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A COBRA

Certo ninguém prevé, nem ao menos suspeita,
Mas esse tronco anoso, ulcerado de galha,

De alguma arvore umbrosa, outrora ao bem afeita,
Hoje, abrigo do mal, uma cobra agasalha.

Ninguém supde talvez que, além da fenda estreita
Que a cortica apresenta, 0 roaz cupiz trabalha,
Formando a escura toca, onde se oculta a espreita
A cauta cascavel, que os croétalos chocalha...

E um velho esconderijo, a serpe ali se acoita
E s6 sai quando o sol, no alto, abrasando, brilha;
E indolente, ao calor, busca a primeira moita...

Adormece... Modorra... E a um susto, entre a serrilha
Dos dentes salta a lingua; acorda e, agil e afoita,
De arremesso se enrosca em rapida rodilha.

Da Costa e Silva



RESUMO

SUEIRO, L. R. Custos reprodutivos em Crotalus durissus (Serpentes, Viperidae) do
Estado de S&o Paulo, Brasil. 2013. 103 f. Tese (Doutorado em Biotecnologia) — Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de So Paulo, Séo Paulo, 2013.

A reproducdo € custosa para ambos 0s sexos, mas a magnitude dos gastos e sua rela¢cdo com o
sucesso reprodutivo difere substancialmente entre machos e fémeas. Os custos reprodutivos
podem ser divididos em duas categorias: custos associados a sobrevivéncia e custos
energéticos. Os custos associados a sobrevivéncia sao aqueles que interferem na
probabilidade de sobrevivéncia de organismos reprodutivos. Os custos associados a
fecundidade influenciam a energia disponivel para o futuro evento reprodutivo de um
organismo. Crotalus durissus possui um ciclo reprodutivo sazonal, no qual o inicio da
deposicdo de vitelo nos foliculos ovarianos ocorre no fim do verdo. A copula ocorre no
outono, a estocagem de espermatozoide se estende durante inverno, o término da deposicdo de
vitelo nos foliculos ovarianos e a fertilizacdo acontecem na primavera e, por fim, a parturicdo
é observada ao final no verdo. Os machos exibem competicédo intraespecifica evidenciada em
rituais de combate com a finalidade de acessar fémeas receptivas que liberam particulas de
feromonios (vitelogenina) no ar. A inferéncia de custos reprodutivos associados a
sobrevivéncia foi realizada por meio de levantamentos das taxas de atividade entre machos e
fémeas como pardmetro indicativo de maior riso de mortalidade. Fémeas requerem um
investimento energético para darem inicio ao periodo reprodutivo. Os lipideos provenientes
do estoque de corpos de gordura abdominal sdo acumulados no figado e consumidos durante
o ciclo dos foliculos ovarianos e esta é a fase mais custosa da reproducdo, quando ocorre a
transformacdo da gordura abdominal em vitelo. A variagdo da quantidade de gordura
abdominal e dos substratos energéticos do figado e dos rins foi avaliada para mensurar o custo
energético da reproducdo em C. durissus. Os resultados obtidos nesse trabalho revelam que as
estratégias reprodutivas adotadas por fémeas C. durissus exigem um alto investimento
energético — evidenciado pelos maiores niveis de gordura abdominal e de lipideos no figado
durante a fase vitelogénica, que séo utilizados para custear a sinalizagdo do estro na estacao
reprodutiva, a ovulacdo e durante toda a prenhez para nutrir os embrides. Além disso, o
padrdo de atividade diferenciada entre machos e fémeas que as taticas reprodutivas exercidas
pelos machos, durante o outono, elevam a taxa de avistamento, pois durante essa estacéo, 0s
machos realizam a procura prolongada pela fémea, combate e cépula. Para o padréo
encontrado na primavera e verdo, 0 maior nimero de fémeas pode estar relacionado ao
processo vitelogénico e a prenhez, fatores que incrementam a massa corporea, aumentam a
taxa de termorregulacdo, consequentemente, tornando-as menos habeis para escapar de
predadores, sendo entdo mais avistadas. Durante o inverno, o resultado pode ser atribuido as
menores temperaturas recorrentes durante a estacdo, forcando, machos e fémeas a
permanecerem em abrigos para diminuir os gastos com deslocamentos, dada a condicédo
ectotérmica dos répteis.

Palavras-chave: Serpentes. Custo reprodutivo. Sobrevivéncia. Gordura abdominal.
Cascaveis.



ABSTRACT

SUEIRO, L. R. Reproductive costs in Crotalus durissus (Serpentes, Viperidae) from Sao
Paulo State, Brazil. 2013. 103 p. Ph. D. thesis (Biotechnology) — Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, S&o Paulo, 2013.

Reproduction is costly for both sexes, but the magnitude of spending and the relation to
reproductive success differs substantially between males and females. Reproductive costs can
be divided into two categories: costs associated with survival and energy costs. The costs
associated with survival are those that affect the probability of survival of reproductive
organisms. Costs associated with fertility influence the energy available for future
reproductive event. Crotalus durissus has a seasonal reproductive cycle in which the
beginning of the yolk deposition in ovarian follicles occur in the late summer, and mating
occur in autumn, the sperm storage extends during winter the end of yolk deposition in
ovarian follicles and fertilization occurs in spring. Finally, the birth is observed at the late
summer. Males exhibit intraspecific competition evidenced in ritual combat with the purpose
of access to receptive females release pheromones particles (vitellogenin) in the air. The
inference of reproductive costs associated with survival was accomplished through surveys of
activity rates between males and females, as na indicative of higher mortality risk. Females
require a high energy investment to initiate the reproductive period. Lipids from the
abdominal fat accumulates in the liver and are consumed during the cycle of ovarian follicles
and this is the most costly phase of reproduction, when abdominal fat is shifted in yolk. The
variation of the amount of abdominal fat and energetics substrates liver and kidneys were
evaluated to measure the energy cost of reproduction in C. durissus. The results of this study
shows that the reproductive strategies adopted by females Crotalus durissus require a high
energy investment - evidenced by the higher levels of abdominal fat and lipids in the liver
during vitellogenic phase, which are used to signal estrus in the reproductive season,
ovulation and throughout pregnancy to nourish the embryos. Moreover, the pattern of activity
differentiated between males and females reproductive tactics adopted by males during
autumn, increase the rate of sighting, because during this season, the males perform a
prolonged search by females, fighting and mating. For the pattern found in spring and
summer, many females may be related to pregnancy and vitellogenic process, factors that
increase body mass, and the thermoregulation rate, thus making them less able to escape
predators, and then more sighted. During the winter, the result can be attributed to lower
temperatures during this season, forcing males and females to remain in shelters to decrease
moviments spending, given the ectothermic condition in reptiles.

Keywords: Snakes. Reproductive cost. Survival. Abdominal fat. Rattlesnakes.
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CAPITULO 1 - CUSTO ENERGETICO DA REPRODUCAO EM CROTALUS
DURISSUS (SERPENTES, VIPERIDAE), DO ESTADO DE SAO PAULO, BRASIL

1.1 Introdugéo

A ligacdo entre o balanco de energia e reproducdo decorre do principio unificador da
biologia, a teoria sintética da evolucdo. Os mecanismos fisiologicos observados nas
populacbes viventes sdo resultado da acdo da selecdo natural na variacdo genética aleatdria
das populacdes ancestrais. Assim, 0s mecanismos de controle do consumo e do
armazenamento de energia existem porque estes mecanismos foram herdados e permitiram a
sobrevivéncia dos organismos até a maturidade sexual, conferindo entdo uma vantagem
reprodutiva (DERICKSON, 1976; SCHINEIDER, 2004).

Durante a evolugdo recente dos organismos, a habilidade de estocar quantidades
significativas de energia dentro e fora do corpo, permitiu 0 engajamento em outras atividades
que possibilitaram o sucesso reprodutivo. Assim, a habilidade de monitorar a energia externa
(disponibilidade de presas) e interna (estoque de gordura abdominal, por exemplo)
disponiveis sdo o elo central entre balango energético e a reproducdo. Tal habilidade permitiu
aos animais priorizarem suas opg¢des comportamentais de acordo com as flutuacbGes das
condicdes energéticas e reprodutivas (SCHNEIDER, 2004).

Sabe-se que em animais, 0s recursos para suprir as demandas das variacdes dos
aspectos da historia natural — crescimento, sobrevivéncia e reproducdo - sdo estocados sob
diferentes formas bioquimicas (POND, 1981; SANTOS; LLORENTE, 2004). Nos
vertebrados, a forma mais recorrente de estocagem de energia é representada pela reserva de
gordura, muito relevante também para hibernacdo e migracdo (SANTOS; LLORENTE, 2001,
2004).

Embora para muitos lagartos a cauda seja um importante 6rgao de armazenamento de
gordura, como observado em Mabuya dissimilis e em Morethia bouleneri (CHAPPLE;
SWAIN, 2002), para as serpentes, a forma mais ostensiva de reservas energéticas, €
encontrada nos estoques de gordura abdominal. Os corpos de gordura abdominal possuem
concentracdes elevadas de lipideos, os quais constituem biomoléculas de alto valor calorico (9
kcal/g), torando-os eficientes fontes de reserva energética para subsidiar inimeros processos
metabdlicos dentre os organismos (SCHERIDAN, 1994).

As serpentes, bem como outros animais ectotérmicos, sdo classificadas como “capital

breeders” — ndo se reproduzem até acumularem energia suficiente para custear a reproducao;
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ou seja, hd uma dissociacdo temporal para a aquisi¢cdo de energia e o periodo reprodutivo
(BONNET et al., 1998).

Assim sendo, em muitas espécies de serpentes, as fémeas requerem um investimento
energético para darem inicio ao periodo reprodutivo (SIEGEL; FORD, 1987), e em
viperideos, a reprodugdo ocorre em anos alternados, e em alguns casos uma vez a cada trés
anos ou mais (ALMEIDA-SANTOS, 2000; DILLER; WALLACE, 1984).

Muitos pesquisadores tém questionado que bienalidade na reproducdo das fémeas de
serpentes seja determinada geneticamente e sugeriram que a frequéncia reprodutiva ocorre em
funcdo reservas de gordura disponiveis (ALDRIDGE, 1979; BLEM, 1982; BROWN, 1991;
MACARTNEY; GREGORY, 1988; WHITTIER; CREWS, 1990). Esse é o padrdo descrito
para as Viperas aspis, cuja frequéncia reprodutiva é determinada principalmente por uma
combinacdo de fatores como a disponibilidade de alimentos, as reservas de gordura, duragédo
da estacdo reprodutiva e estrutura populacional (BLEM, 1982; SEIGEL; FORD, 1987).

Em vertebrados ectotérmicos, a quantidade de gordura estd relacionada ao
metabolismo das gonadas. Os lipideos provenientes do estoque de corpos de gordura
abdominal sdo acumulados no figado e consumidos durante o ciclo dos foliculos ovarianos
(BONNET, 2011; JANEIRO-CINQUINI et al., 1995; TELFORD, 1970) e esta é a fase mais
custosa da reproducdo, quando o vitelo é depositado nos foliculos por meio da transformacéao
da gordura do corpo mediada pela vitelogenina (CREWS; GARSTKA, 1982).

A utilizacdo da gordura abdominal para a vitelogénese ja foi relatada para varias
espécies de serpentes (ALDRIDGE et al., 2003; BONNET, 2011; MATHIES, 2011;
PRESTT, 1971; TINKLE, 1962). Essa mudanca metabdlica no tecido adiposo ocorre no
figado. Entdo h& de se esperar que em espécies com ciclo reprodutivo sazonal, o figado
metabolize os lipideos durante a fase reprodutiva (vitelogénica). E esse processo pode ser
detectado pelas variacbes morfoldgicas do figado evidenciado pela variacdo do nimero de
vacuolos indicativos de deposicdo de lipideos e um aumento da massa do figado como foi
observado antes da ovulagdo em Trimeresurus flavoviridis (YOKOYAMA,; YOSHIDA,
1994).

Entretanto, em serpentes com periodo reprodutivo prolongado — aproximadamente
nove meses de vitelogénese secundaria, as alteracdes morfoldgicas do figado sdo menos
evidentes, provavelmente por que ha producdo de vitelo durante a maior parte do ano
(FOWLER, 1989). Esse fendmeno foi observado também em Waglerophis merremii,
Xenodon neuwiedii (PIZZATO; JORDAO; MARQUES, 2008) e Tomodon dorsatus
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(BIZERRA; MARQUES; SAZIMA, 2005) espécies que apresentam periodo vitelogénico
prolongado.

A vitelogenina ainda é responsavel pela sinalizacdo do estro nas fémeas. Essa
lipofosfoproteina € disponibilizada na corrente sanguinea durante a fase vitelogénica e €
permeada entre as escamas atuando como um feromOnio para atrair e estimular os
comportamentos sexuais dos machos. Logo ap6s ecdise de fémeas reprodutivas, essa
sinalizacdo torna-se mais evidente; fato comprovado pela observacéo de copulas entre machos
e fémeas que trocaram de pele recentemente (ALDRIDGE; DUVALL, 2002; BROWN, 1995;
MARQUES et al., 2009; SHUETT, 1992).

Madsen et al. (1993) relatam para Vipera berus, que o sucesso da copula (nimero de
copula por machos) aumenta com a distdncia percorrida pelos machos. A taxa de
movimentacdo dos machos durante o periodo reprodutivo aumenta em relacdo ao periodo ndo
reprodutivo (PRESTT, 1971; SECOR, 2002). Esse esfor¢o de procura pode ser custoso em
termos energéticos para os machos (ALDRIDGE; DUVALL, 2002). Em Coluber viridiflavus
o indice de condicao corporea (medida da gordura estocada) diminuiu drasticamente durante o
periodo reprodutivo (BONNET; NAULLEAU, 1996).

Além dos custos energéticos impostos pela procura ativa de fémeas, os machos
também se alimentam menos durante a estacdo reprodutiva, como observado por Martin
(1992) em Crotalus horridus. Dentro do repertdrio reprodutivo dos machos de algumas
espécies de serpentes, hd competicdo intrasexual, na forma de rituais de combate, fato que
incrementa 0s custos energéticos e de sobrevivéncia dos machos associados ao periodo
reprodutivo (ALDRIDGE; DUVALL, 2002; CARPENTER, 1984; PIZZATTO et al., 2006).

O ciclo reprodutivo masculino pode ser inferido pelo aumento do comprimento, do
volume e da massa dos testiculos, que reflete a intensa atividade espermatogénica
(SCHUETT, 2002). H& relatos de que o gasto energético para a producdo dos gametas
masculinos néo é trivial, refletido por uma consideravel perda de massa corporea durante o
periodo de espermatogénese (OLSSON; MADSEN; SHINE, 1997).

Além da producdo de gametas, machos de serpentes podem desenvolver caracteres
sexuais secundarios (ALDRIDGE; DUVALL, 2002). O mais evidente caracter sexual
secundario € o segmento sexual renal (SSR), que constitui-se de uma parte dos tabulos
contorcidos distais do néfron, presente em de répteis squamatas. Essa estrutura € estimulada
por hormdnios esterdides, que propiciam a sintese de granulos de secrecdo eosinofilica
(SEVER et al., 2002). Geralmente, a atividade espermatogénica € concomitante ao aumento
do SSR durante a época reprodutiva (KROHMER, 2004; ROJAS; ALMEIDA-SANTOS,
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2008). Entretanto, a avaliacdo das alteracdes do SSR e do volume testicular das cascavéis
neotropicais nunca foram realizadas até entdo, deixando assim, uma lacuna na compreenso
integrada do ciclo reprodutivo dos machos com as demandas energéticas requeridas durante o
processo reprodutivo.

Tais exigéncias comportamentais e fisioldgicas vivenciadas por machos e fémeas de
serpentes viperideas requerem grande consumo de energia disponivel em estoques de gordura
adquiridos ao longo do periodo néo reprodutivo, entretanto, essa hipdtese tem recebido pouca
atencdo para as espécies tropicais (ALDRIDGE; DUVALL, 2002; ALDRIDGE et al., 2003;
MATHIES, 2011).

Serpentes sdo modelos excelentes para analisar as implicacdes do estoque de gordura
no metabolismo, pois para esse grupo de répteis, a evolucdo favoreceu a estocagem de
gordura com “combustivel” para o esfor¢o reprodutivo. Além disso, serpentes apresentam
uma plasticidade reprodutiva considerdvel, permitindo testar a dindmica de lipideos no
contexto reprodutivo. (BEAUPRE; DUVALL, 1998; POUHG, 1980; SEIGEL; FORD, 1987).

A relacdo entre a quantidade de reserva energética (gordura abdominal) e o “output”
reprodutivo € muito complexa e varia entre as espécies (AUBRET et al., 2002). No entranto,
comparagOes dos estoques de gordura abdominal antes e depois da reproducdo em serpentes
tém sido relatadas na literatura mais recentemente (MADSEN; SHINE, 2000; SANTQOS;
LLORENTE, 2004; SHINE; MASON, 2005) e é oObvio que 0s organismos ndo podem
reproduzir-se na auséncia total de reservas energéticas (FRISH, 1978), porém o custo
energético da reproducdo ainda nao foi pesquisado para nenhuma espécie neotropical.

A espécie Crotalus durissus neotropical apresentam-se como uma das espécies mais
intensivamente estudas sob o contexto ecoldgico e da histéria natural, destacando-se como um
potencial modelo para as interpretacfes evolutivas das estratégias reprodutivas (ALMEIDA-
SANTOS et al., 2004; ALMEIDA-SANTOS, 2005; BARROS; SUEIRO; ALMEIDA-
SANTOS, 2012; BEAUPRE; DUVALL, 1998). As fémeas de Crotalus durissus reproduzem
por viviparidade e apresentam um ciclo reprodutivo marcadamente sazonal, no qual o inicio
da deposicao de vitelo nos foliculos ovarianos ocorre no fim do verdo. A copula ocorre no
outono, a estocagem de espermatozoides se estende durante inverno. O término da deposi¢ado
de vitelo nos foliculos ovarianos e a fertilizagdo acontecem na primavera e, por fim, a
parturicdo € observada ao final no verdo (ALMEIDA-SANTOS, 2005). Esta sequéncia de
eventos pode ser avaliada sazonalmente.

Dessa forma o objetivo desse trabalho € avaliar o ciclo de gordura, as alteragdes

morfologicas do figado, dos rins e a mensuracao dos substratos energéticos utilizados durante
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0s principais eventos reprodutivos de Crotalus durissus. Além disso, disponibilizar pela
primeira vez, dados fundamentais para a compreensao das necessidades energéticas de um dos

aspectos mais relevantes da histéria de vida de serpentes.

1.2 Material e métodos

1.2.1 Obtencao das amostras

Sob o protocolo de aprovacio n° 486/08 da COMISSAO DE ETICA NO USO DE
ANIMAIS DO INSTITUTO BUTANTAN (CEUAIB), as Crotalus durissus provenientes do
Estado de S&o Paulo, foram cedidas pela Recepcédo do Laboratorio de Herpetologia.

