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RESUMO

MOTA, D. E. P. Avaliacdo seminal de Bothrops jararaca provenientes da natureza do estado
de Sao Paulo. 2020. 51 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina
Veterinéria e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2020.

O sucesso reprodutivo em animais de cativeiro por meio da eficiéncia de biotecnologias
aplicadas é essencial nos programas de conservacao. Assim, a coleta e a avaliacdo do
sémen sao 0s principais passos para qualquer programa de reproducao assistida, pois
permite a selecdo dos melhores machos reprodutores, bem como a preservacéo do material
genético. A Bothrops jararaca € uma serpente peconhenta e seu veneno é utilizado para a
producédo de soro e investigacdes farmacoldgicas no Instituto Butantan. Assim, estudos que
visam ao conhecimento das etapas da reproducdo em cativeiro sdo essenciais para sua
manutencdo ex situ. Dessa forma, foram avaliados os parametros seminais do ciclo
espermatico de B. jararaca. O procedimento foi realizado em trinta (n=30) machos de
Bothrops jararaca pertencentes ao biotério do Laboratério Especial de Ecologia e Evolugéo,
no Instituto Butantan. A avaliagdo do sémen e a coleta de dados biométricos foram
realizadas trimestralmente para estabelecer parametros sazonais. Os animais foram
avaliados ao longo de todas as estac¢des do ano, no periodo de 2017 a 2019. Os machos
amostrados apresentaram a média no comprimento rostro-cloacal (CRC) 77,65 £+ 1,14 (cm)
e 123,09 + 20,04 (g) de massa. O sémen de B. jararaca apresenta coloragéo
esbranquicada, consisténcia espessa. O volume médio obtido foi de 3,08+1,12(uL), com
médias de 57% para motilidade, 3,34 para vigor espermatico e 1,01x10°sptz/mL para
concentracdo. Morfologicamente, o espermatozoide segue o padrao filiforme descrito em
outros répteis escamados, com cabeca alongada e levemente curvada, além de apresentar
patologias descritas para outras espécies. Os resultados indicaram que ndo houve relacao
significativa entre 0 CRC e a massa e 0s parametros seminais. Quanto a avalia¢do sazonal
dos parametros seminais, o0 vigor espermatico (p=0,03) e a concentracao (p=0,01) tiveram
uma variagao significativa entre as estagdes climaticas e esses resultados séo relevantes
para a aplicacdo de biotecnologias para a reproducao e inseminacao artificial, que podem

ser replicados em outras espécies de serpentes.

Palavras-chave: avaliacdo seminal, espermatozoide, morfologia, Bothrops jararaca.



ABSTRACT

MOTA, D. E. P. 2020. Seminal evaluation of Bothrops jararaca from the state of Sao
Paulo. 51 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade de S&o Paulo, Sao Paulo, 2020.

Reproductive success in captive animals through the efficiency of applied biotechnologies
is essential in conservation programs. Thus, semen collection and evaluation are the main
steps for any assisted reproduction program, as it allows the selection of the best breeding
males, as well as the preservation of genetic material. Bothrops jararaca is a venomous
snake and its venom is used for the production of serum and pharmacological investigations
at the Butantan Institute. Thus, studies aimed at understanding the stages of reproduction
in captivity are essential for their ex situ maintenance. Thus, the seminal parameters of the
B. jararaca sperm cycle were evaluated. The procedure was performed on thirty (n = 30)
males of Bothrops jararaca belonging to the vivarium of the Special Laboratory of Ecology
and Evolution, at the Butantan Institute. Semen evaluation and biometric data collection
were performed quarterly to establish seasonal parameters in the period from 2017 to 2019.
The males sampled showed the mean cloacal rostrum length (CRC) 77.65 + 1.14 (cm) and
123.09 + 20, 04 (g) of dough. The semen of B. jararaca has a whitish color, thick consistency.
The average volume obtained was 3.08 + 1.12 (uL), with averages of 57% for motility, 3.34
for sperm vigor and 1.01x109sptz / mL for concentration, respectively. Morphologically, the
sperm follows the filiform pattern described in other scaled reptiles, with an elongated and
slightly curved head, in addition to presenting some pathologies described for other species.
The results indicated that there was no significant variation between the CRC and the mass
in relation to the seminal parameters, vivarium, but in the analysis of variance, applied to
correlate the seminal parameters of Bothrops jararaca with its seasonality, the sperm vigor
(p=0,01) and the concentration (p=0,03) had a significant variation during the climatic
seasons and these results are relevant for the application of biotechnologies for reproduction

and insemination artificial, which can be replicated in other species of snakes.

Keywords: seminal evaluation, spermatozoa, morphology, Bothrops jararaca.
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1. INTRODUCAO

O sucesso reprodutivo em animais de cativeiro por meio da eficiéncia de biotecnologias
aplicadas é essencial nos programas de conservagao. Assim, a coleta e a avaliacdo do
sémen sao 0s principais passos para qualguer programa de reproducao assistida, pois
permite a selecdo dos melhores machos reprodutores, bem como a preservacao do material

genético.

