados em colunas com data colheita de dados (separadas por esta¢cdes do ano), dosagens hormonais de E> (estradiol)
e P4 (progesterona), contabilidade de foliculos E-1 e E-I1 (ndo-vitelogénicos), E-111 e E-I1V (vitelogénicos), ovos e embrides (O/E) observados nas
analises ultrassonograficas, datas de copula, parto, e observacdes de intercorréncias e dados de parto.

Fémea: Bax 05 cre-ct (cm): 105-120 cm peso: 860g nasc: 28/nov/17 procedéncia: Sao Bento - MA

dosagens hormonais E-l E-ll E-1N E-IV. O/E

data estag&o Py E:  <05cm 066 >lie >21e % copula  parto observagéo
(ng/mL) (pg/mL) <1,0cm <2,0cm <3,0cm i

1-mar-20 0,1 6,71 9 9 0 0 0 - -

13-abr-20  outono 0,82 31,62 7 9 0 0 0 - -
18-mai-20 0,72 312,14 14 13 6 0 0 - -

16-jun-20 . 2,07 12,13 12 5 8 1 0  15/jun/20 -

inverno
13-ago-20 0,64 2,45 1 0 17 0 - -
16-set-20 11,12 4,66 0 0 0 0 18 - -
primavera
14-out-20 15,45 100,25 0 0 0 25 - -
15-dez-20 6,01 6,72 0 0 0 11 - 30/dez/20 8 filhotes vivos e 9 ovos atrésicos
6-jan-21  verdo 0,37 12,47 44 0 0 0 0 - -

24-fev-21 0,32 4,99 42 0 0 0 0 - -

26-abr-21  outono 0,32 . 27 0 0 0 0 - - vol. Sangue insuficiente para dosagem de E2
29-jun-21 0,84 44,96 13 17 0 0 0 18/jul/21 -

inverno

24-ago-21 0,44 312,14 6 0 20 0 0 - -

28-set-21 . . 5 0 18 5 0 - - ndo houve coleta sanguinea
31-out-21 primavera 3,85 2,55 0 0 0 0 23 - -
17-nov-21 15,69 95,88 0 0 0 0 19 - 23/fev/22 pariu 7 filhotes vivos e 14 ovos atrésicos
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APENDICE F: Dados brutos da fémea Bax06. 12 barra: Identificagdo, valores biométricos, data de nascimento, procedéncia dos pais. Planilha a
partir da 22 barra: Dados relacionados em colunas com data colheita de dados (separadas por estacdes do ano), dosagens hormonais de E; (estradiol)
e P4 (progesterona), contabilidade de foliculos E-1 e E-I1 (ndo-vitelogénicos), E-111 e E-I1V (vitelogénicos), ovos e embrides (O/E) observados nas
analises ultrassonograficas, datas de copula, parto, e observacdes de intercorréncias e dados de parto.

Fémea: Bax 06 cre-ct (cm): 120-135 cm peso: 943g nasc: 28/nov/17 procedéncia: S&o Bento - MA
dosagens hormonais E-l E-lI E-ll BV OE
data estacéo P, E, <05cm >06e >lle >21e copula parto observacao
(hg/mL)  (pg/mL) <1,0cm <2,0cm <3,0cm i

1-mar-20 0,34 5,95 10 0 0 0 0 - -

13-abr-20  outono 0,81 13,88 10 11 0 0 0 - -
18-mai-20 1,1 12224 21 15 13 0 0 - -

16-jun-20 . 0,52 16 15 1 16 0 0 - -
13-ago-20 nverno 0,62 19,22 7 1 16 1 0 - - sem cépulas confirmadas apds pareamentos
16-set-20 1,25 8,79 13 1 9 1 0 - -
primavera
14-out-20 0,45 12,44 31 2 18 0 0 - -
15-dez-20 8,05 400,28 42 20 0 0 0 - -
6-jan-21  verdo 0,5 2,22 43 0 0 - -

24-fev-21 0,2 7,89 57 0 0 - -

26-abr-21  outono 0,42 10,78 53 0 0 0 0  02/mai/21 -

29-jun-21 | 0,44 275,23 10 11 13 0 0 - -
24.ago-21 oM o5 23578 9 0 26 6 0 : :

3l-out-21 | . . 9 0 0 0 24 - - ndo houve coleta sanguinea
17-nov-21 primavera 15,57 88,23 0 0 0 0 26 - 13/fev/22 pariu 1 natimorto e 27 ovos atrésicos
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APENDICE G: Relagio entre horménios e foliculos em Bax01 nos meses de estudo: Grafico
de oscilagBes hormonais (linhas - superior) alinhado ao gréfico de contabilidade de foliculos
(barras empilhadas), relacionando as concentracfes de estradiol e progesterona com a
contabilidade de foliculos ndo-vitelogénicos (estagios I e I1), vitelogénicos (estagios Il e V). As
faixas () indicam periodos de pareamento