Durante dois anos, ao longo das esta¢es, uma média de 12 machos e 12 fémeas de
Crotalus durissus recém chegados a Recep¢do de Serpentes, foram retidos para disseccdo
ventral e inferéncia de dados reprodutivos por meio do exame das gonadas e a coleta dados

biométricos. Foram considerados para este estudo, apenas individuos adultos.

1.2.2 Disseccdo dos espécimes

Os espécimes foram pré anestesiados em camara de Didxido de Carbono (CO,)
durante 5 minutos e posteriormente foram eutanasiados com Thiopentax (Tiopental Sédico).
Foram coletados dados de CRC (comprimento rostro cloacal), CC (comprimento caudal) e
massa corporea utilizando uma trena e uma balanga Filizzola® (escala 10 g — 10 Kg).

Apos a coleta dos dados morfométricos externos, uma incisdo ventral foi realizada para a
coleta dos dados referentes ao estagio reprodutivo dos machos e fémeas:
Machos: observacdo do ducto deferente na sua porcdo mais distal: opaco e enovelado,
indicando presenga de espermatozdides, para 0s machos maduros sexualmente e ducto néo-
enovelado para os machos imaturos sexualmente (cf. ALDRIDGE, 1979; ALMEIDA-
SANTOS, 2005; SHINE, 1977). O volume dos testiculos foi estimado considerando a
formula para o volume de elipsoide (3/4.m. a.b.c, onde: a = metade do comprimento, b =
metade da largura e ¢ = metade da espessura). Os dados referentes ao volume do testiculo de
cada individuo foram divididos pelo CRC dos mesmos, para eliminar o efeito do tamanho do
corpo e foram tomados com o auxilio de um paquimetro digital com precisao de 0,dmm. Os
testiculos também foram pesados com o auxilio de uma balanca digital de preciséo de 0,1g.
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Fémeas: didmetro do maior foliculo ovariano (dados tomados com paquimetro digital com
precisdo de 0,1mm) ou presenca de embrides no oviduto, assim como o aspecto do oviduto e
presenca de torcdo da musculatura uterina, que indica ocorréncia de cOpula na estacéo
reprodutiva passada. As fémeas foram consideradas sexualmente maduras (adultas) quando
apresentaram foliculos vitelogénicos ou embrides no oviduto (cf. ALDRIDGE, 1979;
ALMEIDA-SANTOS, 2005; SHINE, 1977).

Para ambos o0s sexos foram tomadas as medidas do figado e dos rins (massa,
comprimento, largura e espessura), e a massa de gordura abdominal com auxilio de um
paquimetro digital com precisdo de 0,1mm e uma balanca digital de precisdo de 0,19
respectivamente. Além disso, observacdes acerca da estrutura macroscopica do figado, dos
rins e da gordura abdominal foram anotadas.

O indice hepatossomatico (IHS) — expresso como a porcentagem da massa corporea
representada pelo figado [IHS=(massa do figado/massa corpoérea total)x100], o indice
gordura somaética — (IGS) — expresso como a porcentagem da massa corporea representada
pela gordura abdominal [IHS=(massa da gordura abdominal/massa corporea total)x100] e o
indice renalssomatico IRS - expresso como a porcentagem da massa corpdrea representada
pelo rim [IRS=(massa do rim/massa corporea total)x100], foram registradas para ambos os
SeX0S.

Foram retiradas amostras do figado (duas cotas de aproximadamente 1cm®) para os
procedimentos histoldgicos, extracdo dos lipideos e proteinas totais ao longo das estacdes do
ano para 0s machos e dos estagios reprodutivos para as fémeas. Para 0s rins 0 mesmo
procedimento foi adotado, porém, para ambos os sexos a andlise foi realizada ao longo das

estacoes.

1.2.3 Analises histoldgicas

Para as analises microscépicas, foi coletado aproximadamente 1 cm? do figado e dos
rins em ambos o0s sexos. As amostras foram processadas de acordo com a técnica rotineira de
histologia (BEHMER et al., 1976) que consiste na fixacdo das amostras em solugéo de &lcool
a 70% por 24 horas e em seguida foram transferidas para formol a 10%.

O material foi desidratado em uma série crescente de etanol, de 70 a 100% e
diafanizados em xilol, seguida da inclusdo em parafina. Seguiu-se entdo, com a trimagem dos

blocos e a obtencédo de cortes (microtomo Leica RM 2035) de 6-7 um de espessura. Os cortes
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foram corados pelo método de Hematoxilina-Eosina (H/E) (JUNQUEIRA et al., 1979) para 0
estudo geral dos tecidos.

Esse processo foi realizado no Laboratério de Patologia e Biologia Molecular
Veterinaria— VETPAT em Campinas, SP.

1.2.4 Extracao dos lipideos totais do figado e dos rins

Aproximadamente 1cm® do tecido hepatico e do tecido renal foram retirados e os
lipideos totais foram extraidos de acordo com o método de Folch et al. (1957).

As amostras foram pesadas e diluidas em uma solucéo contendo cloroférmio, metanol
e agua em uma proporcdo de 2:1:0.5 e, posteriormente homogeneizadas. O contetdo
homogeneizado foi centrifugado a 1000 rpm por 5 minutos. A fase liquida inferior foi retirada
— fase esta que corresponde a concentracdo de lipideos — através da técnica de dupla pipeta.
Esse procedimento foi repetido trés vezes, adicionando-se cloroférmio para a remogédo dos
lipideos remanescentes. Em seguida, foi realizada a evaporacao do solvente em nitrogénio e o

extrato lipidico foi armazenado em freezer -20 °C para as posteriores analises.

1.2.5 Quantificacdo dos lipideos totais do figado e dos rins

A concentracdo dos lipideos totais do tecido hepatico e renal foi analisada pelo método
colorimétrico de Frings et al. 1972, utilizando-se como padrdo o éleo de figado de bacalhau
(Cod liver oil fatty acid methyl esters, SIGMA® ~ Saint Louis, EUA). A solucdo padrio e as
amostras foram ressuspendidas em cloroférmio e uma aliquota foi pipetada em tubos de
ensaio. Os tubos foram mantidos em uma estufa a 70 °C por 15 minutos para evaporacgao do
solvente. Ao extrato lipidico seco foi adicionado acido sulfurico concentrado e colocado em
banho-maria a 100 °C por 10 minutos. Posteriormente ao resfriamento dos tubos de ensaio,
adicionou-se sulfofosfovanilina e a solugdes foram levados para banho-maria a 37 °C por 15
minutos.

As amostras foram lidas em espectofotdmetro a um comprimento de onda de 540 nm.
A concentracdo de lipideos totais foi calculada utilizando-se a curva de 6leo do figado de
bacalhau, que havia sido preparada com antecedéncia e os resultados foram expressos em

mg/g para as amostras teciduais.
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Esse procedimento foi realizado em colaboracdo com Laboratério de Metabolismo e
Reproducdo de Organismos Aquaticos (LAMEROA) do Departamento de Fisiologia do

Instituto de Biociéncias da Universidade de Sao Paulo.

1.2.6 Extracao de proteinas totais do figado

As amostras dos tecidos foram extraidas apos precipitacdo e solubilizacdo segundo
Milligan; Girard, (1993). As amostras foram pesadas e homogeneizadas em 5 volumes da
solucdo de é&cido perclérico (PCA). Em seguida foram centrifugadas a 11.100 rpm em
centrifuga eppendorf por 5 minutos.

O precipitado foi ressuspenso em 4 volumes de PCA e o procedimento de
centrifugacdo foi repetido mais 3 vezes. Logo ap0s a ultima centrifugacdo, foram adicionados
14 volumes de hidréxido de potéassio (KOH) e o precipitado foi mantido por 24 horas em

agitacdo constante em temperatura ambiente.

1.2.7 Quantificacdo das proteinas totais do figado

A concentracdo de proteinas totais dos tecidos foi analisada pelo método colorimétrico
de Lowry et al. (1951). O solubilizado restante foi diluido 100 vezes com &gua destilada para
dosagem protéica. O volume diluido foi pipetado em tubos eppendorfs e adicionado 1000 puL
da mistura reativa (hidroxido de sodio + carbonato de célcio + tartarato de s6dio e potassio +
sulfato de cobre).

Posteriormente, adicionou-se 100 uL de reagente Folin-Ciocalteu (1:1) e ap6s 30
minutos as amostras foram lidas em espectrofotdbmetro a um comprimento de onda de 660
nm.

A concentracdo de proteinas totais foi calculada utilizando-se a curva de albumina
sérica bovina (Bovine serum albumin, SIGMA®) e os resultados foram expressos em mg/g.

Esse procedimento foi realizado em colaboragdo com Laboratério de Metabolismo e
Reproducdo de Organismos Aquéticos (LAMEROA) do Departamento de Fisiologia do

Instituto de Biociéncias da Universidade de Sao Paulo.
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1.2.8 Andlises estatisticas

A variacdo sazonal das médias do total de lipideos e proteinas hepaticas e renais foi
comparada ao longo do ciclo anual dos machos e ao longo dos diferentes estagios
reprodutivos das fémeas: vitelogénese priméria (foliculos ovarianos menores que 10mm),
vitelogénese secundéria (foliculos ovarianos maiores que 10mm) e prenhes (presenca de
embrides no oviduto). Testes de normalidade e homogeneidade de variancia foram aplicados e
guando cumpriam 0s requerimentos de uma analise paramétrica, os resultados foram
comparados utilizando-se o teste de Andlise de Varidncia (one-way ANOVA) seguido do
teste Tukey (p<0.05). As analises foram realizadas a partir do programa BioStat 5.0.

1.3 Resultados

Para as andlises relacionadas aos indices hepatossomatico, lipossomatico, lipideos e
proteinas totais do figado foram levados em consideracdo a bienalidade do ciclo reprodutivo
das fémeas e o ciclo anual dos machos (ALMEIDA-SANTOS et al., 2004; SALOMAO;
ALMEIDA-SANTOS, 2005). Portanto, para as fémeas, foram considerados os diferentes
estagios reprodutivos — vitelogénese primaria, secundaria e prenhez. Para os machos, devido
ao ciclo reprodutivo ser anual, as variaveis foram consideradas ao longo das estacfes do ano.
Para a avaliacdo dos parametros referentes ao rim, foi considerada a variacdo sazonal para
ambos 0S sexos, ja que o0 a participacdo do rim nos processos reprodutivos, em condicGes
naturais, esta restrito aos machos (KRHOMER, 2004).

Para a descri¢do microscopica do figado de C. durissus, foi necessario consultar fontes
bibliogréaficas referentes a anatomia e fisiologia humanas, pois além de existir um forte padrao
conservativo entre as estruturas hepaticas de todos os vertebrados (SHAFFNER, 1998), a

literatura herpetologica néo disponibiliza descrigdes hepaticas para muitas espécies de répteis.

1.3.1 Proporc¢do machos e fémeas reprodutivos e nao reprodutivos

Do total de fémeas (N=40), 7 estavam prenhes (17.5%), 16 estavam em vitelogénese
primaria (40%) e 17 em vitelogénese secundaria (42.5%) (Tabela 1).

Todos os machos de C. durissus avaliados nesse estudo (n= 43) se encontravam
maduros sexualmente, com ductos deferentes enovelados, e com coloracdo esbranquicada,

indicando presenca de espermatozoides ao longo de todo o ducto deferente. Além disso, foi
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confirmada a maturidade sexual com analises histoldgicas dos testiculos e do segmento sexual
renal — SSR.

A analise anual dos status reprodutivos de machos e fémeas esta descrito na Tabela 1.
Para tal analise, fémeas reprodutivas foram consideradas aquelas que estavam em
vitelogénese secundéria (foliculos >10mm), prenhes (embrides no oviduto) ou pés-parto
(oviduto pregueado), juntas . As fémeas ndo reprodutivas séo representadas pelas fémeas que

estavam em vitelogénese primaria (foliculos < 10mm).

Tabela 1- Variacao anual da proporcdo de individuos nos diferentes status reprodutivos de
Crotalus durissus-SP

ARG 2009 2010
N (proporgao) N (proporc¢ao)
Fémeas Reprodutivas 10 (47,62%) 11 (57,89%)
Fémeas Nao Reprodutivas 11 (52,38%) 8 (42,11%)
Machos Reprodutivos 24 (100%) 19 (100%)
Machos N&o Reprodutivos 0 0

1.3.2 Parametros ponderais e morfométricos - fémeas

A média de CRC das fémeas foi de 884.8 £ 63.9 mm e de CC 67 + 7.4 mm. A média
da massa corpoérea foi 744.3 + 259.6 g.

Observou-se um padrdo idéntico para as meédias dos indices hepatossomatico e
lipossomatico.

O indice lipossomatico (ILS, detectado pela quantidade relativa da gordura abdominal)
variou significativamente (p=0.001; F=9.19) entre a vitelogénese primaria e a prenhez
(p<0.05) e entre a vitelogénese secundaria e a prenhez (p<0.01). A média do indice
lipossomatico foi de 0.04 + 0.02 para a vitelogénese primaria, 0.06 + 0.02 para a vitelogénese

secundaria e para a prenhez a média foi de 0.01+ 0.009 (Figura 1).
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Figura 1 - indice lipossomatico das fémes de C. durissus.
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Legenda - Massa da gordura abdominal (g) dividida pela massa corpérea (g). Os valores referentes a
prenhez variaram significativamente entre vitelogénese primaria e secundaria. As linhas verticais
sobre as barras representam o desvio padrdo das médias dos valores.

A média do indice hepatossomatico (IHS, massa relativa do figado) durante a
vitelogénese primaria foi de 0.04 + 0.02; durante a vitelogénese secundaria a média foi de
0.06 = 0.02 e para a prenhez a média foi de 0.01 + 0.009. Foi encontrada diferenca
significativa (p=0.003; F=11.92) entre a vitelogénese primaria e a prenhez (p<0.05) e a

vitelogénese secundaria e a prenhez (p<0.01). (Figura 2).
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Figura 2 - indice Hepatossomatico das fémeas de C. durissus.
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Legenda- Massa do figado (g) dividida pela massa corpérea (g). Os valores referentes a prenhez
variaram significativamente entre a vitelogénese primaria e a prenhez e a secundaria e a prenhez. As
linhas verticais sobre as barras representam o desvio padrdo das médias dos valores.

A média da massa relativa dos rins (indice “renalssomatico’’) ndo variou sazonalmente
(F=1,72; p=0.18), atingindo menores valores durante o inverno, com média de 2,7% do total

da massa corpdrea. Nas demais estacdes, os valores foram muito similares (Figura 3).

Figura 3 - indice Renalssomatico das fémeas de C. durissus.
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Legenda - Massa do rim (g) dividida pela massa corporea (g). A variacdo das médias ndo revelou
significancia entre as esta¢des. As linhas verticais sobre as barras representam o desvio padréo das
médias dos valores
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1.3.3 Substratos energéticos — fémeas

A variacao de lipideos totais por grama de tecido hepético variou significantemente
(p=0.0001; F=22.39) entre os estagios reprodutivos — vitelogénese primaria e vitelogénese
secundaria (p<0.01) e entre a vitelogénese secundéaria e a prenhez (p<0.01). A média da
quantidade de lipideos para a vitelogénese priméria foi de 31.9+6.4g, para a vitelogénese
secundaria a média foi de 87.34+9.7g e ao longo da prenhez 26.5+2.6g. Este padrdo € muito
similar ao padrdo das variacdes das médias encontrado para os indices hepatossomatico e

lipossomatico (Figura 4).

Figura 4 - Lipideos totais do figado das fémeas de C. durissus.
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Legenda — Miligrama de lipideos por grama de tecido. A significancia foi encontrada na variagéo dos
valores médios da vitelogénese primaria e secundaria e a prenhez e a vitelogénese secundaria. As
linhas verticais sobre as barras representam o desvio padrao das médias dos valores

A quantidade média de lipideos por grama de tecido renal ndo variou
significativamente entre as estacdes (F=3.03; p=0.59). A estacdo que apresentou menor média
de lipideos por grama de tecido do rim foi 0 outono, com 15.21g. O verdo apresentou a maior

média entre as estacfes com 27.45¢g de lipideos por grama de tecido renal (Figura 5).
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Figura 5 — Lipideos totais do rim das fémeas de C. durissus
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Legenda — Miligrama de lipideos por grama de tecido. N&o foi encontrada variagdo significativa das
médias entre as estagdes. As linhas verticais sobre as barras representam o desvio padrdo das médias
dos valores

O conteudo proteico do figado (Figura 6) ndo variou significantemente entre os
estagios reprodutivos (p=0.26; F=1.43), mantendo-se praticamente inalterado, com média de
228.8 + 17.6 g durante a vitelogénese primaria, 227.3 + 24.7g durante a vitelogénese

secundaria e durante a prenhez a média foi de 220.4+14.8 g.

Figura 6 — Proteinas totais do figado de fémeas de C. durissus.
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Legenda — Miligramas de proteinas por grama de tecido. N&o foi encontrada variacdo significativa
entre as estacdes. As linhas verticais sobre as barras representam o desvio padrdo das médias dos
valores.
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1.3.4 Ciclo reprodutivo — fémeas

A vitelogénese secundaria foi observada a partir de marco (fim do verao) até setembro
(primavera), més no qual também se observou presenca de embrides no oviduto. Os embrides
totalmente formados foram registrados a partir de janeiro (verdo). Fémeas em vitelogénese
priméria foram encontradas ao longo do ano todo (Figuras 7 e 8).

Figura 7 — Ciclo reprodutivo das fémeas de C. durissus em relagdo a distribuicdo do maior
foliculo ovariano e presenca de embribes no oviduto.
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Figura 8 — Estagios reprodutivos das fémeas de Crotalus durissus.

Legenda - A) Vitelogénese primaria (foliculos ovarianos <10mm); B) vitelogénese secundaria
(foliculos ovarianos >10mm); C) Prenhez em estagio intermediario de desenvolvimento embrionario;
D) Prenhez em estagio avancado de desenvolvimento embrionario.
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1.3.5 Parametros ponderais e morfométricos - machos

A média do CRC foi de 913.1 £ 121.9mm e do CC foi de 104.7 £ 16.2mm. A massa
corporea variou de 265 a 1.996g, com uma média de 748.2 + 367.0g.

A variacéo do indice lipossomatico (Figura 9) mostrou-se significativamente diferente
(F=2.95; p=0.04) entre o verdo e o outono (p=0.05). A variacdo do indice hepatossomatico

ndo revelou variacgdo significativa (p=0.55 e F=0.72) (Figura 10).

Figura 9 - indice lipossomatico dos machos de C. durissus.
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Legenda - Massa da gordura abdominal (g) dividida pela massa corpdrea (g). A significancia
foi encontrada entre os valores referente ao verdo e o outono. As linhas verticais sobre as barras
representam o desvio padrdo das médias dos valores
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Figura 10 - indice Hepatossomatico dos machos de C. durissus
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Legenda - emassa do figado (g) dividida pela massa corporea (g). A variagdo das médias entre as
estacdes ndo revelou siginificancia. As linhas verticais sobre as barras representam o desvio padréo
das médias dos valores

A média da massa relativa dos rins dos machos (Figura 11) variou significativamente
entre as estaces (F=4.3; p=0.01). O outono revelou maior média em relagcdo a primavera

(p=0.05) e em relacédo ao inverno (p=0.05), correspondendo a 0.9% da massa corporea.