Durante muito tempo a avaliacdo seminal de serpentes foi realizada através da remocéao
e compressao dos ductos deferentes apés a eutanasia do animal, como descrito no trabalho
de Langlada et al (1994) para Crotalus durissus terrificus. Mengden et al (1980)
descreveram pela primeira vez uma metodologia que possibilitou este tipo de avaliacdo sem
o sacrificio obrigatorio do animal. A técnica consistia na contencao fisica do animal e na
realizacdo de delicadas massagens na regiao ventral do terco final do animal, exposicdo da
papila genital e colheita do sémen diretamente da cloaca com o auxilio de uma seringa.
Quinn (1989) descreveu a colheita de sémen através da eletroejaculacdo seguida de
massagens na regido ventral dos animais. No entanto, em ambas as metodologias a

contaminacdo do sémen por fezes e urato era recorrente.

Zacariotti et al (2007) realizaram a colheita de sémen em Crotalus durissus
modificando a técnica descrita por Mengden et al (1980), utilizando, além das massagens
digitais ventrais, um anestésico local. Foi utilizada lidocaina 1%, na dose de 15mg/kg,
aplicada em quatro diferentes pontos na regido pericloacal, o que favoreceu o relaxamento
da cloaca e exposicao da papila urogenital, possibilitando assim um maior controle sobre o

procedimento e reduzindo a chance de contaminacdo da amostra por fezes e urina.

Tourmente et al (2011) fizeram uma abordagem cirdrgica nos animais para realizar
a colheita de sémen em Boa constrictor, uma vez que, devido a sua forte musculatura, ndo
era possivel obter amostras de sémen por massagem ventral. Desta forma, os animais
receberam anestesia geral e em seguida foi feita uma incisdo 10 cm acima da cloaca. O

sémen foi entdo extraido apds uma seccao caudal em um dos ductos deferentes.

No grupo Bothrops, Silva at al (2015) realizou a avaliacdo seminal em Bothrops

insularis estabelecendo varios parametros de influéncia sazonal, no ciclo reprodutivo e
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determinou a maturidade sexual desses animais. Um padréo de ciclo reprodutivo diferente
foi observado em B. insularis (serpente insular, parente proximo de B. jararaca). Nessa
espécie, a espermatogénese acontece no outono, tem uma diminui¢cdo da sua atividade no
inverno e continua a producdo na primavera. (Kasperoviczus, 2009). Dessa forma, €
necessario o estudo do ciclo espermatico de Bothrops jararaca para a compreensédo do
estado dos espermatozoides ao longo das estacfes. Essas importantes informacoes
influenciam no sucesso das técnicas reprodutivas e no desenvolvimento de um banco

genético.

Revisao da literatura — Bothrops jararaca.

O género Bothrops constitui um clado bastante diversificado, com origem e radiacao
recente na regido Neotropical. Possui atualmente 46 espécies de serpentes desse género
gue séo distribuidas principalmente na América do Sul (WUSTER et al., 2002; CAMPBELL
& LAMAR, 2004, HAMDAN ET AL, 2019). Sendo um género que predomina espécies de
serpentes peconhentas, € um grupo que desperta o imaginario popular devido ao grande
indice de acidentes ofidicos por serpentes, no Brasil o género Bothrops corresponde a uma
parcela de 72,5% desses acontecimentos (BERNARDE, 2012). Além disso, o interesse da
industria farmacéutica para o desenvolvimento de farmacos através das toxinas presentes
no veneno desses animais, que podem abranger varios campos de pesquisas de
desenvolvimento, como no combate de tumores, disturbios cardiovasculares, entre outras
(Pesquisa FAPESP, 2000).

Bothrops jararaca (Wied, 1824 Viperidae) é uma espécie delgada e de tamanho
moderado, com uma média de 1200 mm de comprimento total (CAMPBELL & LAMAR
2004). Os individuos apresentam colorido variavel e manchas escuras em forma triangular
em ambos os lados e ao longo de todo corpo (GOMES & PUORTO, 1993), conferindo a
esta a espécie um padréo criptico de coloracdo (SAZIMA, 1988; 1992). B. jararaca possui
habito noturno e atividade durante a maior parte do ano. Sua dieta é bastante diversificada,
sendo que os adultos se alimentam principalmente de roedores, e os filhotes de anfibios
anuros (SAZIMA, 1992).
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As fémeas sdo maiores e mais robustas que os machos e possuem também maior
tamanho relativo de cabeca (JANEIRO-CINQUINI et al., 1992, SAZIMA, 1992). Esta
espécie esta distribuida verticalmente desde o nivel do mar até elevagbes préximas de
1.200 m, sendo encontrada em uma grande variedade de habitats (SAZIMA, 1992;
CAMPBELL & LAMAR 2004), como florestados, Mata Atlantica, florestas tropicais deciduas,
campos cultivados e até areas abertas com elevada acédo e presenca antropica (PUORTO
et al., 1991). Essa plasticidade no uso de habitats aliada a sua coloracao criptica faz com
gue a espécie esteja associada a 90% dos acidentes ofidicos registrados em todo pais
(CAMPBELL & LAMAR 2004).

O ciclo reprodutivo de serpentes, de maneira geral, pode ser caracterizado de acordo
o crescimento folicular e atividade testicular. Segundo Almeida-Santos e Orsi (2002), a
fémea de B. jararaca tem um ciclo reprodutivo sazonal, apresentando uma fase ativa de
crescimento folicular, acasalamento e gestagdo em um ano e uma fase de parturicdo
seguida de quiescéncia folicular em outro, o que caracteriza seu ciclo como bienal. A
vitelogénese ativa (com altos niveis de estradiol) se inicia em marco, no final do veréo, e
finaliza-se em setembro, na primavera. As cépulas ocorrem entre o final do verdo e comeco

do outono, coincidindo com fase vitelogénica das fémeas (ALMEIDA-SANTOS, 2005).