Bax 01: concentragdes hormonais x estruturas das gonadas
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APENDICE H: Relagio entre horménios e foliculos em Bax02 nos meses de estudo: Gréfico
de oscilages hormonais (linhas - superior) alinhado ao gréafico de contabilidade de foliculos,
ovos/embriBes (barras empilhadas), relacionando as concentragGes de estradiol e progesterona
com a contabilidade de foliculos ndo-vitelogénicos (estagios I e I1), vitelogénicos (estagios Il e
IV), ovos e embrides (gestacdo). As faixas () indicam periodos de pareamento; () indica
parto; (») indica parto apds conclusdo do estudo; (,))) indica copula.

Bax02: concentragdes hormonais x n° estruturas das génadas
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APENDICE I: Relagdo entre hormonios e foliculos em Bax03 nos meses de estudo: Gréfico
de oscilagbes hormonais (linhas - superior) alinhado ao grafico de contabilidade de foliculos,
ovos/embrides (barras empilhadas), relacionando as concentracdes de estradiol e progesterona
com a contabilidade de foliculos n&o-vitelogénicos (estagios I e I1), vitelogénicos (estagios Il e
IV), ovos e embrides (gestacdo). As faixas () indicam periodos de pareamento; (») indica
parto ap6s conclusdo do estudo; () indica copula.

Bax03: concentragdes hormonais x estruturas das génadas
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APENDICE J: Relagéo entre horménios e foliculos em Bax04 nos meses de estudo: Gréfico
de oscilagBes hormonais (linhas - superior) alinhado ao grafico de contabilidade de foliculos, ovos
e embrides (barras empilhadas), relacionando as concentrac6es de estradiol e progesterona com a
contabilidade de foliculos ndo-vitelogénicos (estagios | e Il), vitelogénicos (estagios Il e 1V),
ovos e embrides (gestacdo). As faixas () indicam periodos de pareamento; () indica parto;
() indica copula.

Bax04: concentrag¢des hormonais x estruturas das gonadas
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APENDICE K: Relacéo entre horménios e foliculos em Bax05 nos meses de estudo: Gréfico
de oscilagbes hormonais (linhas - superior) alinhado ao grafico de contabilidade de foliculos,
ovos/embrides (barras empilhadas), relacionando as concentracdes de estradiol e progesterona
com a contabilidade de foliculos n&o-vitelogénicos (estagios | e Il), vitelogénicos (estéagios Il e
IV), ovos e embrides (gestacdo). As faixas () indicam periodos de pareamento; (#) indica
parto; (») indica parto ap6s conclusdo do estudo; () indica copula.

Bax05: concentragdes hormonais x estruturas das gonadas
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APENDICE L: Relacéo entre horménios e foliculos em Bax06 nos meses de estudo: Grafico
de oscilagbes hormonais (linhas - superior) alinhado ao gréafico de contabilidade de foliculos,
ovos/embrides (barras empilhadas), relacionando as concentracdes de estradiol e progesterona
com a contabilidade de foliculos ndo-vitelogénicos (estagios | e I1), vitelogénicos (estagios Il e
IV), ovos e embrides (gestacdo). As faixas () indicam periodos de pareamento; (») indica
parto ap6s conclusdo do estudo; () indica copula.

Bax 06: concentragdes hormonais x estigios foliculares
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ANEXOS



ANEXO 1: Tabela com os parametros de qualidade dos ensaios hormonais,
fornecidos pela Provet Veterinaria Diagndstica.

HORMONIO: ESTRADIOL (Immunotech)

78

CPM Cap Lig. L.N.E Sensibilidade CVIntra | CVIntra
Ensaio total B/BO (%) o0 Baixo Alto
(dose pg/mL)
1 35796 47% 0,09% 95 (1,79) 0,83% 4,90%
HORMONIO:PROGESTERONA - (Immunotech)
CPM Cap Lig. L.N.E Sensibilidade CVintra | CV Intra
Ensaio total B/BO (%) 0 Baixo Alto
(dose ng/mL)
1 33454 52% 0,30% 92 (0,02) 3,14% 2,88%
Legenda:

CPM: contagens por minutos

Cap. Lig: capacidade de ligagédo

L.N.E.: Ligacdo n&o especifica

CV Intra: coeficiente de variacéo intra-ensaio