Figura 11 - indice Renalssomatico dos machos de C. durissus
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Legenda - Massa do rim (g) dividida pela massa corpdrea (g). A média dos valores referentes ao
outono variou significativamente em relacdo & primavera e ao inverno. As linhas verticais sobre as
barras representam o desvio padrdo das médias dos valores
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1.3.6 Substratos energéticos
O padrdo de variacao das medias dos valores dos lipideos totais do figado (Figura. 12),
revelou maiores niveis durante o verdo. Foi encontrada diferenca significativa (p=0.001;

F=8.55) entre o0 verdo e as outras estagdes (p<0.01).

Figura 12 - Lipideos totais do figado dos machos de C. durissus.

70

Verao Outono Inverno Primavera

Legenda - Miligrama de lipideos por grama de tecido. A significAncia foi encontrada variagdo das
médias entre o verdo e as demais estacGes do ano. As linhas verticais sobre as barras representam o
desvio padrdo das médias dos valores

Para a quantidade de lipideos dos rins, foi encontrada variacédo significativa (F=14.57;
p=0.0002) entre o inverno e as demais esta¢des do ano, atingindo maiores valores durante o

outono (Figura 13).
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Figura 13 - Lipideos totais dos rins dos machos de C. durissus.
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Legenda - Miligrama de lipideos por grama de tecido. Os valores referentes ao inverno diferiram
significativamente das demais estacGes. As linhas verticais sobre as barras representam o desvio
padrdo das médias dos valores

Os valores referentes a média das proteinas totais do figado (Figura 14), quase ndo
variaram entre as estacdes (p=0.35; F=1.15), apresentando médias muito similares, atingindo

maiores valores durante o inverno.

Figura 14 - Proteinas totais do figado dos machos de C. durissus.
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Legenda - Miligrama de lipideos por grama de tecido. A variacdo entre as médias ndo revelou
diferenca significativa. As linhas verticais sobre as barras representam o desvio padrdo das médias dos
valores.



32

1.3.7 Ciclo testicular — volume

O volume dos testiculos de C. durissus amostradas (Figura 15) revelou um discreto
aumento a partir da primavera, alcangando os maiores valores ao longo do verdo. Os menores
volumes testiculares foram observados durante o inverno. A variacao signifcativa das médias
dos volumes foi detectada (F=4.02; p=0.01) entre o verdo e o inverno (p=0.05) e entre o

outono e o inverno (p=0.05).

Figura 15 — Ciclo testicular dos machos em relacdo ao volume do testiculo dividido pelo
comprimento rostro-cloacal (CRC) ao longo do ano.
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1.3.8 Ciclo testicular — histologia

De um modo geral, as analises histologicas revelam um padréo sazonal para o ciclo
testicular das C. durissus do Estado de Sdo Paulo. Durante a primavera observam-se alguns
espermatozoides completamente formados concentrados no Iimem dos tabulos seminiferos e
um epitélio germinativo com inumeras espermatogonias e espermatocitos evidenciando o
inicio da atividade testicular nessa estacdo. No verdo, o lumem estd completamente
preenchido por espermatozoides prontos e espermétides em processo de espermiacao,
demonstrando o pico de atividade testicular. Ao longo do outono, observa-se a uma

diminuicdo no processo de formacdo dos espermatozoides, indicativos do inicio do processo
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de regressédo testicular com apenas poucas espermatogénias ainda dispersas pelo limem. A
regressdo total dos testiculos € observada durante o inverno, quando apenas espermatogénias

sdo encontradas no epitélio e o limem atinge seu maior didametro (Figura 16).

Figura 16— Histologia do testiculo de C. durissus

Legenda - A = primavera, inicio do crescimento do epitélio germinativo nos tdbulos
seminiferos, oberva-se presenca de espermatdcitos e espermatogOnias; B=verdo, pico da
atividade testicular — observa-se lumem preenchido por espermatides e espermatozoides
totalmente formados; C=outono, inicio do processo de regressao, com diminuicao do epitélio
germinativo dos tabulos seminiferos; D=inverno, regressdo total do epitélio do epitélio
germinativo dos tdbulos seminiferos e aumento acentuado do Iumem. Todas as
fotomicrografias estdo em aumento de 10X.
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1.3.9 Alterac6es Hepéticas

As alteracdes hepéticas foram avaliadas principalmente sob o ponto de vista do
metabolismo de lipideos no tecido as quais sdo facilmente visualizadas no parénguima
hepatico. Essa alteracdo € descrita como vacuolizagdo micro e macrogoticular difusa nos
hepatécitos ou mais genericamente, como esteatose macro e microgoticular, e ocorre
normalmente em pequenas quantidades, entretanto, ha variacdes dessa vacuolizacdo durante o
processo Vvitelogénico em fémeas.

A esteatose microgoticular foi inferida por observacdes da quantidade de goticulas de
lipideos permeando o citoplasma dos hepatocitos, sem a alteragdo da conformacédo original
deles. Ja a esteatose macrogoticular foi detectada quando goticulas de lipideos se coalescem
no citoplasma dos hepatocitos, formando uma gota maior, empurrando o nucleo do hepatécito
para apenas um lado, forgando-o mudar sua configuragéo original.

Histologicamente, a vacuolizacdo é visualizada em varias circunferéncias brancas de
diversos didmetros, com o aspecto de vazio no parénquima hepéatico. Para uma maior
compreensdo das alteracdes hepaticas, faz-se necessario uma breve explanacdo da descricdo
macro e microscopica do figado.

Contudo, ndo € objetivo desse trabalho descrever detalhadamente todas as estruturas
celulares do figado, tampouco o metabolismo hepéatico em Crotalus durissus, sobretudo pelo
fato que a microscopia de luz e a coloracdo histologica basica (hematoxilina e eosina) nao
permitem tais extrapolacdes, e sim, permitem apenas evidenciar as possiveis alteracdes

hepaticas que estejam vinculadas aos processos reprodutivos da referida espécie.

1.3.10 Descricao da estrutura macroscopica e microscopica do figado de C. durissus

O figado em ambos o0s sexos corresponde a 2-3% da massa corpérea, é constituido por
dois l6bulos, sendo o direito, aproximadamente 33% maior em comprimento que o esquerdo.
A porcdo do Iébulo direito que excede do esquerdo é estreitada gradualmente até a porcao
final, mais caudal (Figura 17A). Quanto a localizacdo, o figado se estende do coracéo até a
vesicula biliar (Figura 17E) e é revestido por um tecido conectivo fibroso, fino e de tom
esbranquicado que se torna mais espesso a medida que se aproxima da unido longitudinal dos
dois l6bulos. Ventralmente estdo localizados as veias e artérias abdominais que realizam o

aporte sanguineo da cavidade peritoneal para a veia porta. A coloracdo varia de vermelho-
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tinto a marrom escuro (Figura. 17C), com aspecto sempre uniforme — ou seja, sem

pigmentacdes. As médias do comprimento, largura e espessura constam na Tabela 2.

Tabela 2-Valores das médias da biometria do figado de C. durissus — SP

_ _ ] Machos Fémeas
Biometria do Figado (mm) _ _ o )
Média + Desvio Padréo Média + Desvio Padréao

Largura 221+4.4 242 +59
Comprimento 177.3+£53.1 172.8 + 34.08
Espessura 4913 52+18

A variacdo das médias da massa relativa do figado de machos e fémeas (Figura 18)
ndo diferiu significativamente (F=3.31; p=0.07), entretanto, nas fémeas, observa-se uma

maior massa relativa.

Figura 18 — Variagdo das médias da massa realtiva do figado em machos e fémeas de C.
durissus.
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Legenda - As linhas verticais sobre as barras representam o desvio padrdo das médias dos valores.

Microscopicamente o figado de Crotalus durissus possui 0 parénquima constituido
principalmente por hepatocitos. Os hepatocitos tém formato poliédrico e medem 40-60 um,
com nucleos dispostos centralmente e alguns nucléolos também s&o visiveis. Os hepatocitos
se agrupam em placas que se anastomosam entre si formando unidades morfol6gicas
chamadas l6bulos hepaticos. Nestes, os hepatdcitos se dispdem em placas orientadas

radialmente, entretanto essa configuracdo nem sempre é nitida em Crotalus durissus.
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Cada placa é constituida por células dispostas em uma s6 camada. Cada lI6bulo é uma
massa poliédrica de tecido hepéatico que se encostam uns nos outros em quase toda sua
extensdo. No entanto, em algumas regides, os I6bulos ficam separados por tecido conjuntivo e
vasos, que constituem a trabécula hepatica, que pode variar de conformidade — apresentando-
se mais ou menos densos (Figura 17B). Estas regiGes recebem o nome de espacos-porta
(GELLER; PETROVIC, 2009). Cada espaco porta é constituido por um ramo do ducto biliar,
um ramo da veia porta e um ramo da artéria hepatica (Figura 17B). Entre os hepatocitos
existem diminutos vasos chamados capilares sinusoides (Figura 17B").

Os sinusoides sdo capilares que ocupam o0 espaco entre as placas de hepatocitos. Suas
paredes sdo revestidas de células endoteliais tipicas e macréfagos que, no figado, recebem o
nome de células de “Kupffer”, que possuem func¢éo fagocitaria. O estreito espaco que separa 0
sinus@ide dos hepatdcitos recebe o nome de “Espaco de Disse” o qual é composto por fibras
reticulares (GELLER; PETROVIC, 2009).

Um terceiro tipo de célula na parede do sinusdide é a chamada célula de “Ito” que,
supostamente, teria um papel na fibrogénese. Os capilares sinusdides desembocam em uma
veia localizada no centro do l6bulo chamada veia centrolobular a qual é o ramo inicial da veia
hepatica (SHAFFNER, 1998). Devido a sua reduzida dimensao do “Espaco de Disse” e de
suas respectivas estruturas, a visualizacdao ¢ melhor evidenciada com microscopia eletronica.

Observou-se ainda, a presenca de raros melanomacrofagos periportais apenas em um
macho e uma fémea de Crotalus durissus da amostra. Os melanomacréfagos foram
observados na regido periportal (Figura 17C) como pontos enegrecidos — devido a sintese de

melanina que € realizada continuamente por tais células (SANTOS et al., 2009).
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Figura 17 — Caracteriza¢cdo morfoldgica do figado de C. durissus.
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Legenda - A) Representagdo da configuracdo padrdo do figado de C. durissus. Arte de Ana Béarbara
Barros; B) Espago porta e suas respectivas estruturas indicadas pelas setas (aumento 20X); B’)
Aumento de 40X evidenciando os microvasos sinuséides e os hepatécitos; C) Melanomacréfagos no
espaco porta indicados pela seta; D) Coloragdo padrdo de um fragmento do figado retirado para
histologia; E) Localizagdo anatdmica do figado em uma fémea de C. durissus.

1.3.11 Alterag6es microscopicas do tecido hepéatico em fémeas de C. durissus

Fémeas em vitelogénese primaria

A avaliacdo histolégica do figado (Figural9A) organizacdo radial das placas
hepatocitarias pouco ou ndo evidentes, com hepatocitos preservados com nucleos redondos e
pequenos nucléolos por vezes visualizados. O espago porta se encontra integro composto por
ductos biliares e ramos da veia porta e artéria hepatica em conformidade estrutural.

Fémeas em vitelogénese secundaria
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A avaliagdo microscopica revelou uma organizacdo das placas hepatocitarias pouco
evidente. O espaco porta se encontra integro, composto por ductos biliares e ramos da veia e
artéria hepatica normais. Os hepatocitos revelam moderada a intensa vacuolizacdo
citoplasmatica magrogoticular, com nucleos redondos e pequenos nucléolos evidentes
(Figuras 519B e 19B’).

Fémeas prenhes

A avaliacdo histoldgica (Figura 19C) revelou um moderado a intenso desarranjo
trabecular refletido pela organizacao radial das placas hepatocitarias pouco evidentes. Raros
hepatdcitos com vacuolizagdo macrogoticular foram encontrados, porém com hepatdcitos
adjacentes preservados, com nucleo redondo e pequenos nucléolos evidentes.

Observou-se também uma discreta a moderada ectasia sinusoidal difusa - que
corresponde a dilatacdo dos diminutos vasos sanguineos que se unem para formar a veia
central.

Fémea pos-parto

A avaliacdo histolégica (Figura 19D) revelou organizacdo das placas hepatocitarias
ndo evidente com um intenso desarranjo trabecular. O espaco porta encontra-se com discretos
focos de hiperplasia dos ductos biliares. Os hepatdcitos mostram-se preservados, com nucleos
redondos e nucléolos evidentes. N&o se observou vacuolizagdo macrogoticular difusa nos

hepatdcitos.
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Figura 19 — Histologia hepética de fémeas de C. durissus ao longo dos status reprodutivos.

Legenda - A) Vitelogénese primaria — observar auséncia de vacuolizacdo micro e macrogoticular
(Aumento de 40X) B) Vitelogénese secundaria — observar intensa vacuolizacdo micro e
macrogoticular (aumento 20X) B’) Aumento de 40X; C) Prenhe (Aumento 40X) asteriscos
evidenciam dilatacdo dos sinusoides (microvasos); D) Pdés-Parto (Aumento 20X) Espago porta
evidenciando os ductos biliares dilatados.

1.3.12 Descricdo das alteracGes microscopica do tecido hepéatico em machos ao longo das

estacdes do ano

Veréo

A avaliacdo microscépica do tecido hepatico durante o verao revelou organizacdo das
placas hepatocitarias ndo evidente, com espaco porta integro. Os hepatdcitos apresentaram
discreta vacuolizagdo microgoticular citoplasmatica, com nucleos redondos e pequenos
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nucléolos evidentes. Os sinusoOides foram observados dentro dos padrbes da normalidade
(Figura 20A).
Outono

A avaliacdo histologica durante essa estacdo revelou uma desorganizacdo das placas
hepatocitarias. O espaco porta apresentou discretos focos de hiperplasia dos ductos biliares.
As demais estruturas foram observadas dentro dos padrdes da normalidade. Os hepatocitos
exibiram uma discreta vacuolizacdo citoplasmatica, com nucleos redondos e pequenos

nucléolos visiveis. Os sinusoides estavam dentro da conformacéo normal (Figura 20B)

Inverno

A andlise histoldgica revelou organizacdo das placas hepatocitarias pouco evidente.
Foram observados discretos focos de hiperplasia dos ductos biliares, porém as demais
estruturas do espago porta apresentaram-se dentro da conformidade. Os hepatécitos exibem
discreta vacuolizacdo citoplasmatica macro e micro goticular, com nucleos redondos, por
vezes com cromatina frouxa e pequenos nucléolos evidentes. Foi observada a presenca de

raros melanomacrofagos periportais (Figura 20C).

Primavera

A avaliacdo microscopica revelou organizacdo das placas hepatocitarias pouco
evidente. O espaco porta apresentou-se integro. Os hepatocitos foram observados preservados,
com nucleos redondos e pequenos nucléolos por vezes evidentes. Os sinuséides apresentaram-

se dentro dos padrdes da normalidade (Figura 20D).
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Figura 20 - Histologia hepatica em machos de C. durissus

Legenda - A) Verao; B) Primavera; C) Outono; D) Inverno . Todas as fotos estdo em aumento
de 10X. Observar a variagdo da densidade de vacuolizagdo micro e macrogoticular
citoplasmaticas.

1.3.13 Alteragdes renais

Os rins foram avaliados microscopicamente e microscopicamente sob a perspectiva
dos custos reprodutivos, ou seja, das possiveis alteracdes resultantes dos processos
reprodutivos em machos e fémeas de C. durissus. As andlises tiveram como objetivo
primordial revelar as diferencas sazonais das estruturas renais de machos e fémeas através da
histologia basica — coloracdo hematoxilina/eosina e extracdo lipidica, para compara-las aos

demais resultados j& disponibilizados por outros autores. Tais diferengas sdo oriundas da
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variacdo na quantidade dos granulos secretores encontrados no epitélio do segmento sexual
renal, que alteram a configuracdo do limen das células, evidenciando assim, um processo de
hipertrofia do segmento sexual renal.

1.3.14 Descrigéo da estrutura macroscopica dos rins de C. durissus

Os valores das médias dos parametros biométrico do rim direito de machos es fémeas

esta apresentado na tabela 3.

Tabela 3-Valores das médias da biometria do rim direito de C. durissus.

Biometria do rim direito Machos Fémeas
(mm) Média + Desvio Padréo Média + Desvio Padréo
Largura 9.32+20 10.69 + 2.89
Comprimento 185.83 £ 47.30 152.12 + 39.28
Espessura 3.13+0.93 2.19+£0.62

A média da massa relativa dos rins entre machos e fémeas de C. durissus revelou
diferenga significativa, (F=97.27; p=0.0001), com machos apresentando média superior,
correspondendo a quase 0.8% da massa corpérea (Figura 21).
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Figura 21 — Variacdo das médias da massa relativa do rim de machos e fémeas de C.
durissus.
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Legenda — As linhas verticais sobre as barras reprsentam o desvio padrdo das médias dos valores.

Como descrito para outras espécies de serpentes, o rim das C. durissus aqui estudadas,
¢ um orgdo alongado longitudinalmente, constituido por l6bulos dispostos transversalmente.
Quanto a posicdo anatdmica em relacdo aos outros 6rgédos, os rins direito e esquerdo alocam-
se na parede ventral da cavidade do corpo e sdo margeados dorsalmente pela adrenal. Os rins
estdo em ligeira assimetria, sendo o rim esquerdo aproximadamente 20 milimetros maior que
0 rim esquerdo (Figura 22).

Nas fémeas, 0s rins podem ser observados a partir da cloaca, margeando o Utero e
alcancando os foliculos ovarianos (Figura 22B). J& nos machos, os rins podem ser observados
a partir da cloaca, margeando o ducto deferente até a ligacdo da adrenal com os testiculos
(Figura 22A)
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Figura 22 - Foto da anatomia interna de C. durissus evidenciando a localizacdo dos rins em
relacdo aos outros 6rgaos.
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Legenda - Fémea (A) e macho (B).