Segundo Janeiro-Cinquini (1993b), a espermatogénese nos machos de B. jararaca
tem inicio no verdo, quando a massa e o comprimento testicular atingem seu valor maximo.
Embora a presenca de espermatozoides nos ductos deferentes durante todo o ano sugira
uma maior flexibilidade quanto ao periodo de cépula, é no outono e inverno que a densidade
espermatica estd mais elevada. O tamanho minimo de maturidade sexual do macho de B.
jararaca foi de aproximadamente 540 mm (JANEIRO-CINQUINI, 1993b).

O sistema reprodutor das fémeas de serpentes € constituido por dois ovarios e dois
ovidutos, que se abrem na cloaca, unindo-se parcialmente nas adjacéncias da vagina
bilobada. (GOMES & PUORTO, 1993). Os ovarios dispéem-se de maneira assimétrica na
cavidade celomatica, estando o ovario direito localizado mais cranial que o ovario esquerdo.
Estes Orgaos estéo fixos na parede dorsal do corpo pelo mesovario. Os ovidutos dividem-
se em infundibulo, Utero (anterior e posterior) e vagina. (ALMEIDA-SANTOS, 2005).
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Segundo Almeida-Santos (2005), os ovarios de B. jararaca apresentam uma media
de 21 foliculos quiescentes, de coloracéo translicida ou esbranquicada e diametro inferior
a 10 mm, durante a primavera e inicio do veréo, quando estdo em vitelogénese primaria. E
a partir do final do veréo até o final do outono, os foliculos apresentam crescimento rapido,
tornando-se mais amarelados devido ao acréscimo de vitelo, com seu tamanho variando
de 10 a 30 mm.

Os machos de B. jararaca apresentam dois testiculos alongados que se comunicam
com a cloaca através dos ductos deferentes, tubos enovelados que terminam em papilas
genitais. Os testiculos séo revestidos por uma capsula fina e translicida chamada tunica
albuginea. Os machos também apresentam uma assimetria em relacdo ao posicionamento
do aparelho reprodutor, sendo o testiculo direito mais cranial que o esquerdo (ALMEIDA-
SANTOS, 2005).

Os orgéaos copulatérios séo dois hemipénis que, quando em repouso, encontram-se
invaginados em sacos localizados na base da cauda. Quando em atividade, estes sacos
abrem-se lateralmente na borda da abertura cloacal. Os hemipénis séo estruturas tubulares
e bifurcadas, apresentando sulco esperméatico também bifurcado, através do qual o sémen
€ conduzido, ap0s sua saida da papila genital, até o interior do trato reprodutivo da fémea.
As vias espermaticas da espécie sao constituidas pelos ductos eferentes dos testiculos,
ductos do epididimo e ductos deferentes. Estes Ultimos sdo opacos e convolutos em
machos adultos e em seu interior encontram-se liquidos seminais e espermatozoides.
(ALMEIDA-SANTOS, 2005)

Com o aprimoramento no estudo de avaliagcdo seminal, abrimos um amplo campo de
possibilidades para analises e técnicas para entender todo o ciclo reprodutivo do macho,
envolvendo o espermatozoide. O estudo da morfologia estrutural do espermatozoide pode
definir caracteristicas e estratégias reprodutivas que permitem o sucesso reprodutivo.
Estudos mostram que espécies as quais apresentam espermatozoides estocados no
oviduto ou nos ductos deferentes podem apresentar um maior desenvolvimento das

membranas multilaminares na peca intermediaria destes (TOURMENT ET AL, 2006).

E notavel e crescente o interesse mundial na criacédo de répteis em cativeiro, seja

com fins conservacionistas ou para realizacdo de pesquisas, 0 que tem possibilitado o
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desenvolvimento de inUmeros estudos nas mais diversas areas, como comportamento,
fisiologia, ecologia e toxicologia. Portanto, faz-se necessario um amplo conhecimento
acerca de diversos aspectos da biologia destes animais, principalmente quanto ao seu
desempenho reprodutivo em cativeiro. A compreensao da morfologia e de cada fase do
ciclo espermatogénico é profundamente importante para o desenvolvimento de
biotecnologias que podem influenciar no sucesso reprodutivo, assim estabelecendo

parametros que contribuirdo para a preservacao dessas espécies.

A realizacdo de uma criteriosa avaliacdo reprodutiva € fundamental em um programa
de reproducao natural ou assistida em cativeiro. A avaliagdo do espermograma permite
determinar o potencial reprodutivo dos machos, fornecendo assim informacdes para uma
adequada selecao de reprodutores, além de gerar informacdes sobre parametros seminais
normais para a espécie e fornecer subsidios para futuros estudos e avancos na area de

biotecnologias empregadas na reproducao de répteis em cativeiro.
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Objetivos
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OBJETIVOS

Descrever os parametros seminais (volume, motilidade, vigor e concentracédo) da

serpente Bothrops jararaca.

Verificar se os parametros seminais da B. jararaca variam de acordo com as

estacdes climaticas ao longo do ano.