A coloracdo varia entre machos e fémeas. Para as fémeas a coloracdo dos rins é
avermelhada, semelhante & coloracdo do figado e ndo foram observadas variagdes sazonais na
coloragdo e na biometria. Contudo, nos rins dos machos observou-se uma coloracdo bege,
principalmente durante o outono, em que a coloragéo se intensifica ganhando tons de amarelo
(Figuras 23 A, B C e D). Durante a estagdo reprodutiva, os rins dos machos apresentam uma
ampliacdo da lateral das margens dos lobulos, evidenciando que a mudanca de coloracgdo é
devida ao espessamento dos tubulos dos néfrons que permanecem agregados ao longo das
bordas laterais do rim. Essa mudanga estrutural indica a presenca do segmento sexual renal,
que pode ser observado macroscopicamente (Figura 23E).
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Figura 23 — Foto do rim direito dissecado de uma fémea de C. durissus
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Legenda - (A). Fragmento do rim retirado para confec¢do de Iaminas histoldgicas (B e C). Detalhe da
coloracdo avermelhada da fémea (A e B). Foto do rim direito dissecado de um macho de C. durissus
(D). Detalhe da coloragdo amarelada do macho (C e D), do ducto deferente enovelado, indicando
maturidade sexual e do segmento sexual renal preenchendo a superficie do rim (E).

1.3.15 Variacdes histoldgicas dos rins dos machos de C. durissus

Embora o rim direito dos machos de C. durissus tenha apresentado diferencas sazonais
guanto a massa relativa e quantidade de lipideos por grama de tecido, as analises histoldgicas
revelaram caracteristicas de hipertrofia do epitélio do segmento sexual renal durante todas as
estacfes, como um pequeno volume do limem (Figura 24). Durante o outono, contudo,
estacdo na qual sdo observados os comportamentos de busca por fémeas, combate e copula,
h& um aumento visivel da producéo de granulos secretores, preenchendo quase totalmente o
citoplasma celular, realcando a hipertrofia do epitélio e a diminui¢cdo do volume do lIGtmem
(Figuras 24B e 25). Essa intensa agregacao dos granulos citoplasmaticos é também associada
com o aumento da intensidade da coloracdo histoldgica basica, sugerindo um contetdo

eosinofilo (Figura 25).
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Figura 24 — Histologia do rim direito dos machos de C. durissus evidneciando o SSR ao
longo das esta¢des do ano.

I : o - .

Legenda - A= Primavera aumento 10X; B=Outono aumento 20X — observar a acentuada hipertrofia do
SSR. C= Verdo aumento 10X e D = Inverno aumento 10X. Tcp — Tubulo contorcido proximal; SSR —
Segmento sexual renal.
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Figura 25 — Histologia do rim direito de um macho de C. durissus, evidenciando o SSR e 0s
granulos secretores em méxima atividade no outono.

Legenda — Em A aumento de 10X. Em B, com um aumento de 40X, observa-se o aumento dos
granulos secretores do epitélio do segmento sexual renal. SSR — Segmento sexual renal; Tcp — tubulo
contorcido proximal; Tcd — tdbulo contorcido distal.

1.3.16 Variacdes histoldgicas dos rins das fémeas de C. durissus

Assim como esperado, a avaliagdo histologica do rim das fémeas ndo mostrou
diferencas sazonais. Em decorréncia da auséncia do segmento sexual renal nas fémeas, o
padrdo celular em todas as estagdes permaneceu estavel. O volume do limen e a altura do
epitélio ndo apresentaram diferencas, tampouco se observou altera¢des na coloracdo ao longo

das estacOes (Figura 26).
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Figura 26— Histologia do rim direito das fémeas de C. durissus ao longo das esta¢des do ano.

Legenda - A= Primavera; B=Outono; C= Verdo e D = Inverno. Observam-se apenas os tubulos
contorcidos proximal (Tcp) e distal e (Tcd).
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1.4 Discussao

1.4.1 Proporcao de individuos reprodutivos

A pequena diferencga encontrada (10%) entre a proporcao de fémeas néo reprodutivas
(vitelogénese primaria) 40% e fémeas reprodutivas (em vitelogénese secundaria e fémeas
prenhes) 60% em Crotalus durissus, corrobora a hipdtese de bienalidade do ciclo reprodutivo
de muito crotalineos que apresentam um padréo de reproducdo bienal sazonal (ALDRIDGE,
1979; ALMEIDA-SANTOS; SALOMAO, 2002; BLEM, 1982; LANGLADA, 1972).

Menos da metade (42.5%) das fémeas de C. durissus da amostra estudada estavam
aptas a dar continuidade aos processos reprodutivos e, provavelmente deixar descendentes no
verdo do mesmo ano e 40% ndo haviam iniciado aos processos reprodutivos com a deposicdo
gradual do vitelo em seus foliculos para entdo copular, estocar espermatozoide, ovular,
fecundar e entdo parir no verdo do ano seguinte. Esse padrdo é similar a outros membros do
género das regides temperadas, como C. atrox, C. pricei, C. scutulatus, C. mitchellii, C. tigris
e C. willardi (CAMPBELL; LAMAR, 2004).

Tal assertiva é baseada em observacdes em que aproximadamente metade das fémeas
maduras numa dada populacdo estd reprodutiva (ALDRIDGE, 1979; BLEM, 1982).
Entretanto, alguns autores consideram que em algumas espécies, 0 numero de fémeas
reprodutivas excede a metade da populacdo, algumas espécies como Crotalus viridis possuem
variacGes anuais na proporcdo de fémeas reprodutivas e ndo reprodutivas (BLEM, 1982),
dados similares aos encontrados pelo presente trabalho.

Ha relatos de viperideos que se reproduzem anualmente, como documentado para A.
contortrix e C. viridis (DILLER; WALLACE, 1984; FITCH, 1960), porém essas observactes
sdo pouco frequentes para viperideos, parecendo ser mais comum em colubrideos tropicais
(BROWN; SHINE, 2002; MARQUES, 1996; PIZZATO; MARQUES, 2002; SHINE, 1991).
Por outro lado, muitas espécies requerem dois a trés anos para que as fémeas completem a
maturacgdo dos foliculos (WHITE, 2011). Betz (1963) e Metter (1977) reportaram esse padréo
de reproducdo trienal para Nerodia rhombifer e N. sipedon, respectivamente.

As diferencas na proporcéo de fémeas reprodutivas em muitas espécies de serpentes,
sobretudo entre os viperideos, ja suscitou algumas especulacGes entre herpetologos, incluindo
a hipotese de que os ciclos bienais sdo determinados geneticamente (SIEGEL; FORD, 1987),
entretanto essa hipotese foi refutada por muitos autores que propuseram que a frequéncia

reprodutiva esta sob o controle primario da disponibilidade de presas e da estrutura da
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populagéo (ALDRIDGE, 1979; BLEM, 1982; DILLER; WALLACE, 1984). Assim, a
frequéncia reprodutiva estd diretamente relacionada a quantidade de energia estocada,

podendo ser alocada para as demandas dos processos reprodutivos (SHERIDAN, 2004).

1.4.2 Ciclo reprodutivo

Todos os machos de C. durissus dissecados apresentaram caracteristicas de
maturidade sexual ao longo dos dois anos de coleta de dados: comprimento rostro cloacal
(CRC) superior & 560 mm (ALMEIDA-SANTOS; SALOMAO, 2002), ductos deferentes
enovelados e opacos (MATHIES, 2011; SHINE, 1980) sugestivo de produgéo e estocagem de
espermatozoides (ALMEIDA-SANTOS et al., 2004). Esse padrdo de ciclo reprodutivo anual
para 0s machos também ja foi observado para Thaminophis sirtalis (KROHMER et al., 1987);
Tropidoclonion lineatum (KROHMER; ALDRIDGE, 1988), Boiga irregularis (MATHIES,
2010), e para outras inUmeras espécies de colubrideos e viperideos de zonas temperadas e
tropicais (MATHIES, 2011).

O ciclo testicular de C. durissus aqui descrito, tanto a partir do volume quanto a partir
de anélises histologicas do testiculo, corrobora o padrdo descrito para a populacdo do sudeste
do Brasil (ALMEIDA-SANTOS et al., 2004), no qual o inicio da espermatogénese se inicia
na primavera com pico no verdo e fase quiescente a partir do outono e regressdo total do
epitélio germinativo observado no inverno. A analise histoldgica das gbnadas € um parametro
fundamental para a real elucidacdo das estratégias reprodutivas adotadas pelas serpentes,
sobretudo para identificar possiveis variagdes individuais presentes numa populacao
(MATHIES, 2011).

Machos de C. durissus neotropicais apresentam variagdo do tipo de ciclo
espermatogénico. PopulagBes do nordeste brasileiro apresentam um ciclo associado, com pico
de producédo de espermatozoides ocorrendo na mesma estagdo em que se observa a copula -
outono (BARROS; SUEIRO; ALMEIDA-SANTOS, 2012), porém, populacbes do sudeste do
Brasil, iniciam a producdo de gametas na primavera e o pico de atividade testicular é
observada no verdo, evidenciando um ciclo dissociado, ja que a cOpula nessa populacéo
também é observada no outono (ALMEIDA-SANTOS et al., 2004; ALMEIDA-SANTOS,
2005).
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As variagdes do padrdo do ciclo testicular podem evidenciar um maior ou menor custo
reprodutivo, como demonstrado para as C. durissus do nordeste brasileiro, pois um ciclo
testicular associado dispensa as estratégias de estocagem e manutencdo de espermatozoides
viaveis durante uma estacdo (BARROS; SUEIRO; ALMEIDA-SANTOS, 2012).

H& uma extensa abordagem sobre as diferengas dos custos associados aos ciclos
reprodutivos de machos e fémeas na literatura herpetoldgica, e alguns autores divergem
qguanto a magnitude dos custos entre os géneros (ALDRIDGE; DUVALL, 2002; BONNET,
2011; SHINE, 1980).

Saint-Girons (1982), sugere que em regides tropicais e equatoriais, as condi¢Oes
climéaticas permitem que a espermatogénese ocorra em qualquer periodo do ano, pois a
demanda energética para tal processo € minima, ao contrario do que ocorre com as fémeas
cuja vitelogénese requer a utilizacdo de uma consideravel quantidade de energia — gordura
abdominal. Ha indicios de que machos de serpentes ndo requerem um limiar de energia
estocada para dar inicio as atividades reprodutivas (SHINE, 2003). Entretanto, Olsson,
Madsen e Shine (1997) inferiram o gasto energético da producdo de espermatozoéides pela
perda de massa corpérea de Vipera berus e verificou que ha uma perda consideravel de massa
corpérea  justamente durante a espermatogénese que ocorre fora do periodo dos
comportamentos de busca pelas fémeas — reforcando assim, a hipdtese de que o custo da
producdo de espermatozdides ndo € trivial qunado comparada aos custos totais (energia e
risco).

Para os machos de C. durissus avaliados, os valores de gordura abdominal sdo maiores
durante o verdo, sugerindo que esse estoque energético esta disponivel tanto, para ser
consumido durante 0 processo espermatogénico que inicia-se na primavera e atinge o pico de
atividade durante o verdo, quanto para 0os comportamentos reprodutivos exercidos durante o
outono.

Em contraste, a producdo do gameta feminino (évulo) é um componente mojoritario
dentre o total dos custos reprodutivos para as fémeas e muitas diferencas das caracteristicas
sexualmente selecionadas entre machos e fémeas tém sido atribuidas a esta divergéncia inicial
na magnitude dos custos de producédo de gametas (CHARNOV 1982; OLSSON; MADSEN,;
SHINE, 1997; TRIVERS 1972).

Arizona elegans e Crotalus viridis, apresentam diferencas de substratos energéticos
nos foliculos ovarianos entre a vitelogénese primaria e secundaria. Durante a vitelogénese
priméria, os foliculos ovarianos possuem pouca quantidade de proteina, lipideos, rastros de

calcio e o tamanho ndo ultrapassa 6 mm, ja no segundo estagio, denominada vitelogénese
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secundaria, ha répido crescimento dos foliculos e das quantidades de proteinas e lipideos
(ALDRIDGE, 1979). Tais dados sdo congruentes com a mobilizacdo de substratos energéticos
encontrados nesse presente estudo, pois 0s maiores indices hepatossomatico e lipossomatico
foram registrados durante a viteologénese secundaria, seguidos dos menores valores na
prenhez.

As Crotalus durissus do Brasil, apresentam o padrdo de vitelogénese sem a pausa do
inverno, obviamente em decorréncia da auséncia de hibernacdo e de temperaturas muito
baixas ao longo do inverno. Como descrito no presente estudo, o inicio da vitelogénese
ocorre, no final do verdo, com os foliculos atingindo maximo de tamanho antes da ovulacéo
durante a primavera (ALMEIDA-SANTOS et al., 1997, 2002). Além disso, Almeida-Santos e
Orsi (2002) demonstraram que os foliculos em vitelogénese priméaria de C. durissus sdo em
média menores que 10 mm e possuem coloracdo opaca, esbranquicada e a vitelogénese
secundaria pode ser inferida a partir de foliculos de cor amarelo intenso (vitelo) e maiores que
10 mm, parametros também encontrados nas génadas das fémeas aqui analisadas.

1.4.3 Alocacdo de energia para a reproducao

Claramente, o mecanismo de deposi¢cdo de vitelo nos foliculos e o tempo requerido
para isso (fim do outono até a primavera), sugerem que um grande “acordo energético” é
necessario para 0s provimentos da vitelogénese e do desenvolvimento embrionario
(BLACKBURN, 1994; WHITE, 2011), para a espermatogénese e 0s custos associados aos
comportamentos reprodutivos nos machos (ALDRIDGE; DUVALL, 2002).

Para ambos 0s sexos, assume-se que 0 sucesso reprodutivo envolve a habilidade de
estocar energia, que por sua vez esta ligada a disponibilidade de recursos. A disponibilidade
de recursos é considerada fator proximal responsavel pelas variaces dos aspectos da historia
de vida dos organismos e vem sendo estudada experimentalmente com manipulagdes da dieta
(SANTOS; LLORENTE, 2001, 2004, 2005; SIEGEL; FORD, 1989).

Pesquisas apontam que de maneira geral, os organismos podem utilizar duas taticas de
aquisicdo de recursos (JONSSON et al., 1997; MILLAR, 1975, 1987). A primeira tatica
denominada “capital breeder”, na qual os organismos acumulam recursos/energia antes do
inicio dos eventos reprodutivos, e contam com a existéncia de uma assincronia entre o

forrageamento e o uso do estoque de tais recursos, Além disso, apds 0 consumo dos recursos
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para custear a demanda energética da reproducdo, hd um periodo de quiescéncia reprodutiva
(BONNET et al., 1998). A segunda estratégia, descrita como “income breeders” 0S
organismos continuam se alimentando durante os eventos reprodutivos, possivelmente em

reposta a um aumento da demanda de recursos (JONSSON, 1997).

Esses termos “capital e income” breeders, foram difundidos, sobretudo por Xavier
Bonnet e colaboradores, que disponibilizaram uma abordagem ectotérmica para tais taticas de
aquisicao energética e sua respectiva utilizacdo para suprir a demanda reprodutiva e sugeriram
que a tatica capital breeder é adotada por todos os vertebrados ectotérmicos (BONNET et al.,
1998, 2000, 2002). Tal tatica parece agregar um menor custo para estocar energia do que 0s

>

individuos “income breeders” e que essa Ultima estratégia parece ser rara, devido ao
incremento do risco de predacdo durante o forrageamento apds a investida reprodutiva
(BONNET et al., 1998). Os valores dos indices lipossoméatico e hepatossomético das C.
durissus avaliadas evidenciam uma estratégia “capital”, pois para os machos os maiores
valores foram encontrados no verdo, estacdo que precede a estacdo de acasalamento, e para as
fémeas os maiores valores foram encontrados durante a vitelogénese secundaria seguido de

um agudo decréscimo na prenhez.

Uma excecdo a essa suposicdo, parece ser atribuida a Agkistrodon piscivorous, que
apresenta ciclo bienal e uma pequena diferenca na percentagem da massa de gordura
abdominal entre fémeas reprodutivas (2,7%) e ndo reprodutivas (2,3%). Provavelmente essa
espécie se reproduz menos que os demais viperideos de regides temperadas (WHARTON,
1966). Entretanto, esse dado foi criticado por alguns autores que mais recentemente
reavaliaram tais dados e sugeriram que 0s estagios reprodutivos possam ter sido sobrepostos,
mascarando de alguma forma tais dados (ALDRIDGE et al., 2003).

H4& ainda, uma premissa muito controversa na literatura, acerca de uma derivacdo do
custo energético: a limitagdo da ingestdo de itens alimentares durante o periodo reprodutivo,
também considerado um custo oportunista (MADSEN; SHINE, 1993). Shine (1980) descreve
que algumas espécies de répteis podem cessar a alimentacdo durante 0S processos
reprodutivos. Entretanto, muitas informac6es por ele disponibilizadas sdo oriundas de animais
mantidos em cativeiro (sob condigdes distintas), o que pode de alguma maneira, influenciar
tais dados. Além disso, os dados apresentam muita variacdo entre os taxons, inclusive entre
espéecies do mesmo género. Gregory e colaboradores (1998) analisaram diversas espécies de

serpentes viviparas e afirmam que ha um conflito entre a alimentacdo e os comportamentos
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relacionados a gestacdo, diante disso, sugerem que algumas delas sdo anoréxicas durante a

prenhez.

Madsen e Shine (2000), demonstram que em Liasis fuscus, as fémeas reprodutivas
param de se alimentar por até 3 meses, perdem até 44% da sua massa corpdrea e aumentam a
mortalidade durante esse periodo. A porcentagem de fémeas prenhes alimentadas € 1%
(N=117) contra 25% (N=126) das fémeas ndo reprodutivas. Ja os machos diminuem a taxa de
ingestdo de alimentos por 6 semanas ao longo da estacao reprodutiva e perdem 17% da massa
corpérea durante esse periodo. Zacariotti e Durrant (2006) relatam o encontro de uma fémea
de Crotalus oreganus em vitelogénese secundaria que acabara de ingerir um coelho. A presa
foi evidenciada por Raios-X, entretanto, os autores nao disponibilizaram quaisquer outros

dados acerca da massa da presa, tampouco o tamanho dos foliculos.

Muitos argumentos sdo sugeridos para explicar a limitagdo da ingestdo de itens
alimentares durante o periodo reprodutivo como o0 aumento da necessidade de
termorregulacdo para o desenvolvimento embrionario, menor habilidade em capturar presas —
devido ao incremento da massa corpérea das fémeas durante a prenhez, diminuindo, dessa
forma, a habilidade de escape de predadores e até mesmo a supressao do apetite fisiologico
(GREGORY et al., 1998; SHINE, 1980). Ha ainda, a justificativa da limitacdo do espaco da
cavidade abdominal — que durante a vitelogénese e a prenhez permanece praticamente toda
ocupada pelos foliculos em crescimento e pelos embrides, respectivamente, suprimindo o

espaco que poderia ser ocupado por uma presa no estdmago (LOURDAIS, 2003).

Curiosamente, a analise do conteddo estomacal de machaos e fémeas de Crotalus
durissus do presente trabalho, revelou zero por cento de individuos alimentados, porém 95%
deles apresentaram contetdo intestinal constituido de pélos pretos — sugestivo de roedores
silvestres. Esse dado é incomum, pois muitos outros trabalhos com a mesma espécie
demonstraram varios taxons de presas (SALOMAO et al., 1995, 1998; TOZZETI, 2006).
Provavelmente, devido aos animais serem capturados por terceiros em encontros ocasionais
(Recepcéo de Serpentes do IB), e por apresentarem contetdo intestinal ja totalmente digerido,
algumas das serpentes amostradas poderiam estar em atividade de forrageamento e foram

avistadas e capturadas antes de encontrarem uma presa.