Avaliar a morfologia e estabelecer patologias presentes no espermatozoide de B.

jararaca;

Verificar se existe relacdo entre comprimento e massa e a qualidade seminal dos

animais;
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Materiais e métodos
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1ANIMAIS

Foram avaliados 30 exemplares machos adultos (CRC > 540 mm, Janeiro-Cinquini,
1993b) de Bothrops jararaca (Figural), pertencentes ao biotério do Laboratério Especial de
Ecologia e Evolucéo (LEEV) do Instituto Butantan (CEUA — FMVZ: 7349240118).

Os animais foram mantidos em cativeiro no biotério do LEEV, sendo individualizadas
em caixas plasticas transparentes (56,4 x 38,5 x 37,1cm) com tampa e laterais perfuradas
e forradas com papeldo corrugado, em sala onde é possivel a manutencdo das condi¢cdes
naturais do fotoperiodo (latitude 23°S) e umidade. A temperatura € mantida em torno dos
25° utilizando-se aquecedor, quando necessario. A dieta dos animais € composta de
camundongos (Mus musculus) provenientes do Biotério Central do Instituto Butantan e séo
oferecidos em intervalos regulares de 30 dias, respeitando-se a propor¢ao de 10 a 20% do

peso do individuo. E fornecida agua fresca ad libitum (Figura 2).

Figura.l. Bothrops jararaca

Fonte: Valquiria de Oliveira (2017)
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Figura 2. Biotério do Laboratério Especial de Ecologia e Evolugéo.

Fonte: Fabiano Andrade (2018).

3.2 BIOMETRIA DOS ANIMAIS

Antecedendo a colheita de sémen, todos os animais tém os dados biométricos
coletados trimestralmente, composta por biometria (especificamente a tomada do

comprimento rostro-cloacal - CRC) e pesagem.

3.3COLHEITA DE SEMEN

A colheita de material foi realizada trimestralmente no biotério do LEEV (Instituto
Butantan), as datas correspondem, aproximadamente, ao meio de cada estacao climatica.
O periodo de coleta foi de 2017 a 2019. O sémen foi colhido segundo a metodologia
proposta por Silva et al (2015). Os animais foram contidos fisicamente em tubos plasticos
especificos para serpentes e apds a assepsia da regido da cloaca com soro fisiolégico,
cada animal recebeu anestesia local pericloacal com Lidocaina 1%, 15 mg/kg via
subcutanea em quatro pontos distintos, visando ao relaxamento e a exposicdo da papila
urogenital.
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ApoOs esse procedimento e a espera de 10 minutos para o efeito da anestesia, foi
realizada uma massagem na regido ventral do terco final do animal para que o sémen fosse
expelido. O material foi coletado diretamente da papila urogenital com o uso de capilares
micro hematdcritos e posteriormente diluido em meio de cultura de células (HAM — F10,
Nutricell) para as devidas analises.

Figura 3. Procedimento de colheita de sémen de B. jararaca.

Fonte: Diego Mota (2020)

Legenda: A — Preparacdo da bancada, B — Anestesia do animal, C — Massagem ventral, D - Exposi¢ao
da papila genital, E — Colheita do sémen e F — Diluicdo no meio HAM F-10.
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3.4 AVALIACAO DO SEMEN

Imediatamente apds a colheita, o sémen foi avaliado no Laboratério de Ecologia e

Evolucdo do Instituto Butantan quanto as seguintes caracteristicas:

- Volume: foi estimado através da medic&do do capilar microematdécrito a altura em mm da

amostra e aplicar na formula: 1mm = 1,05 pL.

- Coloracdo: foi avaliada momento da colheita diretamente no capilar de vidro

microemataocrito.

- Motilidade e Vigor: devido a sua elevada concentracdo, o sémen foi previamente diluido
na proporgédo de 1:100 em meio de cultura de células (HAM — F10, Nutricell) e foi avaliado
em microscopio de luz sob o aumento de 100x. A motilidade foi observada levando-se em
consideracao qualquer tipo de movimento, numa escala de 0 a 100% de espermatozoides
moveis. O vigor foi classificado em uma escala de 0 a 5, em que:

e 0 — Auséncia de motilidade;

e 1 — Movimentos laterais leves sem progressao;

e 2 — Movimentos laterais moderados com progressao eventual;

e 3 — Movimento progressivo frequente, porém lento;

e 4 — Movimento progressivo constante com velocidade moderada;

e 5 — Movimento progressivo rapido.

- Concentracdo espermatica: o sémen foi diluido na propor¢cdo de 1:150 em solucao de
formol salino para a determinacdo de sua concentracdo. A contagem foi realizada em
camara hemantimétrica de Neubauer “improved” com o uso de microscopio de luz, sob o
aumento de 400x.

A avaliacdo da morfologia espermatica foi realizada posteriormente nos laboratérios
de Colecdes Zoologicas (LECZ) e no Laboratério de Biologia Celular, ambos do Instituto
Butantan. Foram preparadas laminas com sémen previamente diluido e depois observadas

através da microscopia por contrastes de fase ou microscopia confocal com aumento de



29

1000x. Foi realizada a contagem de 200 células para estimativa de espermatozoides
normais/ defeituosos. Nesse processo de analise, ja foram verificadas as patologias
presentes nas amostras seminais. Para a avaliagdo da morfometria dos espermatozoides
foi utilizado o programa Image J (SCHNEIDER ET AL, 2012).

3.5 ANALISE ESTATISTICA

O tratamento estatistico dos dados foi realizado utilizando-se o programa Statsoft
Statistica (v7.0.61.0 EN) e Instat (Verséo 3.01,32 bit for Win 95/NT).

As amostras foram inicialmente testadas quanto a sua distribuicdo e homogeneidade
de varidncias através dos testes Kolmogorov-Smirnov, Shapiro-Wilk e Levene.
Estabelecidos esses parametros, foi feito o teste ANOVA para a analise das variancias. Nos
casos em que os dados ndo obedeceram as premissas, optou-se pela realizacdo do teste
nao parameétrico Kruskall-Walis.

Para testar a influéncia do comprimento ou da massa do animal sobre cada um dos
parametros seminais avaliados foram realizadas andlises de regressao linear. O nivel de
significancia adotado para todos os testes foi de 5% portanto para p<0,05 considerou-se

gue havia diferencas estatisticas entre as variaveis.
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4. RESULTADOS

4.1 ASPECTOS GERAIS DO SEMEN

O sémen de Bothrops jararaca apresentou coloracdo variando de branca a
levemente amarelada e consisténcia leitosa e espessa. Os animais foram avaliados durante
o periodo de 2017 a 2019, totalizando 30 serpentes analisadas. O CRC e a massa média
desses animais foi de 77,65 £ 1,14cm e 123,09 £ 20,04q, respectivamente. Apenas dois
animais nao apresentaram amostras validas de sémen ao longo do experimento. Na tabela
a seguir (Tabela 1), estdo apresentados os dados biométricos dos animais avaliados, bem

como as médias gerais dos parametros seminais.

Tabela 1 — Valores médios e desvio padrdo (MédiaDP) e valores minimos e maximos encontrados nos
parametros estudados para machos de Bothrops jararaca.

MédiatDP Minimo e méaximo
CRC (cm) 77,65+ 1,14 57-925
Massa (g) 123,09 + 20,04 48 - 235
Volume (uL) 3,08+1,12 1,05 - 13,65
Motilidade (%) 57,11+ 7,29 10 — 90
Vigor 3,34+ 0,49 0-5
Concentracao (x10%ptz/mL) 1,01 +0,32 0,44 -2,29

Fonte: Diego Mota (2020)

4.2 MORFOLOGIA ESPERMATICA

As analises morfologicas do sémen foram realizadas com amostras viaveis dos 30
animais, coletadas entre 2018 e 2019 (Tabela 2). O espermatozoide dessa espécie tem o
tamanho médio de 96,71 £ 2,77 um (Figura 4), é filiforme, sendo dividido em trés estruturas:
a cabeca, peca intermediaria e cauda. A cabeca tem um tamanho médio de 13,93 £ 0,96
pm de comprimento possui formato cabecga ser alongado e em formato de foice ena sua

extremidade pontiaguda esta localizado o acrossoma. A peca intermediaria com 52,11 +
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1,91 um é a regido que possui 0 maior comprimento em comparacao com a cabeca e com
a cauda (26,67 + 2,34 um), a regido mais fina da célula.

Figura 4. Espermatozoide em microscopia de contraste de fase.

Fonte: Diego Mota (2020)
Legenda: As trés estruturas representadas, a cabeca (A), peca intermediaria (B) e cauda (C).
Barra = 10um.
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Tabela 2. Valores médios e desvio padrdo (Média+DP) das alterac6es da morfologia espermatica encontradas
no sémen de machos adultos(N=30) de Bothrops jararaca.

Animais Defeitos Defeitos Peca Defeitos Total de células -I(-:c()étlillgs?
Cabeca (%) intermediaria (%) Cauda (%)  defeituosas (%) .
normais (%)
N=30 3,82 3,14 36,3+18,93 8,06 5,16 48,22 £18,28 51,78+ 18,28

Fonte: Diego Mota (2020)

Em relacdo as patologias presentes nos espermatozoides, a regido mais afetada é
a peca intermediaria, sendo a cauda e a cabegca com a menor porcentagem de alteracdes.
Foram identificadas diversas modificacdes, mas as mais observadas nessa analise foram
enrolamento da peca intermediaria e cauda, essas alteracfes estavam presentes nas

amostras viaveis dos 30 animais estudados (Quadro 1).

Quadro 1. Prevaléncia das alterag6es morfoldgicas encontradas em sémen de Bothrops jararaca.

Alteracdes Patologias (%)
Cabeca
Macrocefalia 25,52
Acrossoma dobrado 10,13
Gota proximal 33,47
Cabeca solta anormal 36,43
Peca Intermediaria
Fortemente enrolada 98,06
Fortemente dobrada 64,01
Dobrada 17,04
Enrolada 37,82
Enrolada na cabeca 21,73
Cauda
Fortemente enrolada 97,33
Enrolada 53,16
Dobrada 31,23
Fortemente dobrada 14,29

Fonte: Diego Mota (2020).
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Figura 5. Algumas patologias encontradas no espermatozoide de B. jararaca.

Fonte: Diego Mota (2020)
Legenda: A — Espermatozoides sem cabecga, B — Espermatozoides normais, C — Peca intermediaria
enrolada na cabega, D - Pega intermediaria fortemente enrolada, E — Fortemente dobrada, F — Pseudogota.
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4.3 AVALICAO DO SEMEN EM RELACAO A BIOMETRIA DOS ANIMAIS

As avalicOes realizadas de regressao linear agrupando todas as amostras de B.

jararacas coletas ao longo do experimento expuseram que nao ha relacdo entre o

comprimento rostro-cloacal (CRC) (Figura 5). Em relacdo a massa dos animais e 0s

parametros seminais, também ndo houve correlacdo significativa entre 0s ensaios

estatisticos (Figura 6).