Talvez esse aspecto seja elucidado quando mais trabalhos de histéria natural sejam

feitos com acuracia tanto para os dados de dieta quanto para os dados reprodutivos —
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esclarecendo de fato, se a restri¢cdo alimentar se d& ao longo da vitelogénese ou se esta restrita

a prenhez para as fémeas e se machos se alimentam ou ndo durante a estacdo reprodutiva.
1.4.4 Gordura abdominal

A estocagem de gordura abdominal em serpentes € encontrada no tergo posterior do
abddmen, ¢é as vezes é extensa o suficiente para cobrir todos 0s outros Orgdos, quando a
serpente € aberta ventralmente (POND, 1978). Volsoe (1944) sugeriu que a massa de gordura
também auxilia na locomocdo pois mantém arredondado o contorno do corpo, outra
possibilidade é que a locomogdo se torna mais eficiente com aumento da concentracdo de
massa sobre as escamas ventrais, diminuindo o atrito com o substrato. A gordura abdominal é
um suprimento para as demandas metabdlicas mesmo em individuos desidratados e com
pouca massa corporea, porem, 0 Seu excesso pode ocasionar um sobrepeso, gerando uma
limitacdo da locomocdo e outros distirbios metabolicos, inclusive alteragdes gonadais
(SHERIDAN, 2004).

Nas C. durissus dissecadas, a gordura abdominal foi encontrada sobretudo sob os
orgdos reprodutivos de machos e fémeas, ndo se estendendo para os demais 0Orgaos
localizados mais cranialmente.

O indice lipossomatico (quantidade relativa de gordura abdominal) entre as fémeas
variou significativamente entre os estagios reprodutivos, com menores niveis durante a
prenhez e maiores niveis ao longo da vitelogénese secundaria — fato que reitera a hipotese de
gue ndo ha reproducdo na auséncia de reservar energéticas (AUBRET et al., 2002). O valor
relativo da gordura abdominal entre a vitelogénese primaria e secundaria pode variar de 5 a 6
vezes - como descrito para Crotalus horridus e Nerodia rhombifer (GIBBONS, 1972) e
(ALDRIDGE et al., 2003), respectivamente.

Um dos primeiros relatos acerca da relacdo da gordura abdominal e a reproducdo em
serpentes, foi reportada por Vainio (1930) em Vipera berus que apresentou um acentuado
decréscimo da gordura abdominal durante a prenhez e atingiu 0s menores niveis depois da
parturicdo. VariacOes do estoque de gordura foram descritas por Saint Girons (1957) em
Vipera aspis onde fémeas que apresentavam menos de 10% de gordura em relacdo a massa
corporea antes hibernacdo durante o inverno, ndo se reproduziam na primavera seguinte.

Em Thamnophis sauritus a massa de gordura corporal declina com o desenvolvimento
dos foliculos ovarianos (FOX; DESSAUER, 1959). ConclusGes semelhantes foram foi

apresentadas por Tlnkle (1962) em Crotalus atrox cujo armazenamento de gordura é muito
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maior em fémeas que se reproduziram em um dado verdo do que naquelas que havim se
reproduzido no verdo anterior. Dessa forma essa diferenca impGe a bienalidade do ciclo
reprodutivo, indicando que o armazenamento de grandes reservas de gordura € essencial para
reproducdo. Crotalus horridus, C. viridis e Vipera berus apresentaram esse mesmo padrédo de
consumo de gordura abdominal ao longo das etapas do repertério reprodutivo, revelando
maiores valores no inicio da vitelogénese e atingindo menores niveis apds a parturi¢do
(GIBBONS, 1972; GREGORY, 1988; MACCARTNEY; NILSON, 1981), corroborando 0s
dados das C. durissus aqui apresenteados.

Em um trabalho experimental com Uta stansburiana, Hahn e Tinkle (1965)
eliminaram cirurgicamente a gordura abdominal em um grupo de fémeas, em outro grupo, as
fémeas foram histerectomizadas e o grupo controle foi submetido a incisdo cirargica, porém
nada foi retirado desse ultimo grupo. Os resultados demonstraram que fémeas sem 0s
estoques de gordura abdominal apresentaram altas incidéncias de foliculos atrésicos (néo
fecundados) além de retardo ou inibicdo do crescimento folicular. No grupo de fémeas
histerectomizadas, a mobilizacdo dos corpos de gordura ndo ocorreu, mantendo-se
inalterados. Ja no grupo controle todas as etapas do repertorio reprodutivo ocorreram
normalmente. Resultados semelhantes foram encontrados por Smith (1968) em Ameiva festiva
e Ameiva quadrilineata.

Os machos de C. durissus do presente estudo, apresentaram oscilagdes significativas
da quantidade de gordura abdominal, com os maiores valores de gordura abdominal
observados durante o verao estacdo na qual observa-se o pico dad espermatogénese e estacdo
que precede a época reprodutiva (outono), sendo esse padrdo evidenciado em algumas
espécies (ALDRIDGE; DUVALL, 2002; AUBRET; BONNET; SHINE, 2002).

Assim, para 0s machos, a energia estocada em gordura abdominal esta disponivel para
ser utilizada na producdo de espermatozoides, desenvolver o segmento sexual renal, para
custear a busca ativa pelas fémeas receptivas e realizar os rituais de combate ao longo da
estacao reprodutiva, periodo em que observa-se uma nitida diminui¢do dos niveis de gordura
abdominal. Supoem-se também que durante a esse periodo, os machos diminuem a frequéncia
alimentar, por estarem engajados em comportamentos de busca por fémeas e corte, que
perpetuam a espéecie (ALDRIDGE; DUVALL, 2002).
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1.4.5 Figado — Lipideos, proteinas e alteracdes histoldgicas

Muitos estudos estabelecem um indice lipidico, que pode ser calculado como sendo a
razdo entre a massa de gordura abdominal e a massa corporea ou por extracdo dos lipideos
totais dos tecidos previamente secos, divido pelo peso seco da massa corporea (SHERIDAN,
1994). Porém, o valor lipidico da gordura abdominal, inferido pelos métodos acima citados,
raramente excedem 50% do total de lipideos estocados, ndo sendo um bom estimador da
quantidade absoluta de lipideos disponiveis. Além disso, ha indicios de que os lipideos da
gordura abdominal ndo sdo estaveis, entdo a estocagem ou a utilizacdo dos lipideos pode ndo
refletir o montante de gordura estocado previamente (DERICKON, 1974, 1976).

Ainda, deve-se considerar que esse indice (gordura abdominal=lipideos totais) é mais
eficiente para os machos, jA que a correlacdo mostrou-se positiva para muitas espécies
(BONNET; NAULLEAU, 1996) ja para as fémeas esse parametro sera eficiente somente se
levado em consideracdo os diferentes status reprodutivos, pois a vitelogénese e a prenhez
podem mascarar a condicdo corpdrea das fémeas reprodutivas (SANTOS; LLORENTE,
2004). Diante disso, a extracdo lipidica mostra-se uma ferramenta mais precisa para
mensuracao dos parametros energéticos de machos e fémeas.

Os lipideos representam um eficiente mecanismo bioquimico por possuir uma alta
concentracdo energética ocupando pouco espaco dos organismos. Assim como em outros
animais, os répteis utilizam as reservas lipidicas provenientes dos corpos de gordura, para
suprir diferentes demandas energéticas, incluindo crescimento, manutencdo somatica e
reproducdo (DERICKSON, 1976; SHERIDAN, 1994).

A extracdo dos lipideos totais e de proteinas totais do figado de répteis, bem como a
avaliacdo histoldgica do tecido hepatico, sdo metodologias mais refinadas para mensurar o
custo energético da reproducgdo, nos permitindo testar como a dindmica de lipideos pode
influenciar a producgéo da prole (SANTOS; LLORENTE, 2004). Além disso, sabe-se que o
processo vitelogénico exige a participacdo do figado, que por sua vez, apresentara alteraces
de massa (indice hepatossomatico), alteracGes na concentracdo de lipideos e proteinas nos
diferentes status reprodutivos em ambos os sexos (BONNET, 2011). Entretanto, tais
avaliacOes se restringem a poucas espécies das regides temperadas.

Os dados de extracdo dos lipideos totais do figado das fémeas de C. durissus do
presente trabalho sdo muito similares aos valores do indice lipossomético, bem como o0s
valores do indice hepatossomatico, corroborando dessa forma, a assertiva de Cale e Gibbons

(1972), mostrando-se um excelente estimador lipidico, além de evidenciarem a mbilizacéo
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dos substratos energéticos durante as diferentes etapas reprodutivas. O processo vitelogénico
exige altos valores de gordura abdominal estocada, a qual é consumida ao longo do
desenvolvimento embrionario, refletindo alteracdo do indice hepatossomatico em decorréncia
da transformacdo metabdlica (gordura -> vitelogenina - vitelo) que ocorre no figado
(ALDRIDGE, 1979; BONNET, 2011; MATHIES 2011).

J& os machos apresentaram valores de lipideos totais do figado um pouco maiores que
os valores indicados pelo indice lipossomatico, sugerindo que os lipideos provenientes do
tecido hepatico talvez sejam menos utilizados ao longo da estacéo reprodutiva, pois os valores
do indice hepatossomatico nao revelaram variagdes significativas ao longo do ano.

O valor das proteinas totais do figado, para ambos o0s sexos, ndo variou
significativamente, fato que sugere que figado ndo é utilizado como fonte de energia para o
processo reprodutivo em C. durissus, diferentemente do que parece ocorrer em fémeas do
lagarto Takydromus tachydromides, que apresenta um acentuado declinio da massa do figado,
sobretudo durante o desenvolvimento embrionario da segunda e terceira ninhada, ao passo
gue para a primeira ninhada, o valor da gordura abdominal declina significantemente
(TELFORD, 1970). Esses resultados sugerem as duas fontes energéticas (gordura abdominal e
subtratos do figado) para custear a reproducdo da referida espécie, que se reproduz
anualmente.

Em Sceloporus jarrovi, hd um aumento do indice hepatossomatico antes do inicio da
vitelogénese e ha um aparente declinio desse indice até a parturi¢do, ao passo que em machos
tais variacbes ndo foram encontradas nem antes da espermiogénese (maturacdo dos
espermatozoides), tampouco depois. Observou-se também que a gordura abdominal atinge
maiores niveis antes da hipertrofia do figado — indicando, dessa forma, que as reservas
lipidicas sdo estocadas primeiramente em gordura abdominal e posteriormente sdo
mobilizadas para o figado, para serem entdo transformados em vitelo (GOLDBERG, 1972).

Populacdes de Natrix maura, um colubrideo da Peninsula Ibérica, foi intensamente
estudado sob o0 ponto de vista da energeética da reproducdo (SANTOS; LLORENTE, 2000,
2001, 2004, 2005), com dados ecoldgicos e dos valores da extracdo dos lipideos totais de
diferentes tecidos dos espécimes - 0s quais auxiliaram a compreensdo da contribuicdo
energética desses tecidos na biologia reprodutiva da espécie. A dindmica lipidica de Natrix
maura revelou muitas diferengas entre machos e fémeas, como por exemplo, uma maior
quantidade de lipideos da carcaga (musculos e 0ssos sem a pele e visceras) foi encontrada nos
machos, supostamente em decorréncia da procura prolongada pelas fémeas que exige um

grande deslocamento. As diferencas encontradas nos rins (maiores valores lipidicos) podem
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ser atribuidas a atividade do segmento sexual renal (ALDRIDGE et al., 2011; NILSON;
ANDREN, 1982). Em contraste, as fémeas apresentaram maiores concentracdes de lipideos
na gordura abdominal e no figado (SANTOS; LLORENTE, 2004). Agkistrodon piscivorus
também apresenta esse mesmo padrdo diferencial entre machos e fémeas (SCOTT et al.,
1995).

Duarte e Laporta-Ferreira (1990) avaliaram alguns aspectos das reservas energéticas
em Crotalus durissus e Bothrops jararaca e verificaram que a quantidade de lipideos no
figado mostrou-se mais elevada durante a primavera em C. durissus e no final do verdo para
B. jararaca. Os valores das proteinas plasméticas em B. jararaca ndo se alteraram durante 0s
meses avaliados, ja para C. durissus o valor plasmatico das proteinas foi menor em marco.
Contudo, tais autores ndo levaram em consideracdo a bienalidade do ciclo em ambas as
espécies, tampouco a variacdo sexual, tornando os referidos dados inconclusivos sob a
perspectiva do custo energético da reproducéo.

A fonte mais significativa de informagBes acerca do figado reptiliano foi
disponibilizada por Fenton Shaffner, o qual concluiu um capitulo completo no livro Biology
of the Reptilia — Visceral organs, de Carl Gans, 1998.

O figado dos répteis é muito similar em estrutura e fun¢éo aos demais vertebrados — é
0 maior Orgao visceral, e 0 que possui conformacdo mais diferenciada pois segue a
conformacdo da cavidade visceral dos diferentes grupos de répteis (SHAFFNER, 1998).

Neto et al. (2009) avaliaram os Orgdos de Boa constrictor por meio de
ultrassonografia e descrevem o figado como uma estrutura “fusiforme”, porém nada mais
atribuem a esse 6rgdo. Os hepatdcitos dos répteis sdo equivalentes aos hepatdcitos dos
vertebrados no geral, exceto pela presenca dos melanomacréfagos Os melanomacrofagos
foram encontrados apenas em dois espécimes de C. durissus. Tais células possuem diversas
fungdes incluindo sintese de melanina, fagocitose e neutralizagdo de radicais livres (SANTOS
et al., 2009; SHAFFNER, 1998). De acordo com Frye (1991), os melanomacréfagos séo
abundantes em anfibios e répteis, no entanto, em serpentes tal abundancia nao é observada
(HACK; HELMY, 1964). Em cagados Phrynophis geofroanus foram encontrados diversos
centros de melanomacrdfagos dispersos pelo parénquima hepatico (SANTOS et al., 2009).
Nas C. durissus nas quais foram encontrados melanomacrofagos, tais estruturas localizavam-
se no espaco porta e nao foi possivel estabelecer quaisquer relagdes entre funcéo de tais
estruturas com as demais caracteristicas do tecido hepatico ou com a condi¢do corpérea dos
individuos, fazendo-se necessario uma investigacdo mais acurada a respeito da presenga dos

melanomacrofagos em serpentes.
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Inoportunamente, as avaliagBes histologicas do tecido hepéatico sob a Odptica da
energética da reprodugdo em répteis € praticamente inexistente, sendo a maioria dos trabalhos
disponiveis, referentes as alteracdes hepaticas em decorréncia das diferencas entre periodos de
alimentacéo, jejum, intoxicacdo alimentar, algumas patologias ou sdo apenas uma descricao
morfofuncional do 6rgdo (HARTLEY, 1993; SANTOS et al., 2009; STARCK; BEESE, 2002;
STARCK et al., 2007).

A avaliacdo por microscopia eletrénica do figado das fémeas de Sceloporus jarrovi
revelou uma vacuolizagdo macrogotigular (esteatose) mais severa em fémeas do que em
machos, sobretudo antes e durante a vitelogénese (GOLDBERG, 1972). Em Trimerosuros
flavoviridis o figado aumenta em tamanho durante a vitelogénese, a0 mesmo tempo em que
foram encontrados 0 maior nimero de vacuolizacdo macrogoticular — tal caracteristica ndo foi
observada em fémeas imaturas. Além disso, tais achados ndo foram observados em fémeas
imaturas (YOKOYAMA; YOSHIDA, 1994). Em gekkos, o figado das fémeas apresenta mais
lipideos durante a vitelogénese (JI; WANG, 1990).

As C. durissus em vitelogénese secundaria apresentaram uma grande quantidade de
vacuolizacdo macrogoticular, ao passo que fémeas em vitelogénese primaria, tal caracteristica
ndo sobressai nos cortes histolégicos — corroborando os dados de Yokoyama e Yoshida
(1994). Nessa hipotese, a mobilizacdo dos substratos energéticos revela que alteracdes
hepéticas que podem ser atribuidas ao processo vitelogénico (SHERIDAN, 2004). Fémeas
prenhes além de apresentaram o processo de vacuolizacdo menos evidente, ja que durante
essa fase, o vitelo ndo esta sendo mobilizado a partir do figado, também apresentaram
caracteristicas sugestivas de incremento da taxa metabolica como a ectasia sinusoidal difusa,
para aumentar o fluxo sanguineo durante essa fase. Esse incremento metabdlico ja foi
sugerido por Birchard et al. (1984) em fémeas de Tahminophis sirtalis as quais apresentam
uma maior taxa de consumo de oxigénio durante o desenvolvimento embrionario.

A Unica fémea pds-parto analisada (dentro da amostra apenas uma fémea apresentou o
oviduto pregueado — sugestivo de parturicdo recente, durante o periodo de recrutamento dos
filhotes) revelou auséncia de vacuolizacdo macrogoticular, porém, discretos focos de
hiperplasia de ductos biliares foram encontrados. Tal caracteristica talvez esteja relacionada
com uma possivel infeccdo por parasitas supostamente encontrados nessa amostra — porém
essa suposicao deve ser melhor investigada.

Dentre os machos de C. durissus cujo figado foi analisado histologicamente, ndo foi
possivel encontrar diferencas entre as estacfes acerca da vacuolizagdo macrogoticular, sendo

todas as amostras caracterizadas por uma discreta @ moderada vacuolizacdo citoplasmatica —
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sugerindo dessa forma, que o tecido hepatico ndo sofre alteracdes em decorréncia dos
processos reprodutivos. Contudo, ndo foram encontrados na literatura consultada quaisquer

parametros dessa abordagem para os machos, logo, tal conclusao deve ser aceita com cautela.

1.4.6 Rins- Lipideos e segmento esexual renal

Os caracteres sexuais secundarios desenvolvidos por machos na estacdo reprodutiva
podem agregar uma vantagem evolutiva na sele¢do sexual, e consequentemente, agregam um
custo na elaboracdo e manutencdo desses caracteres. Um dos mais proeminentes caracteres
sexuais secundarios € o segmento sexual renal, o qual constitui-se de uma porcao
especializada do néfron, localizada na regido terminal ou pré-terminal (tibulo contorcido
distal) e presente em todos os machos de Squamata (ALDRIDGE et al., 2011; FOX, 1977).

O SSR é caracterizado por uma Unica camada colunar no epitélio, com ndcleo basal e
citoplasma preenchido por granulos secretérios (KROHMER et al., 2004; SEVER et al.,
2002). O numero e densidade destes granulos no citoplasma variam individualmente e de
acordo com o estado hormonal das espécies (BISHOP, 1959; FOX, 1977).

Os rins das serpentes vém sendo estudado ha muitos anos, e a ligacdo entre a
reproducdo em machos e o metabolismo dos rins, também tem recebido mais atencdo nas
ultimas décadas (ALDRIDGE et al., 2011; ROJAS; ALMEIDA-SANTOS, 2008).

O ciclo testicular, geralmente esta relacionado com o aumento do segmento sexual renal
na época reprodutiva (SCHUETT et al., 2002; SEVER et al., 2002). Essa premissa € suportada
pelos dados referentes a variagdo do volume testicular em C. durissus. O volume testicular
mostrou-se significativamente maior durante o verdo e o outono, periodo em que as médias da
massa relativa do rim e a quantidade de lipideos renais estdo maiores, além de evidenciar menores
volumes durante o inverno. Nerodia rhombipher apresentou 0s menores valores de diametro do
segmento sexual renal concomitantemente aos menores valores de gordura abdominal,
sugerindo a utilizacdo de reservas energéticas para o metabolismo de tal estrutura
(ALDRIDGE et al., 2003).

A hipertrofia do segmento sexual renal (SSR) geralmente esta associada com secrecao
androgena e o processo da espermatogénese (BISHOP, 1959; KROMER, 2004; SANYAL,
PRASAD, 1966; WEIL, 1984) de forma a ser considerada essencial para a atividade de
acasalamento. Em funcéo disso, Schuett et al. 2002, propdem que o eixo Hipotalamico-Pituitario-
Gonadal (HPG), seja referido em machos de Squamata como Hipotalamico-Pituitario-Gonadal-

Renal (HPGR). Inimeros trabalhos, no entanto, ao descreverem o ciclo reprodutivo de vérias
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especies de Squamata, ndo relacionam o ciclo secretério do SSR ao ciclo reprodutivo
(espermatogénese e acasalamento), ficando principalmente restritos & morfometria das génadas
(BARROS; SUEIRO; ALMEIDA-SANTOS, 2012). Outros ainda descrevem o SSR, porém nao o
relacionam diretamente aos principais fases do ciclo espermatogénico (VALVERDE et al., 2005).
Para as C. durissus avaliadas, fica evidente a relacdo entre os comportamentos sexuais realizados
durante a estacdo reprodutiva e o aumento da atividade secretéria dos granulos do segmento
sexual renal, j& para a atividade espermatogénica 0 SSR parece ndo relacionar-se diretamente, ja
que no outono, os testiculos apresentam caracteristicas de inicio doprocesso de regressao
testicular.

Em S. mikanii, 0 SSR apresenta caracteristicas de intensa atividade metabdlica durante a
estacdo reprodutiva, ao contrario dos testiculos que durante esse periodo apresentam um
decréscimo de atividade. (ROJAS; BARROS; ALMEIDA-SANTOS, 2012). Esses dados reforcam
a idéia de que o ciclo do SSR é um parametro de fundamental importancia para elucidar as
estratégias reprodutivas e, consequentemente, avaliar os custos associados a tais estratégias.

O aumento significativo na quantidade de lipideos ao longo da estacdo reprodutiva
(outono) da referida espécie, 0 aumento da massa relativa dos rins e a histologia dos néfrons,
evidenciam as alteracdes sofridas pelos rins, e indicam custos associados ao metabolismo dessa
estrutura. Assumindo que a massa relativa do rim reflete a quantidade de energia investida no
desenvolvimento e na manutencdo do SSR, os dados sugerem que o desenvolvimento do SSR
representa um custo energético substancial para o macho, que pode ser igual, ou em algumas
espécies até maior que 0s custos energéticos requeridos na espermatogénese (ALDRIDGE et al.,
2011).

Muitas funcGes tém sido propostas para as secre¢des do SSR, tais como nutricdo e
ativacdo dos espermatozoides (BISHOP, 1959), e participacdo na estocagem de esperma pelas
fémeas, auxiliando no armazenamento e especialmente na formacao de um plug copulatorio como
observado em Natricinae e Viperidae (ALDRIDGE et al., 2011; ALMEIDA-SANTOS;
SALOMAO, 1997; ALMEIDA-SANTOS et al., 2004; FOX, 1977; MARINHO et al., 2008)

Além disso, a hipertrofia do SSR estaria de alguma forma relacionada com os
comportamentos sexuais tais como combate, corte e guarda copulatéria. (ALMEIDA-SANTOS et
al., 1999). As alteragdes sazonais encontradas nos especimes dissecados suportam essa hipotese,
pois a maior concentracdo de granulos secretores do SSR foi encontrada somente durante o
outono, bem como a maior concentracdo de lipideos no tecido renal e ao aumento da massa
relativa do rim direito dos machos.

Como ja estabelecido, 0 SSR néo foi identificado nas as fémeas de C. durissus, no entanto,

estudos experimentais revelaram que o SSR por ser estimulado por andrégenos (KRHOMER,
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2004). Em Spillotes pullatus, os néfron das fémeas (maduras ou imaturas) se assemelham ao dos
machos imaturos, uma vez que as fémeas ndo apresentaram nenhuma porg¢éo renal hipertrofiada
em funcéo do ciclo reprodutivo (MUNIZ-DA-SILVA, 2012).
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CAPITULO 2 - ASAZONALIDADE REPRODUTIVA DE CROTALUS DURISSUS
(SERPENTES, VIPERIDAE) IMPOE UM CUSTO REPRODUTIVO DIFERENCIADO
ENTRE MACHOS E FEMEAS?

2.1 Introducao

A variacdo temporal das estratégias reprodutivas e das alteracdes comportamentais e
fisioldgicas envolvidos nos padrdes de historia natural de vertebrados sdo aspectos centrais
para qualquer tentativa de inferir os fatores responsaveis e as pressdes evolutivas que
influenciaram a determinacdo dos sistemas de acasalamento das espécies (GERVASI et al.,
2006; MADSEN; SHINE, 1993).

Os sistemas de acasalamentos e a sazonalidade dos eventos reprodutivos tém sido
estudados em diferentes grupos taxondmicos (RIVAS; BURGHARTD, 2005). Para a maioria
das espécies de vertebrados, a época do acasalamento coincide com a ovulagdo, seguida
imediatamente da fertilizacdo, gestacdo e nascimento da prole. O consenso geral € que a causa
final para o timing do ciclo reprodutivo é a otimizacdo da sobrevivéncia da prole em
decorréncia das condigdes favoraveis do ambiente como, por exemplo, temperatura e
abundancia de presas (ALDRIDGE; DUVALL, 2002).

Em muitas outras espécies, contudo, o acasalamento é temporalmente separado da
producdo da prole, com ovulacédo, fertilizacdo e parturicdo ocorrendo em estacOes distintas
(BIRKHEAD; M@LLER, 1993; MATHIES, 2011). Nestes animais, que incluem muitas
espécies de serpentes, a estacdo de acasalamento ndo coincide com a estacdo da ovulacdo e
fertilizacdo que podem ocorrer meses depois, tornando a estocagem de espermatozoides
obrigatéria para as fémeas e machos (ALMEIDA-SANTOS; ORSI, 2002; ALMEIDA-
SANTOS et al., 2004; SCHUETT, 1992).

A separacdo temporal da época de acasalamento da reproducéo (nascimento da prole)
sugere que o acasalamento representa uma significativa por¢cdo dos custos reprodutivos. Tais
custos estdo na dificuldade de encontrar parceiros, nas exigéncias fisiolégicas do estro, na
determinacdo da aptiddo de potenciais companheiros, e da predacdo associada ao periodo
acasalamento (ALDRIDGE; BROWN, 1995; GLAUDAS; RODRIGUEZ-ROBLES, 2011).

Os ciclos reprodutivos dos répteis requerem mudancas regulares integradas em sua
ecofisiologia, que sdo controladas por fatores intrinsecos - metabolismo das génadas e fatores
extrinsecos - temperatura, umidade, alimento (FITCH, 1982; MATHIES, 2011). ModificacGes

coordenadas da morfologia, fisiologia e condutas comportamentais das espécies de serpentes
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sdo observadas em machos e fémeas durante o ciclo reprodutivo (ALMEIDA-SANTOS,
2005; AUBRET et al., 2002; DENARDO; TAYLOR, 2011; JANEIRO-CINQUINI, 2004),
sobretudo para as especies com ciclos reprodutivos marcadamente sazonais (BARROS;
SUEIRO; ALMEIDA-SANTOS, 2012; KING; DUVALL, 1990; MATHIES, 2011; ROJAS;
BARROS; ALMEIDA-SANTOQOS, 2012).

O sistema de acasalamento adotado pela maioria das serpentes Crotalinae é o
Prolonged Mate Searching Polygyny — busca prolongada pelas fémeas, na qual os machos
procuram ativamente por fémeas receptivas, cortejam e copulam com varias fémeas durante a
estacdo de acasalamento (ALDRIDGE; DUVALL, 2002; DUVALL, 1992). As alteracoes
comportamentais exigidas ao longo dos processos reprodutivos — como a procura prolongada
pelas fémeas e a separacdo sazonal entre a ovulacdo/fertilizacdo e a copula, podem revelar
padrdes de atividade diferenciados entre machos e fémeas de acordo com as variacfes
sazonais do repertorio do sistema de acasalamento exercido pelas espécies (ALDRIDGE;
BROWN, 1995; ALDRIDGE; DUVALL, 2002; BAUENS; THOEN, 1981; BRODIE, 1989;
MARQUES et al., 2001; MARQUES et al., 2006; MARQUES et al., 2009).

Assim, para os machos, as mudancas fisiolégicas e comportamentais ligadas ao
periodo reprodutivo estdo intimamente relacionadas ao repertério do sistema de acasalamento
adotado (ALDRIDGE; DUVALL, 2002) e como resultado desse sistema de acasalamento, e
das mudancas fisiologicas associadas a esse sistema de procura prolongada pelas fémeas, ha
um incremento na taxa de atividade, deslocamento e consequentemente, um aumento da
exposicdo aos predadores potenciais — mamiferos, aves, outras serpentes e lagartos
(ALDRIDGE; DUVALL, 2002; BONNET et al., 1999; KLAUBER, 1972), aumentando
assim, o risco de morte durante esse periodo.

Para algumas espécies de serpentes, os machos exibem competicdo intraespecifica
evidenciada em rituais de combate com a finalidade de acessar fémeas receptivas que liberam
particulas de feroménios (vitelogenina) no ar (CREWS; GARSTKA, 1982) Tal
comportamento incrementa os custos de sobrevivéncia dos machos associados ao periodo
reprodutivo (ALDRIDGE; DUVALL, 2002; CARPENTER, 1984; PIZZATTO; MAFIO;
ALMEIDA-SANTQOS, 2006).

Rituais de combate em C. durissus foram reportados durante o outono, quando ha um
pico de atividade relacionada a estacdo reprodutiva (ALMEIDA-SANTOS et al., 1995;
ALMEIDA-SANTOS, 2005; LANGLADA, 1975). Almeida-Santos et al. (1998), descrevem

0s comportamentos realizados durante os rituais de combate para a disputa de fémeas
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receptivas para copula e também de competicdo de itens alimentares em cativeiro — ambos
comportamentos observados durante a estagéo reprodutiva — no outono.

Crotalus durissus, bem como a maioria de serpentes viperideas, possui um ciclo
reprodutivo sazonal, no qual o inicio da deposicao de vitelo nos foliculos ovarianos ocorre no
final do verdo, a copula é observada no outono, a estocagem de espermatozoides ocorre
durante o inverno e o término da deposi¢do de vitelo nos foliculos ovarianos, a ovulacdo e a
fertilizacdo acontecem na primavera e, por fim, a parturicdo é observada ao final no verdo
(ALMEIDA-SANTOS; ORSI, 2002; ALMEIDA-SANTOS; SALOMAO, 1997). Em
decorréncia do longo periodo de deposicao do vitelo nos foliculos ovarianos (fim do verdo até
primavera), fémeas vitelogénicas e fémeas prenhes podem apresentar um padrdo de atividade
influenciado pelas exigéncias metabdlicas dos mdltiplos foliculos em crescimento: maior
massa corpdrea, menor habilidade em se locomover e maior necessidade de termorregulacéo,
aspectos que as tornam mais facilmente avistadas e predadas (KING; DUVALL, 1990;
MARQUES; PIZATO; ALMEIDA-SANTOS, 2013).

Por outro lado, ha evidéncias para alguns répteis, de que fémeas prenhes se deslocam
menos, em menor velocidade e tornam-se cripticas quando comparadas com fémeas néo
prenhes e machos adultos, (BAUWENS; THOEN, 1981; SECOR, 2002). Essa reducdo na
atividade pode estar vinculada as limitacfes impostas pela gestacdo (KING; DUVALL, 1990)
e parece ser um comportamento tipico para viperideos para reduzir os gastos energéticos e a
vulnerabilidade da predacdo (SHINE, 1979).

Esse incremento da atividade diferenciado entre machos e fémeas observado em
serpentes na fase reprodutiva (ALDRIDGE; BROWN, 1995; DENARDO; TAYLOR, 2011,
GIBBONS; SEMLITSCH, 1987; MARQUES, 1996; OLIVEIRA; MARTINS, 2001), pode
ser interpretada como um efeito negativo, ou seja, um custo reprodutivo associado a
sobrevivéncia. Os custos associados a sobrevivéncia sdo aqueles que interferem na
probabilidade de sobrevivéncia de organismos reprodutivos (e na sua habilidade reprodutiva
futura), j& que durante esse periodo, 0s espécimes tornam-se mais ativos e consequentemente
mais susceptiveis a predadores (ALDRIGE; BROWN, 1995; HARTMAANN et al., 2002;
SUEIRO et al., 2010), bem como a outros fatores limitantes de sua sobrevivéncia — como
exigéncias metabdlicas de alto investimento energético (AUBRET; BONNET; SHINE, 2002;
BONNET; BRADSHAW; SHINE, 1998).

A abundancia de espécimes de serpentes ao longo do ano vem sendo estudado como
parametro para avaliar os padrdes de atividade de diferentes espécies e a ocorréncia de picos

sazonais de atividade de serpentes é bem conhecida para espécies de regides temperadas
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(BONNET et al., 1998; DALRYMPLE et al.,, 1991; GIBBONS; SEMLITSCH, 1987;
KLIMSTRA, 1956; WINNE, et al., 2005) e mais recentemente, os padrdes de atividade estdo
sendo revelados no contexto da historia natural das espécies de serpentes tropicais (GOMES;
MARQUES, 2012; HARTMANN et al., 2002; TORELO-VIEIRA; ARAUJO; BRAZ, 2012).

A inferéncia direta do padrdo de atividade das serpentes vem sendo realizada ao longo
dos anos pela comparacdo mensal do nimero de individuos encontrados e monitorados na
natureza (BEAUPRE; DUVALL, 1998; DALRYMPLE, 1991; GLAUDAS; RODRIGUEZ-
ROBLES, 2011; MARQUES, 1996; OLIVEIRA; MARTINS, 2001), pela avaliacdo de
espécimes tombados em cole¢bes zooldgicas (BARROS; SUEIRO; ALMEIDA-SANTOS,
2012; HARTMANN et al., 2002) e indiretamente pela variagdo das taxas de atropelamentos
de serpentes nas rodovias (ALDRIDGE; BROWN, 1995; SCHUETT et al., 2002; SHINE et
al., 2004), além de avaliacdo dos registros de recebimento de serpentes do Instituto Butantan,
0s quais contam com uma variacdo temporal de dados acumulados ha mais de cem anos
(MARQUES et al., 2001, MARQUES et al., 2009; SALOMAO et al., 1995), bem como pela
avaliacdo dos registros de acidentes ofidicos atendidos no Hospital Vital Brazil, (ALMEIDA-
SANTOS, 2005; MEDEIROS et al., 2010), e por outras instituicdes médicas que atendem
pacientes picados por serpentes (OLIVEIRA; MARTINS, 2001).

Dessa forma, a elucidacao dos custos reprodutivos associados a sobrevivéncia pode ser
realizada por meio de levantamentos das taxas de atividade que podem refletir a taxa de
mortalidade entre machos e fémeas, ocasionadas por predadores naturais, atropelamento ou
avistamento por humanos ou mesmo do levantamento de dados epidemiolégicas ao longo das
variacfes dos eventos reprodutivos das espécies (ALDRIDGE; BROWN, 1995; BONNET;
NAULLEAU; SHINE, 1999; GLAUDAS; RODRIGUES-ROBLES, 2011).

Sabe-se que inumeros sdo os fatores que atuam de forma integrada na variagdo sazonal
da atividade das serpentes, os quais estdo relacionados desde ao esfor¢o da coleta, até aos
fatores relacionados a dinamica do habitat das espécies (BEAUPRE; DUVAL, 1998;
GIBBONS; SEMLITSCH, 1987).

Entretanto, estudos que abordam a influéncia das estratégias reprodutivas nos padrdes
de atividades de serpentes neotropicais ainda sdo incipientes e, idealmente precisamos de
informagdes mais especificas entre machos e fémeas para elucidar o quéo influente é o
sistema de acasalamento para a determinacdo dos padrbes de atividade. Assim, para
inferirmos a resposta da pergunta proposta neste presente trabalho: A sazonalidade
reprodutiva de Crotalus durissus (Serpentes, Viperidae) impde um custo reprodutivo

diferenciado entre machos e fémeas? € necessario investigar parametros comportamentais e
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fisiologicos fundamentais para a melhor compreensdo dos custos reprodutivos de serpentes
neotropicais (ALMEIDA-SANTOS et al., 2004; BONNET, 2011; MATHIES, 2010).

Dessa forma, a proposta desse trabalho € avaliar os custos reprodutivos associados a
sobrevivéncia entre machos e fémeas de Crotalus durissus do Estado de Sao Paulo, por meio
da avaliacdo sazonal dos dados de entrada de serpentes (=atividade) do Instituto Butantan e
dos registros de acidentes crotalicos do Hospital Vital Brazil.

2.2 Material e métodos

2.2.1 Dados da recepc¢éo de serpentes do Instituto Butantan

As Crotalus durissus entregues por fornecedores a Recepcdo de Serpentes do Instituto
Butantan foram observadas pelos funcionarios quanto ao dimorfismo sexual da cauda (KING
et al., 2006) para a determinacdo do sexo, durante os anos de 2007 e 2008. O nimero de
espécimes recebidos durante as estacdes foram contabilizados para anélise da atividade
diferenciada entre machos e fémeas em relacdo ao ciclo reprodutivo da espécie. Infelizmente,
durante o ano de 2009 o procedimento de sexagem das cascavéis foi abolido.

Para a inferéncia da abundancia sazonal de Crotalus durissus, os livros de registros de
recepcao de espécimes também foram avaliados ao longo dos anos de 2007, 2008 e 2009 Tais
registros ndo especificam o sexo dos individuos, portanto, esse conjunto de dados foi utilizado

para averiguacao da atividade sazonal da referida espécie.

2.2.2 Dados dos registros de acidentes crotalicos atendidos no hospital Vital Brazil

Os livros de registros dos acidentes causados por Crotalus durissus atendidos no
Hospital Vital Brazil, no periodo de 1959 a 2012 foram avaliados para obtencéo da data do
acidente e analise sazonal dos acidentes crotalicos.