Figura 6. - Relacé@o entre os parametros seminais e o CRC de todas amostras validas dos animais estudados.
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Figura 7 - Relagcdo entre os pardmetros seminais e a massa de todas as amostras vdlidas dos animais

estudados.
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Posteriormente, foram analisados a regresséo linear de CRC e a massa em relacéo

aos parametros seminais, durante cada estacao do ano. De acordo com a analise aplicada

houve correlacdo na estacéo climatica do verdo com o parametro seminal de concentracao
(Tabela 3).
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Tabela 3. Valores de P, na analise de regresséao linear em relacdo do CRC e Massa com 0s parametros
seminais. Correlacdo ocorre quando p<0,05*.

Veréo Outono Inverno Primavera
Volume 0,45-0,43 0,76 - 0,90 0,23-0,54 0,36 - 0,50
Motilidade 0,43-0,28 0,74 - 0,39 0,70 - 0,60 0,43-0,58
Vigor 0,93-0,76 0,95-0,52 0,28 - 0,21 0,92-0,46
Concentracéao 0,08 - 0,05* 0,34 -0,78 0,33-0,54 0,64 - 0,64

Fonte: Diego Mota (2020)

4.4 AVALIACAO DA SAZONALIDADE DOS PARAMETROS SEMINAIS

Durante as estacdes climaticas as caracteristicas fisicas dos animais tiveram pouca
variacao, provavelmente devido ao plantel ser de cativeiro, a biometria e alimentacao deles
ser regulares, quanto aos parametros seminais, houve uma varia¢éo consideravel entre a

sazonalidade dessa espécie (Tabela 4).

Tabela 4. Valores médios e desvio padrdo (Média+DP) dos parametros seminais estudados em machos
adultos de Bothrops jararaca mantidos em cativeiro, de acordo com as estacdes climéticas.

Veréo Outono Inverno Primavera
Volume 2,97 + 2,95 3,63+1,78 2,72 +1,79 3,09 +1,54
Motilidade 50 + 22,03 63,63 + 24,19 63,18 £ 19,39 51,66 + 24,31
Vigor* 2,77 £ 1,26 3,45 £1,21 3,95+ 0,89 3,22+ 1,39
Concentragao* 0,86 + 0,49 1,35+ 0,45 1,21 £ 0,41 0,65 + 0,40

Fonte: Diego Mota (2020)
Legenda: Asteriscos (*), representa os parametros que houve correlacdo na sazonalidade dos animais.

Na andlise de variancia, aplicada para correlacionar os parametros seminais de
Bothrops jararaca com sua sazonalidade, o vigor espermético (p=0,03) e a concentracao

(p=0,01) tiveram uma variacdo significativa durante as estacdes climéticas. Os outros



38

parametros seminais, volume e motilidade, ndo obtiveram o valor que € consideravel para

a correlacao.
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5. DISCUSSAO

A serpente Bothrops jararaca proporciona uma grande oportunidade de se investigar
as estratégias reprodutivas por causa da sua ampla distribuicdo no Brasil, que vai desde o
sul da Bahia até o norte do Rio Grande do Sul, incluindo diversas ilhas continentais (HOGE
& ROMANO-HOGE, 1981; CAMPBELL & LAMAR, 2004).

Os machos de B. jararaca apresentam ciclos reprodutivos sazonais. O ciclo
espermatogénico tem inicio na primavera e a fase ativa de producédo de espermatozoides
acontece no verdo. No outono e inverno, os testiculos estao inativos sem producao de
espermatozoides. O segmento sexual renal (SSR) tem a sua fase de hipertrofia
acompanhando o ciclo espermatogénico, ou seja, 0 rim encontra-se hipertrofiado na
primavera e no verdo, época de producdo de espermatozoides nos testiculos
(Kasperoviczus, 2013). Os espermatozoides nos ductos deferentes foram observados
durante todas as esta¢cfes do ano, no entanto, percebe-se uma maior concentracéo de
espermatozoides no verdo e outono, estacdo onde ocorrem as coOpulas, e uma menor
concentracdo de espermatozoides no inverno e primavera (Almeida Santos e Orsi, 2002;
Kasperoviczus, 2013). Dessa forma, o conhecimento dos principais aspectos do ciclo
reprodutivo de B. jararaca pode ajudar a entender como se processa a producao dos
espermatozoides, e a sua sazonalidade, além de contribuir como um modelo biolégico, para

diversos tipos de pesquisas.

7

A importancia dos modelos animais para pesquisa cientifica é significativo e
primordial, e acompanham os experimentos cientificos ao longo da histéria. A utilizacdo de
um modelo animal se torna aplicavel no intuito de estudar principios fisioldgicos,
desenvolver e aperfeigoar tratamentos e métodos de diagndsticos (MIZIARA ET AL, 2012).
Os animais mais utilizados nessa metodologia sao os roedores, logo ap0s vem 0s cées,
suinos e os primatas ndo humanos (FAGUNDES & TAHA, 2004, MENDES & SOUZA,
2017).

Os modelos animais sédo aplicados em pesquisas que em sua maioria S&o para o
desenvolvimento de farmacos ou produtos que tem como consumidor e benificiario o ser

humano. Esse método, foi desenvolvido através dos tempos para tergiversar obstaculos de
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ordem ética e de operacionalizacdo na pesquisa que afeta os seres humanos, dessa forma
a padronizacéo dos procedimentos e a organizacao dos conhecimentos pode proporcionar
um avanco nos experimentos (FAGUNDES & TAHA, 2004, MENDES & SOUZA, 2017).