Os animais trazidos pelos pacientes sdo processados e tombados na Colegéo Vital
Brazil. Os espécimes que apresentavam condigdes de disseccdo foram avaliados quanto ao
status reprodutivo — para 0os machos observou-se o aspecto do ducto deferente como
parametro para inferir a presenca de espermatozoides, indicativo de maturidade sexual e para
as fémeas observou-se a presencga de embrides no oviduto, foliculos vitelogénicos (maior que
10mm) e oviduto pregueado como indicativos de atividade reprodutiva (ALMEIDA-
SANTOS, 2005; BARROS; SUEIRO; ALMEIDA-SANTOS, 2012).
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2.2.3 Dados climéticos

Com a finalidade de avaliar a variacdo sazonal dos parametros climaticos e relaciona-
los com as variagbes das estratégias reprodutivas entre machos e fémeas, dados de
temperatura e umidade relativa do ar foram levantados junto a estagdo metroldgica do 1AG -
Instituto de Astronomia e Geofisica e Ciéncias Atmosféricas da Universidade de S&o Paulo.

2.2.4 Analises estatisticas

Padréo de atividade sazonal

Para a andlise da variacdo sazonal das médias dos dados oriundos da Recepcao de
Serpentes do Instituto Butantan nos anos de 2007, 2008 e 2009 referentes a Crotalus durissus
do Estado de Séo Paulo, testes de normalidade e homogeneidade de variancia foram aplicados
para verificar os requerimentos de uma analise paramétrica. Os resultados das médias foram
comparados utilizando-se o teste de Andlise de Variancia (one-way ANOVA) seguido do
teste Tukey (p<0.05).

Padré&o de atividade sazonal entre machos e fémeas

Consideramos a hipotese de que o padrdo de atividade entre machos e fémeas de C.
durissus ndo é igual em decorréncia da influéncia do repertorio reprodutivo diferenciado entre
0S géneros.

E para podermos inferir esta divergéncia sazonal da atividade entre os géneros, é
necessario comparar proporcdes, isto é, as possiveis divergéncias entre as frequéncias
observadas e esperadas do niimero de individuos ao longo das estacdes. Para tanto, o teste xz
qui quadrado (p<0.05) foi aplicado entre machos e fémeas ao longo dos meses dos anos de
2007 e 2008.

Padré&o sazonal dos acidentes crotalicos (Hospital e colegdo Vital Brazil)

Semelhante a hipotese do padréo de atividade entre machos e fémeas, os acidentes
crotalicos, também apresentam uma diferenciacdo sazonal quanto & proporcdo do nimero de
acidentes ao longo dos meses. Para testar essa hipotese, o teste XZ qui quadrado (p<0.05) foi
aplicado entre as propor¢des do numero de acidentes no periodo compreendido entre 1959 e
2012 e do numero total de acidentes causados por machos e fémeas.

As andlises foram realizadas a partir do programa BioStat 5.0 e o critério de

significancia adotado foi de p<0.05.
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2.3 Resultados
2.3.1 Dados climaticos

As médias méximas e minimas da temperatura e umidade dos anos de 2007, 2008 e
2009 estdo apresentadas na Tabela 4. Observa-se que as menores temperaturas estdo
concentradas no inverno dos trés anos avaliados. A menor temperatura foi de 3.3 °C em julho
e 4.1 °C em junho ambas durante ano de 2007, perfazendo uma média de 5.6 °C no inverno
do referido ano. Como esperado, as maiores medias de temperaturas foram registradas ao
longo do verdo e da primavera para todos os anos com méaxima de 34.2 °C durante a
primavera e 33.5 °C para 0 verdo.

Para umidade relativa do ar, os menores valores foram registrados ao longo do inverno
de todos os anos — com valor minimo de 49.3% no ano de 2007. Maiores médias de umidade
foram registradas ao longo das quatro estagdes, com pequenos valores de variagOes entre as

médias.

Tabela 4 - Variacdo das médias das temperaturas maximas e minimas e da umidade relativa
do ar maxima e minima ao longo das esta¢6es dos anos de 2007, 2008 e 2009.

T°C Umidade Relativa (%0)
(MédiaxDesvio Padrao) (MédiatDesvio Padréao)
Estacéo 2007
Maxima  Minima Maxima Minima
Veréao 33.5+1.6 13.7+2.1 94.2+0.6 57.446.1
Outono 31.6+1.7 11.145.0 94.74£0.2 53.948.2
Inverno 29.5+2.1 5.6%+3.3 93.9+0.6 49.3£1
Primavera 34.2+1 10.4+0.6 03.3t4.2 53+7.8
2008
Veréao 26.8+0.9 17.1+0.9 94.4+0.7 59.3+2.9
Outono 25+2.3 15.2+2.6 93.9+1.2 56.6+3.4
Inverno 23.3+£1.1 11.8+15 94.7+0.9 5049.7
Primavera 24.6x14 14.8+1.7 94.6+0.6 58.1+2.5
2009
Veréao 27.740.9 18.4+0.5 95.2+0.1 59.54¢3.1
Outono 25.9+2 16+2.3 94.9+0.2 57.8£1.5
Inverno 21.6+x19 11.6%+1.2 95.3+1.3 95.2+0.2

Primavera 25.9+2 16.7+2.2 57.8+8.6 62.615.6
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2.3.2 Padrao de atividade sazonal

Durante os anos de 2007, 2008 e 2009, um total de 3.684 espécimes de Crotalus
durissus adultos foi recebido pelo Instituto Butantan com média anual de 1.228 individuos.

A variacdo sazonal de recebimento das cascavéis revelou um pico durante o outono
para todos os anos (Figuras.27, 28 e 29). A média do nimero de individuos recebidos entre as
estacdes dos anos de 2007 a 2009 esta representada na Figura 30. Para o verdo a média foi de
321,66 + 118,49; 461,66 + 98,43 para 0 outono, 203,33 71,59 para o inverno e durante a
primavera a média foi de 241,33+56,04 individuos. O teste ANOVA (um critério) e o teste
Tukey revelaram uma diferencga significativa entre as médias do inverno e do outono (p<0.05;
Q=5.00). Entre as demais estacGes do ano, ndo foram encontradas diferencas significativas
entre as médias (F=4,89; p=0.03).

Figura 27 -Variacdo sazonal do numero de espécimes de Crotalus durissus do Estado de Séo
Paulo recebidos pelo Instituto Butantan em 2007.
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Figura 28 - Variacdo sazonal do nimero de espécimes de Crotalus durissus do Estado de Séo
Paulo recebidos pelo Instituto Butantan em 2008.
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Figura 29 - Variacdo sazonal do nimero de espécimes de Crotalus durissus do Estado de Séo
Paulo recebidos pelo Instituto Butantan em 2009.
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Figura 30 — Variacdo sazonal da média de individuos de C. durissus recebidos pelo Instituto
Butantan.
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Legenda - Periodo compreendido entre 2007, 2008 e 2009. As linhas verticais sobre as barras
representam o desvio padréo dos valores.

2.3.3 Padrao de atividade entre machos e fémeas

Um total de 1.487 espécimes de C. durissus adultos foi recebido pelo Instituto
Butantan, sendo 792 machos e 695 fémeas durante os anos de 2007 e 2008. A média do
nimero de machos durante os anos de 2007 e 2008 foi de 396 +12.72, para 0 numero de
fémeas foi de 347+0.7. Para o niumero de machos (n=387) e fémeas (n=347) recepcionados
durante o ano de 2007 e entre machos (n=405) e fémeas (n=348) no ano de 2008 n&do foram
encontradas variagdes significativas entre as proporgdes XZ =2.18; gl=1; p=0.15¢ xz =0.11;
gl=1; p=0.7 respectivamente (Figura 31). O mesmo padrdo também foi revelado no total de
machos e fémeas ao longo dos dois anos y 2= 1.56; gl=1; p=0.22 (Figura 32).

Entretanto, quando as proporcfes entre machos e fémeas foram comparadas més a
més, foi observado um pico de atividade de machos durante o outono nos dois anos de
levantamento de recepcdo de cascavéis do Instituto Butantan (Figuras 33 e 34). O teste y °
revelou significancia para a variagcao mensal entre as proporgdes de machos (XZ = 190; gl=11;
p=0.0001) com um pico acentuado em maio (n=68) de 2007 ¢ em abril (n=93) de 2008 (x> =
107,98; gl=11; p=0.0001). Para as fémeas foi encontrada uma maior atividade entre agosto e
novembro (pico em outubro, n=41) durante o ano de 2007 (yx 2 = 37.24; gl=11; p=0.0001) e
entre agosto e dezembro com pico de atividade em outubro, (n=36) em 2008 (y ? = 27.51;
gl=11; p=0.0038).
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A avaliacéo sazonal da proporgdo total de machos e fémeas nos dois anos (Figura 35)
revelou uma diferenca significativa entre machos e fémeas com maior numero de machos ao
longo do verdo (n=255) e outono (n=316) y > = 187,34; gl=3; p=0.0001 e mais fémeas ao
longo do inverno (n=156) e da primavera (n=167) XZ = 36.50; gl=3; p=0.0001.

Figura 31 — Variacdo do nimero de machos e fémeas de C. durissus recepcionados pelo
Instituto Butantan entre os anos de 2007 e 2008.
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Figura 32 — Variagdo do numero de machos e fémeas de C. durissus recepcionados pelo
Instituto Butantan entre os anos de 2007 e 2008.
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Figura 33 — Variacdo da proporcao total de machos e fémeas de C. durissus recepcionados
pelo Instituto Butantan nos anos de 2007 e variacdo mensal das temperaturas
maximas e minimas.
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Figura 34 - Variacdo mensal do nimero de machos e fémeas de C. durissus recepcionados
pelo Instituto Butantan no ano de 2008 e variagdo mensal das temperaturas
maximas e minimas.
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Figura 35 — Variacdo sazonal do numero total de machos e fémeas de C. durissus
recepcionados pelo Instituto Butantan no ano de 2008 e 2007.
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2.3.4 Sazonalidade dos acidentes crotalicos atendidos no Hospital Vital Brazil

Em decorréncia da falta de registro do sexo do animal causador do acidente crotalico,
a diferenciagdo da propor¢do de acidentes entre machos e fémeas ndo foi possivel ser
detectada. Entretanto, com os dados de disseccdo dos espécimes tombados na colecdo Vital
Brazil, uma parcela dos acidentes foi avaliada quanto ao sexo do animal. O numero de
acidentes registrados ao longo do verao foi 62; para o outono 77, durante o inverno o numero
de acidentes foi de 30 e para a primavera o niimero de acidentes foi de 47. O teste %* revelou
um pico de acidentes crotalicos entre marco (n=30) e abril (n=28) y* = 34.66; gl=11; p=0.0003
(Figura 36). Congruente com esse resultado, a avaliacdo sazonal dos registros dos acidentes
crotalicos mostrou um incremento de acidentes para o verdo (n=62) e o outono (n=77) 2=
22.53; gl=3; p=0.0001.

A comparacdo da proporcdo de individuos machos (n=30) e fémeas (n=23) de C.
durissus tombados na colecdo Vital Brazil e que foram submetidos a dissec¢do (Figura 37)
ndo revelou diferenca significativa (y > = 0.95; gl=1; p=0.40). Entretanto, ao avaliar a
proporcéo entre machos reprodutivos (sexualmente maduros) e ndo reprodutivos (sexualmente
imaturos), observou-se uma diferenca acentuada, com machos reprodutivos (n=27) causando

mais acidentes que os machos ndo reprodutivos (n=3) y ? = 19.20; gl=1; p=0.0001. Para as
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fémeas a proporgdo entre reprodutivas e ndo reprodutivas foi a mesma, 11 fémeas
apresentaram caracteristicas de atividade reprodutiva e 11 fémeas apresentaram caracteristica

de fase reprodutiva quiescente (Figura 38).

Figura 36 — Variacdo mensal do nimero de acidentes crotalicos atendidos no Hospital Vital
Brazil do Instituto Butantan no periodo de 1959 a 2012.
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Figura 37 — Proporgéo entre machos e fémeas de C. durissus dissecados da Colegdo Vital
Brazil.
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Figura 38 — Proporcdo entre machos e fémeas reprodutivas e ndo reprodutivos de C. durissus
dissecados da Colecdo Vital Brazil.
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Figura 39 — Interacdes agonisticas entre dois machos de Crotalus durissus engajados num
ritual de combate no Museu Bioldgico do Instituto Butantan, no fim do verdo de
2012 (marco).

Fonte: Pinheiro (2012)".

L PINHEIRO, T. M. S#o Paulo, 2012.
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2.4 Discussao

Alguns autores atribuem a existéncia da reproducdo sexuada como sendo a fonte
priméria dos custos envolvidos na reproducéo, pois a meiose pode ser interpretada como uma
estratégia que postula metade dos genes da fémea na producdo da prole, além da
recombinacdo entre 0s genes dos machos e das fémeas. Sugere-se ainda que a reproducéo
sexuada para organismos com baixa fecundidade é "desajustada” no sentido em que atribuiria
uma desvantagem se comparada a partenogénese (DALY, 1978; WILLIANS, 1975).

Os custos em questdo surgem do fato de que a reproducdo sexuada exige uma
“orquestra¢do” de quesitos fisiol6gicos e comportamentais entre dois organismos, enquanto a
reproducdo assexuada ndo requer associagdo com 0 Sexo oposto e 0s interesses entre machos e
fémeas podem ser incompativeis (MATHIES, 2011; TRIVERS, 1972).

Dentro do sistema de acasalamento de machos de serpentes, o repertorio reprodutivo
inclui os custos associados a espermatogénese, ao desenvolvimento de caracteres sexuais
secundarios (segmento sexual renal), aos comportamentos especificos durante a estacdo
reprodutiva como busca prolongada por fémeas e rituais de combate, a cOpula e guarda da
cépula (ALDRIDGE; DUVALL, 2002, MATHIES, 2010, MATHIES, 2011).

Embora haja um custo energético associado a preparacdo para reproducdo para ambos
0S Sexos, 0S custos comportamentais que incrementam as taxas de atividade recaem
principalmente sobre os machos, sobretudo pelo repertério comportamental exercido na
estacdo de acasalamento (ALDRIDGE; DUVALL, 2002; DALY, 1978). Vérios trabalhos
revelam uma consideravel atencdo as estratégias de acasalamento e as adaptacdes
comportamentais e morfologicas em serpentes (ALDRIDGE; BROWN, 1995; GLAUDAS;
RODRIGUEZ-ROBLES, 2011; MATHIES, 2010; SHINE; MASON, 2012) e geralmente
revelam que machos incrementam as taxas de atividade e de movimentagdo ao longo da
estacdo reprodutiva (KING; DUVALL, 1990; SECOR, 2002).

Em espeécies que se reproduzem sexualmente, a aptiddo sexual de um individuo pode
ser melhorada pela habilidade de detectar rapidamente o status reprodutivo do sexo oposto
(SHINE; MASON, 2012). Nesse quesito, 0s machos de serpentes sdo capazes de encontrar
fémeas receptivas utilizando pistas quimicas (feroménios) assim como outros animais.
Durante o processo vitelogénico, os lipideos provenientes do estoque de corpos de gordura
abdominal das fémeas, sdo acumulados no figado e consumidos durante o ciclo dos foliculos
ovariano. Essa transformacdo de gordura em vitelo € mediada pela vitelogenina (proteina

precursora do vitelo) e a deposicdo de vitelo nos foliculos ocorre via corrente sanguinea
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(SHERIDAN, 1994). Assim, a vitelogenina € a pista quimica reconhecida pelos machos, para
identificar uma fémea receptiva, pois atua na sinalizacdo do estro, quando as fémeas liberam
particulas desse ferom6nio no ar para atrair parceiros na época da cépula (ANDERSON,
1994; SHINE; MASON, 2012).

Dada a sazonalidade marcante relatada para o periodo de coOpula e para as
modificacbes fisiologicas descritas entre as Crotalus neotropicais (ALMEIDA-SANTOS;
ORSI, 2002; ALMEIDA-SANTOS et al., 2004; ALMEIDA-SANTOS, 2005; BARROS;
SUEIRO; ALMEIDA-SANTQOS, 2012; PUORTO et al.,, 1995) e de regides temperadas
(ALDRIDGE; BROWN, 1995, BEAUPRE; DUVALL, 1998; GREGORY; MACARTNEY;
LARSEN, 1987), os dados aqui apresentados corroboram a hip6tese de que os machos de que
adotam um sistema de acasalamento poligamico que inclui a busca prolongada por fémeas
receptivas, elevam a taxa de atividade durante a estacdo reprodutiva, tornando-os mais
susceptiveis a mortalidade (BONNET; NAULLEAU; SHINE, 1999).

Para as trés metodologias de inferéncia de padréo de atividade — padrdo sazonal geral,
padrdo sazonal diferenciado entre machos e fémeas (recepcdo de serpentes do Instituto
Butantan) e avaliacdo sazonal dos acidentes crotélicos, todas mostraram um evidente
incremento no ndmero de individuos durante o verdo e outono e uma atividade diferenciada
entre machos e fémeas nessas estacOes, ratificando os dados de padrédo de atividade para
serpentes neotropicais e temperadas (ALMEIDA-SANTOS, 2005, MARQUES,
RODRIGUES; ALMEIDA-SANTOS, 2006; PIZZATO; MARQUES, 2006).

Landreth, (1973) descreveu a distancia percorrida de fémeas de Crotalus atrox,
durante o meio do verdo, (periodo de copulas) de 72,4 a 105,6 metros, sem forrageamento,
fuga ou outro tipo de comportamento que justificasse tal deslocamento, sugerindo que a
movimentacdo pode aumentar as particulas de vitelogenina dispersas no ar, auxiliando a
comunicacdo sexual. Entretanto, tal comportamento é mais predominante em machos
(ALDRIDGE; DUVALL, 2002).

Machos de serpentes ndo exibem cuidado parental, e como resultado, 0 sucesso
reprodutivo estd limitado ao acesso as fémeas, e, para aumentar as chances de sucesso
reprodutivo, os machos aumentam as taxas de movimentacgao para assim, aumentar as chances
de encontrar uma fémea receptiva (GLAUDAS; RODRIGUES-ROBLES, 2011; MADSEN et
al., 1993; RIVAS; BURGHARTD, 2005). Para Vipera berus o sucesso da cépula (nimero de
copula por machos) aumenta com a distancia percorrida pelos machos, logo a taxa de
movimentacdo dos machos durante o periodo reprodutivo aumenta em relagdo ao periodo ndo
reprodutivo (BEAUPRE; DUVALL; 1998; PRESTT, 1971; SECOR, 2002).
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Estudos de monitoramento em campo cascavéis norte americana- Crotalus viridis
viridis demonstram que, embora machos e fémeas estejam engajados no forrageamento na
primeira metade do verdo, apenas 0s machos continuam ativos na procura por fémeas na
segunda metade da estacdo — quando ocorre a época de acasalamento. Assim sendo, a cada
temporada, machos exibem dois picos de atividade, na procura de alimento e na busca de
parceiras para copula, enquanto as fémeas aumentam sua atividade apenas para o
forrageamento. Além disso, observou-se também que durante as atividades de forrageamento,
0s machos sdo mais eficientes no encontro de presas, presumindo que, durante a estacdo de
acasalamento os machos podem concentrar-se apenas na busca por fémeas, evidenciando
assim o sistema poligdmico com busca prolongada pelas fémeas (ALDRIDGE; DUVAL
2002; DENARDO; TAYLOR, 2011; DUVALL et al., 1992; KING; DUVALL, 1990;
SCHUETT, 1992).