Na reproducao de serpentes, esses modelos animais para fins experimentais nao
estdo bem estabelecidos, mas o uso de uma espécie mais comum como Bothrops jararaca
como modelo poderia elucidar etapas fisioloégicas do ciclo reprodutivo de outras serpentes,
como Bothrops insularis, uma vez que provavelmente B. jararaca € um ancestral comum
dessas serpentes ilhoas que estdo criticamente ameacadas de extingdo (IUCN -

International Union for Conservation of Nature, 2019)

O trabalho realizado com B. insularis por Silva at al (2015) e esse projeto
desenvolvido com B. jararaca demonstrou uma semelhanca nos resultados dos parametros
seminais dessas duas espécies. Além de serem animais analogos morfologicamente e
geneticamente (GRAZZIOTIN et al., 2006, KASPEROVICZUS, 2009).

A avaliacdo seminal realizada nesse estudo evidenciou o quanto essa metodologia
é eficiente no processo para se estabelecer um espermograma. Sendo este procedimento
vital para o sucesso reprodutivo de um programa de conservacao. Os dados obtidos através
dos experimentos realizados elucidam detalhes sobre a sazonalidade do ciclo reprodutivo
dos machos, principalmente na questao da qualidade do esperma ao longo das estacdes e

como isso pode ser efetivo no periodo de cépulas (Silva, 2015).

O sémen de Bothrops jararaca segue as caracteristicas do género que pertence,
apresentou coloracdo diversificando de branca a levemente amarelada, além de
consisténcia leitosa e espessa, como visto em outras Bothrops (SILVA, 2015,
TOURMENTE et al 2008). O volume médio de sémen obtido para B. jararaca foi de 3,08pl,
entretanto esse dado pode variar em relacdo a espécie e ao tipo de metodologia aplicada
para a colheita do sémen, também o propoésito da analise do sémen influéncia a quantidade
necessaria do volume (ZACARIOTTI & GUIMARAES, 2010). Segundo Silva et al. (2015) o
volume obtido foi de 3,05 pl para B. insularis, seguindo a mesma metodologia nesse estudo

ocorreu essa semelhanca entre elas.

A motilidade é analisada levando-se em consideracdo qualquer tipo de movimento

no sémen, a média geraldesse trabalho foram de 57%, esse resultado € proximo aos
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encontrados por Zacariotti (2004) e Silva et al. (2015) para outras serpentes peconhentas
pertencentes a familia Viperidea. Para Boa constrictor ocidentalis, uma espécie nao
peconhenta da familia Boidae (familia conhecida pelas jiboias), Tourmente et al. (2007)
encontrou 63% de motilidade na amostra, j& Fahrig et al. (2007) descreve 92,5% de
motilidade para o sémen de corn snake, resultado que demonstra o sucesso reprodutivo
dessa espécie. O vigor espermatico de B. jararaca foi de 3,34, acompanhando a média
amostrada para motilidade, resultado que se assemelha novamente com a B. insularis
(SILVA et al, 2015).

A concentracdo meédia encontrada nesse estudo (1,01x109 sptz/mL) também é
semelhante a encontrada nos estudos realizados por Zacariotti (2007) para a cascavel
Crotalus durissus terrificus (1,39x10° sptz/mL) e Silva et al (2015) para B. insularis
(1,36x10%ptz/mL).Esses resultados sdo proximos provavelmente por influéncia da
metodologia utilizada na colheita do sémen que é a mesma seguida por Zacariotti (2004),
entretanto se compararmos a técnica de eletro ejaculacdo utilizada por Tourmente et al.
(2007) em Boa constrictor ocidentalis (1 x 10° sptz/mL) e Langlada, Laporta-Ferrera e
Santos (1991) que utilizaram o método de remocéo e compresséo dos ductos deferentes
post mortem, em cascavel (0,004 x 109 sptz/mL) ha uma diferenca significativa, ndo se
descartando outros fatores que podem induzir essa diferenca, como o meio diluido, a

contaminacao das amostra e até mesmo o erro técnico ao aplicar os métodos de colheita.

A morfologia do espermatozoide de serpente é basicamente composta de forma
filiforme e é divida em trés estruturas, a primeira € a cabeca alongada (em forma de foice)
e com o acrossoma em forma de cone, a segunda estrutura é a peca intermediaria, sendo
extremamente longa e, em conjunto com a cauda (terceira estrutura), S8o responsaveis
pela locomocédo do espermatozoide (ZACARIOTTI, 2008, TOURMENTE ET AL, 2007,
TOURMENTE, GIOJALAS E CHIARAVIGLIO, 2008). Os espermatozoides de Bothrops

jararaca seguem essa morfologia estrutural das serpentes.

Os estudos relacionados a morfologia espermatica sao importantes para mostrar as
patologias encontradas nas amostras seminais, mas essas analises sao mais
desenvolvidas em animais domésticos, animais de grande porte e seres humanos
(MASCARENHA, 2012, FRENEAU, 2011, CORREA, 2001). Em serpentes os estudos estio

sendo desenvolvidos, mas ainda ndo € um numero significante, por isso a relevancia de
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aplicar essas analises em serpentes. Em B. jararaca a avalicdo da morfologia espermatica
apresentou uma média de 51,78% de células normais e 48,22% de células defeituosas,
sendo que a peca intermediaria € a estrutura com a maior taxa de patologias encontradas
com 36,61%. Esse resultado € semelhante com a morfologia espermética apresentada por
Silva et al. (2015), para B. insularis, que obteve 54,23% de células normais e 45,76% de
células defeituosas e com a peca intermediaria também com a maior concentracdo de

patologias.

Essa alta taxa de patologias pode ser relacionada a varios fatores que podem
modificar as estruturas dos espermatozoides como as preparacdes seminais rotineiras ou
nos momentos de preparo das amostras laboratoriais, o efeito brusco do frio, , degeneracao
do acrossoma, distarbios na formacéo no periodo da espermiogénese pela passagem do
sémen pelo epididimo ou ainda pela exposicdo a secre¢des epidimais anormais, entre
outros fatores (SWANSON; BOYD, 1962, MIES FILHO,1987, BARTH; OKO, 1989). No
entanto, com a quantidade baixa de trabalhos que investiga essas patologias nos
espermatozoides em serpentes, ndo se pode afirmar que a fertiidade do sémen é

prejudicada.

As analises de regressao linear podem corroborar um padrdo no comportamento
reprodutivo de algumas espécies, dependendo das variaveis analisadas. Essa
demonstracao € evidente em Bothrops insulares (SILVA, 2015) e Crotalus ruber ruber
(ZACARIOTTI, 2008).

As andlises estatisticas de regressado linear deste trabalho demonstraram que o
comprimento rostro-cloacal (CRC) ndo tem influéncia nas amostras seminais em relacao
aos parametros seminais, ressaltando que essas avaliacbes foram feitas em animais
adultos. A aplicacdo desse teste comparando a relacdo da massa com 0s parametros
seminais avaliados, também nao apresentou correlagdo, isso pode ser justificado pelo fato
de os animais do plantel de cativeiro terem uma alimentagao regular e com a temperatura
controlada através de aquecedores, caracterizando um ambiente de bem-estar para o
animal ex situ, que provavelmente influéncia o ciclo espermatico e a qualidade do sémen
(ALMEIDA-SANTOS, 2005, KASPEROVICZUS, 2013).
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Em uma analise pontual, a concentracdo apresentou correlacéo significativa com a
massa do animal no periodo do verdo, essa relacdo pode ser associada ao periodo de
espermatogénese de B. jararaca (ALMEIDA-SANTOS, 2005). Esse fato pode contribuir
para a utilizacao de biotecnologias voltadas para a inseminacao artificial nesse periodo.

A avaliagdo seminal de B. jararaca indicou que embora o volume e a motilidade néo
variaram significativamente durante o periodo dos experimentos, 0 vigor espermatico e a
concentracdo tiveram uma variacao significativa durante as estacdes climaticas, o que
significa que o investimento do animal ao longo das estacdes esteja mais relacionado em
aumentar a producao de espermatozoides e seu vigor em época reprodutiva.

Segundo Almeida-Santos, (2005), a espermatogénese ocorre durante todo verdo e
chegando ao final dessa estacdo comeca o periodo de cépula que segue pelo outono,
nesse momento as variagcdes das meédias apresentaram uma diferenca significativa. No
volume, a melhor média foi no outono com 3,63 + 1,78, isso ocorre devido ao ciclo
reprodutivo desse animal, essa relacdo é aplicada nos outros parametros também, sendo
gue essa estacdo obteve as melhores médias.

A concentracdo espermatica variou significativamente entre as estacfes tendo a
primavera a menor média (0,65x10°sptz/mL). Esse dado esta relacionado com o periodo
de quiescéncia testicular do processo de espermatogénese, que afeta desfavoravelmente
na quantidade de espermatozoides de B. jararaca (ALMEIDA-SANTOS, 2005,
KASPEROVICZUS, 2013). Nesse parametro, a correlacdo mais expressiva foi no periodo
do verdo e outono, essa correlacdo pode estar relacionada com o momento de cépula,
sendo relevante para a quantidade de espermatozoides para na execucao da copula.

A semelhanca dos resultados entre as avaliacbes dos parametros seminais e de
morfologia espermatica entre B. jararaca e B insularis pode contribuir para o
desenvolvimento de um protocolo que estabeleca B. jararaca como espécie modelo animal,
para experimentos que envolvam a B. insularis, dessa forma contribuindo para conservacgéo
dessa espécie que € criticamente ameacada de extingcdo, além de elucidar singularidades
encontradas na morfofisiologia reprodutiva de ambas as espécies, essa comparacao

fortalece a compreensao do ciclo espermatico desses animais.
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Conclusao
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6.CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho, conclui-se que:

e Nao ha relagéo entre o CRC, massa e cada um dos parametros seminais avaliados
(volume, motilidade, vigor e concentracdo). Este resultado indica que animais

mantidos em um plantel de um biotério ndo afeta essa relacao.

e O volume e o motilidade do sémen de B. jararaca ndo variam ao longo das estagoes;

e A vigor e a concentragdo do sémen da B jararaca variam sazonalmente entre as

estacoes;
¢ A morfologia espermética de B. jararaca é semelhante a B. insularis;
e De maneira geral, foi no outono em que o0 sémen de B. jaracaca apresentou a melhor

qgualidade nos parametros avaliados (volume, motilidade, concentragéo e vigor),

coincidindo com a estacéo de copula da espécie.
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