O notorio incremento de atividade ao longo do outono pode ser diretamente
relacionado a maior movimentacdo de machos em busca de fémeas e também ao engajamento
em rituais de combate com outros machos concorrentes, como relatado para as Crotalus
americanas (HERSEK; OWINGS; DAVID, 1992) e para as Crotalus neotropicais
(ALMEIDA-SANTOS et al., 1998; SALOMAO et al., 1995). Entre os rituais de combate
descritos na literatura, os mais espetaculares estdo entre 0s representantes da familia
Viperidae, em que os combatentes erguem-se até metade do seu corpo acima do solo (Figura
39) (ALMEIDA-SANTOS et al., 1998; ANDREN, 1986; CARPENTER, 1977).

A funcdo de participar dessas lutas tem sido uma questdo de debate, mas os dados
favorecem a hip6tese de que os machos estdo envolvidos em competicdo por fémeas
(BOGERT; ROTH, 1966; GILLINGHAM et al., 1983; KLAUBER, 1972). Outras hip6teses
incluem competicdo por alimentos, defesa territorial, estabelecimento de dominancia
(combates predatorios) e até mesmo a rejeicdo a corte homossexual entre machos
(ALMEIDA-SANTOS et al., 1998; CARPENTER; GILLINGHAM, 1975; SHAW, 1951). Tal
comportamento agonistico ocorre em vida livre, como observado para Crotalus viridis
oreganus (HERSEK, OWINGS; DAVID, 1992) e também em condic¢des cativas, tanto em
cativeiro intensivo quanto semiextensivo (ALMEIDA-SANTOS et al., 1999; GILLINGHAM
et al., 1983; PIZZATO; MAFIO; ALMEIDA-SANTOS, 2006). Em Crotalus durissus
cascavella, observa-se rituais de combate no outono (maio), quando também foi observado
um pico de espermatogénese e pico de atividade entre os machos (BARROS; SUEIRO;
ALMEIDA-SANTOS, 2012).
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Para as cascavéis oriundas do Estado de S&o Paulo, foi relatado além do combate,
disputa por itens alimentares entre machos que apresentavam comportamento hierarquizado
em recinto semiextensivo. Entretanto, o combate predatdrio por disputa de fémeas receptivas
sexualmente, foram registrados apenas no outono, enquanto a disputa por itens alimentares
ocorreu também durante o inverno e a primavera (ALMEIDA-SANTOS et al., 1998). Essa
variacdo na época de ocorréncia de disputas por alimento também foi relatado para Vipera
berus e Vipera aspis, (KELLEWAY, 1982; NAULLEAU, 1967) sugerindo, portanto, que 0s
rituais de combate sdo consequéncia de uma selecdo intersexual restrita a estacdo reprodutiva
em viperideos em que os machos competem pelo acesso as fémeas (ALDRIDGE; DUVALL,;
2002), revelando assim, um custo reprodutivo comportamental refletido pelo aumento da
atividade durante o periodo reprodutivo.

Mesmo espécies de habitos semifossoriais exibem um padrdo de atividade moldado
pelas estratégias reprodutivas. Duas linhagens filogenéticas do género Micrurus,
diagnosticadas pelo padrdo dos anéis pretos em monades ou triades, exibem diferentes
estratégias reprodutivas. No clado triade, a estacdo reprodutiva e o comportamento de
combate por disputa intersexual, ocorrem durante o outono - estacdo na qual se observa o pico
de atividade entre os machos. Ja na linhagem ménade, ndo ha relatos de rituais de combate, e
0 periodo de acasalamento esta restrito a um curto periodo de vitelogénese durante a
primavera, que pode explicar o pico de atividade dos machos nessa estacdo (MARQUES;
PIZZATTO; ALMEIDA-SANTOS, 2013).

Alteracbes comportamentais associadas a época reprodutiva sdo acompanhadas de
alteracbes neuroenddcrinas do eixo hipotdlamo-gonadal, que controlam a producgdo de
horménios sexuais e feromonios associados ao metabolismo das gonadas (espermatogénese e
vitelogénese) e a atividade dos caracteres sexuais secundarios (segmento sexual renal - SSR).
Os feroménios sdo os estimulos quimicos liberados no ar por individuos sexualmente ativos
responsaveis pela orquestracdo de comportamentos sociais como busca e disputa intersexual
por fémeas que sinalizam a receptividade sexual com a liberagéo da vitelogenina (MASON;
PARQUER, 2010; PARKER; MASON, 2011). Os dados apresentados no Capitulo 1 revelam
um pico de atividade do segmento sexual renal (SSR) durante os meses do outono —
apresentando maior nimero e densidade de granulos secretores, hipertrofia do epitélio e uma
diminuigcdo do lumem, indicativos de intensa atividade metabdlica de hormonios esteroides
como a testosterona, ja que o SSR é androgeno dependente 0 que permite a associacdo direta
com a época do acasalamento (KROMER, 2004; ROJAS; BARROS; ALMEIDA-SANTOS,
2012; SHUETT, 2002).
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Além do notdrio aumento de atividade de machos ao longo do outono, observa-se
também durante o verdo, um maior numero de machos, o que pode ser explicada pela
atividade de forrageamento para angariar reservas energéticas que serdo necessarias para
suprir a demanda dos gastos durante a estacdo reprodutiva seguinte, tais como: busca ativa e
prolongada por fémeas, competicdo intersexual e secre¢do dos granulos do epitélio do SSR.
Tal fato é corroborado pela elevada quantidade de gordura abdominal encontrada em machos
de Crotalus durissus durante o verao (cf. Capitulo 1).

Podemos atribuir também a influéncia do pico espermatogénico das cascavéis durante
0 verdo, 0 acréscimo das taxas de atividade e movimentacdo dos machos em relacdo as
fémeas (ALMEIDA-SANTOS et al., 2004), ja que para estarem aptos a praticarem multiplas
copulas, ha necessidade de produzir e estocar espermatozoides além de manté-los viaveis até
0 outono. A esses requerimentos, atribui-se um custo energético elevado para a producio de
espermatozoides, expresso pela perda significativa de massa corpérea durante a
espermatogénese, semelhante ao gasto energético durante 0 empenho nos comportamentos
reprodutivos como descrito em Vipera berus (OLSSON; MADSEN; SHINE, 1997).

Os dados referentes aos acidentes crotélicos, embora tenham revelado um nimero de
acidentes muito préximo entre o verdo e o outono, mostram que a maioria dos acidentes
registrados é causada por machos sexualmente maduros como demonstrado por Salom&o,
Puorto e Almeida-Santos (1995) e por Almeida-Santos (2005). Ressalta-se ainda, que outros
fatores influenciam diretamente o nimero de acidentes ofidicos — como maior atividade
agricola e maior numero de pessoas em regiGes rurais durante o verdo (BOCHNER;
STRUCHINER, 2003). Entretanto, os resultados obtidos reforcam o pressuposto de que o0s
comportamentos reprodutivos exercidos ao longo do outono influenciam o perfil
epidemioldgico dos acidentes crotalicos, uma vez que mais machos maduros sexualmente sdo
encontrados na colecdo Vital Brazil. Para Bothrops atrox, a maior incidéncia de acidentes
ofidicos se d& no final do verao, inicio do outono (margo) coincidindo com o pico de atividade
da espécie, porém os autores atribuem aos fatores climaticos — temperatura e precipitagdo
como reguladores do padrado de atividade da referida espécie (OLIVEIRA; MARTINS, 2001)

A temperatura é um dos principais fatores que pode afetar criticamente a bioenergética
e 0 padréo de atividade das espécies, €, assim, ter consequéncias para 0s multiplos aspectos da
ecologia de populac@es, incluindo o recrutamento, atividade, sobrevivéncia e viabilidade da
populagédo (SHINE, 2003). Assim sendo, as menores taxas de atividade para as trés
metodologias averiguadas nesse trabalho foram registradas durante o inverno, pressupondo

que os menores valores de temperatura e umidade sdo os fatores mais provavelmente
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responsaveis pelo decréscimo de atividade durante o inverno, pois temperaturas mais baixas
afetam diretamente a taxa metabodlica das serpentes, levando-as a limitar os movimentos
durante essa estacdo (LILYWHITE, 1987; MARQUES; ETEROVIC; ENDO, 2001; MAY et
al., 1996).

Para 0s aspectos que tangem a reproducdo de répteis, sabe-se que a temperatura é o
fator primario na determinagdo da recrudescéncia testicular, pois 0 processo espermatogénico
inicia-se em condicbes térmicas mais elevadas, como evidenciado em Crotalus viridis
(ALDRIDGE, 1975) e Arizona elegans (ALDRIDGE, 1979). Essa associacdo pode explicar
também a maior atividade de machos em relacdo as fémeas durante o verdo, ja que é durante
essa estagdo em que as maiores temperaturas sao registradas e observa-se o pico de produgéo
de espermatozoides (ALMEIDA-SANTOS et al., 2004; cf. Capitulo 1). Para as fémeas, a
temperatura esta diretamente ligada a embriogénese, sendo relatado para varias espécies de
lagartos e serpentes, que fémeas prenhes permanecem mais tempo termorregulando,
propiciando assim, maiores chances para o fenétipo da prole (CHIARAVIGLIO, 2006;
MARINHO, 2012).

Em fémeas prenhes de répteis, alteracbes no padrdo de atividade podem leva-las a
terem suas chances de sobrevivéncia diminuidas por manterem-se mais expostas. Tais fatores
estdo relacionados as mudancas comportamentais durante a embriogénese (SHINE, 2003).
Fémeas prenhes podem gastam mais tempo termorregulando do que fémeas ndo gravidas, por
pelo menos trés motivos: (1) aumento da massa corplrea pode exigir maiores taxas de
aquecimento; (2) fémeas prenhes selecionam temperaturas maiores para acelerar o
desenvolvimento embrionario; (3) fémeas prenhes selecionam maiores temperaturas para
compensar a perda da agilidade devido ao incremento de massa corpérea, além da reducdo da
habilidade locomotora para o escape de predadores. (GARDNER-SANTANA; BEAUPRE,
2009; LANDRETH, 1973; SEIGEL et al., 1987; SHINE, 1980).

Entre os lagartos, o incremento da atividade durante a fase reprodutiva € controversa,
pois ha relatos de que fémeas de Lacerta vivipara prenhes tornam-se mais cripticas,
deslocando-se mais devagar mudando inclusive a tatica de predacdo, e dessa forma, sendo
menos capturadas (BAUWENS; THOEN, 1981). Entretanto, para lagartos Scincideos, foi
descrito que fémeas prenhes passam mais tempo termorregulando que fémeas néo prenhes e
machos, alem de terem sua capacidade de escape diminuida, aumentando o risco de predacéo
por estarem mais expostas (SHINE, 1980).

Para serpentes, sobretudo entre os viperideos, ha indicios que as transformacGes

exigidas durante os processos de vitelogénese, prenhez e a fase pds-parturicdo embutem um
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maior risco de mortalidade (BONNET, 2011; MACARTNEY; GREGORY, 1988). Estudos
em campo com Vipera aspis demonstram que fémeas reprodutivas estdo mais frequentemente
expostas ao sol, quando comparadas as fémeas ndo reprodutivas, refletindo diferentes taxas de
captura — sendo as fémeas reprodutivas duas vezes mais avistadas e capturadas (BONNET;
NAULLLEAU, 1996). Os dados aqui apresentados corroboram essa hipotese, pois
significativamente um maior nimero de fémeas é recebido no Instituto Butantan durante a
primavera — estacdo na qual as fémeas reprodutivas estdo em processo vitelogénico para
propiciar a ovulacdo, a fertilizacdo e posteriormente o desenvolvimento embrionario
(ALMEIDA-SANTOQOS; ORSI, 2002; ALMEIDA-SANTOS, 2005; SALOMAO; ALMEIDA-
SANTOS, 2002). Fémeas vitelogénicas e prenhes de Crotalus durissus mantidas em cativeiro
semiextensivo (Serpentario de Visitacdo Publica do Instituto Butantan), mantiveram-se por
mais tempo expostas ao sol — fora dos abrigos contidos no recinto (MARINHO, 2012).

Em contrapartida, fémeas prenhes em Crotalus horridus, mantém-se menos ativas,
utilizando menor area de uso e se locomovendo duas vezes menos que as fémeas ndo prenhes,
sugerindo assim, que os ajustes fisiologicos para a manutencdo da temperatura corpérea mais
propicia para eventos reprodutivos, ndo necessariamente requerem um aumento da atividade,
e sim a selecdo de microhabitats especificos para a maior demanda termorregulatéria durante
a gestacdo (GARDNER-SANTANA; BEAUPRE, 2009).

Os beneficios de multiplos acasalamentos sdo maiores para 0os machos do que para
fémeas, pois apenas os machos podem contribuir geneticamente em mais de uma ninhada a
cada estacdo reprodutiva (GLAUDAS; RODRIGUES-ROBLES, 2011). Além disso, as
fémeas costumam investir mais energia na producdo da prole do que os machos (DIKE;
BEAUPRE, 2011; cf. Capitulo 1). Por estas raz6es, 0s comportamentos de busca por parceiras
sexualmente ativas e interacfes agonisticas intersexuais, fomentam o pico de atividade para 0s
machos de diversas espécies (KOKK; WONG, 2007).

Por outro lado, algumas espécies ndo exibem um pico de atividade associado aos
eventos reprodutivos, como descrito para a cascavel and, Sistrurus miliaris barbouri cujo
padrdo de atividade ndo difere entre as estacBes reprodutiva e ndo reprodutiva, porém ha
indicios de que a temperatura é o fator mais proeminente que modula os padrdes de atividade
dessa populacdo (MAY et al., 1996). Em Tantilla melanocephala, tanto para fémeas quanto
para machos, ndo ha variacdo na propor¢do de individuos ao longo do ano (MARQUES;
PUORTO, 1998). O mesmo padrdo ocorre em Acrochordus arafurae, machos e fémeas néo
diferiram no padrdo de dispersdo ao longo dos quatro anos de estudo in situ, sugerindo que a
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atividade estd mais relacionada as varia¢fes do volume de &gua dos charcos em que a espécie
vive do que o sistema de acasalamento (HOUSTON; SHINE, 1994).

Os dados disponibilizados neste trabalho e na literatura apontam para um elevado
custo reprodutivo comportamental para os machos durante periodo de acasalamento em
relacdo as fémeas. Tal custo pode ser evidenciado pela frequéncia de atividade de C. durissus
durante a estacdo reprodutiva para as trés metodologias avaliadas. Este 6nus da reproducdo é
uma consequéncia direta do repertério comportamental e fisiolégico incorporados no sistema
de acasalamento poligdmico adotado pelas C. durissus neotropicais, bem como para outras
espécies de viperideos com ampla distribuicdo. Por fim, os dados preconizados nesta

discussdo respondem positivamente a pergunta levantada no titulo.
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3 CONCLUSOES GERAIS

A reproducdo é custosa para ambos 0s sexos, no entanto, os valores revelados por este
trabalho sugerem que as fémeas passam por processos reprodutivos mais dispendiosos
energeticamente. H& uma mobilizagdo dos substratos energéticos (gordura abdominal) para o
figado, o qual passa por alteragdes da massa e alteragdes histologicas que podem ser
atribuidas ao processo vitelogénico. Essa mobilizacdo ocorre na transicdo da vitelogénese
priméaria para vitelogénese secundaria, e posteriormente, dos foliculos vitelogénicos para os
embrides (APENDICE). Os indices lipossomatico, hepatossomético e “renalssomatico”
mostraram-se estimadores precisos da mobilizacdo dos substratos energéticos tanto para 0s
machos como para as fémeas, ao longo da estacdo reprodutiva, confirmando ser a extracao
lipidica uma ferramenta que pode ser utilizada para inferir a dindmica de lipideos nos
diferentes tecidos de C. durissus.

Os machos estocam mais gordura abdominal durante o verdo, estacdo que precede a
copula e outros eventos reprodutivos e é a estacdo na qual se observa o pico de
espermatogénese. Além disso, a massa relativa dos rins e a concentracdo de lipideos renais
apresentaram significativamente maiores valores e a histologia do segmento sexual renal
(SSR) apresentou um aumento vis[ivel da producdo dos granulos secretores no epitélio
durante o outono, indicando dessa forma, que os comportamentos e as alteracdes fisioldgicas
associadas a reproducdo em machos de C. durissus sdo energeticmanete dispendiosos. Ja nas
fémeas ndo foi detectado nenhuma regido hipertrofiada dos rins, e a histologia renal nédo
revelou variagdes ao longo do ano.

O padrdo de atividade de machos de C. durissus é alterado em decorréncia do
repertério comportamental do sistema de acasalamento adotado, como procura prolongada por
fémeas e competicdo intraespecifica (rituais de combate), observadas no outono, levando-os a
ficarem mais expostos e consequentemente mais avistados. E em consequéncia disso, machos
maduros sexualmente causam mais acidentes crotélicos, observados durante o verdo e o
outono. Para fémeas as variacbes do padrdo de atividade provavelmente decorrem das
alteracbes metabolicas e comportamentais observadas durante a vitelogénese secundaria e da

prenhez, ja que uma maior propor¢éo de fémeas foi observada durante a primavera.
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APENDICE — Esquema representativo da mobilizacdo dos substratos energéticos em fémeas
de C. durissus ao longo dos estagios reprodutivos.

Gordura + Nutrientes

Corrente Sanguinea

Figado

Alocacéio da
vitelogenina
precursora do
Sinaliza¢do vitelo
do Estro

OVULACAO
PARTURICAO

Placentotrofia

Foliculos Ovarianos ﬁ Ovulos | ) | Embrizo Neonato
u
~ . ~
VITELOGENESE : VITELOGENESE PRENHEZ
PRIMARIA . SECUNDARIA (desenvolvimento
[ ] embrionario)
n
n
Parimetros u
Avaliados :
n
]
Gordura massa +/- : Gordura massa ++ Gordura massa- -
Figado massa+/- =  Figado massa ++ Figado massa - -
Lipideos hepéticos+/- g Lipideos hepaticos++ Lipideos hepaticos - -

Legenda — Observar a variacdo dos valores dos parametros avaliados. Representagdo dos
valores dos parametros avaliados: +/- valores intermediarios; ++ valores maximos; - - valores
minimos.
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