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COLHEITA DE SEMEN POR METODO NAO INVASIVO DE CASCAVEIS

(Crotalus durissus terrificus)

RESUMO

As principais ameacas de extingcdo das serpentes sdo a perda e a degradacédo do seu habitat
natural, devido principalmente ao desmatamento, expansao urbana e queimadas. Uma das
formas de conservacdo das serpentes pode ser através da colheita, analise e criopreservacao
do sémen, a fim de trocar material genético entre criadores, estocagem do material biolégico e
formacdo de um banco de dados. Para a colheita, diversas técnicas foram descritas desde
1960, a mais antiga das técnicas consistia na compressdo e massagem abdominal para a
ejaculacdo, mas a contaminag&o da amostra por fezes e uratos era comum, mediante a isso as
técnicas se aperfeicoaram e em 2004 utilizou-se a solugédo anestésica de lidocaina 1% para o
relaxamento e acesso direto a papila genital para a reducdo da contaminacdo. Com isso, 0
objetivo do trabalho foi resgatar a técnica utilizada em 1980, que consistia na massagem
abdominal e colheita de sémen com o auxilio de uma seringa. Para o estudo foram utilizadas 5
serpentes da espécie Crotallus durissus terrificus (cascavel), proveniente da APASS, na cidade
de Assis, estado de S&o Paulo. Os resultados obtidos foram uma média de volume seminal de
300 uL, com a motilidade espermatica de 68%, motilidade progressiva: 3, patologias
esperméticas: 1, concentracdo espermatica: 1,4 x 109 sptz/mL. Com isso, conclui-se que o
método de colheita ndo invasivo por meio de massagem abdominal ainda se mostra eficaz.

Palavras-chave: Conservagéo, Reproducédo, Serpentes.



NON-INVASIVE SEMEN COLLECTION FROM RATTLESNAKES

(Crotalus durissus terrificus)

ABSTRACT

The main threats of extinction of snakes are the loss and degradation of their natural habitat,
mainly due to deforestation, urban expansion and fires. One way of conserving snakes can be
through the collection, analysis and cryopreservation of semen, in order to exchange genetic
material between breeders, storage of biological material and formation of a database. For the
collection, several techniques have been described since 1960, the oldest of the techniques
consisted of abdominal compression and massage for ejaculation, but contamination of the
sample by feces and urates was common, through which the techniques were perfected and in
2004 they were used. 1% lidocaine anesthetic solution for relaxation and direct access to the
genital papilla to reduce contamination. With this, the objective of the work was to rescue the
technigue used in 1980, which consisted of abdominal massage and semen collection with the
aid of a syringe. For the study, 5 snakes of the species Crotallus durissus terrificus
(rattlesnake), from APASS, in the city of Assis, state of Sdo Paulo, were used. The results
obtained were an average seminal volume of 300 uL, with sperm motility of 68%, progressive
motility: 3, sperm pathologies: 1, sperm concentration: 1.4 x 109 sptz/mL. Thus, it is concluded
that the non-invasive collection method through abdominal massage is still effective.

Keywords: Conservation, Reproduction, Snakes.
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1. INTRODUCAO

As serpentes pertencem a Ordem Squamata e a Subordem Serpentes
podendo ainda ser divididas em dois grupos, as peconhentas e as néo
peconhentas (GREGO, ALBUQUERQUE, KOLESNIKOVAS, 2014). Sao
encontradas em quase todas as partes do planeta, mas principalmente em
regibes tropicais e temperadas, explicada por serem seres ectotérmicos, ou
seja, dependentes da temperatura externa para manter suas caracteristicas
fisiologicas, podendo ocupar todos os ambientes, como o0s aquaticos,
arboriferos e terrestres (ANDRADE, PINTO, OLIVEIRA, 2002; GREGO,
ALBUQUERQUE, KOLESNIKOVAS, 2014).

A anatomia reprodutiva dos machos das serpentes € composta de dois
testiculos dispostos assimetricamente, sendo o direito maior e mais cranial
quando comparado com o0 esquerdo. S840 massas ovoides, alongadas e
cilindricas, localizadas na cavidade celomética caudalmente aos rins. Os
mesmos sao ligados a base do hemipénis, 6rgdo copulador, pelos ductos
deferentes (ZACARIOTTI, 2004; PIZZATO, ALMEIDA-SANTOS, MARQUES,
2006a; ZACARIOTTI, 2008; MATAYOSHI, 2011; ALMEIDA-SANTOS, 2014).

O ciclo reprodutivo do macho é composto basicamente na aquisicédo de
energia, espermatogénese, producdo de caracteristicas sexuais secundarias,
busca por cépulas, danca combate, corte e copulas (ZACARIOTTI, 2008).
Neles a aquisicdo de energia é dada pela alimentacédo e com isso a estocagem
de gordura abdominal, durante o ver&do (SUEIRO, 2013).

Como citado por Zacariotti e Guimaraes (2010), a espermatogénese das
serpentes pode estar relacionada a temperatura e ndo a sazonalidade. O
mesmo autor supracitado ainda menciona que a mesma acontece em cinco
estagios, sendo que o primeiro € caracterizado pela presenca de
espermatogbnias e espermatécitos primarios, no segundo aparecem oS
primeiros espermatozoéides na luz dos tdbulos seminiferos, o terceiro tem
grande presenca de espermatozoides e reducdo do numero de espermatécitos
e espermatides, no quarto estagio ha presenca de apenas espermatogodnias e
espermatoécitos primarios e diminuicdo de espermatozoides e no ultimo estagio

contamos com a auséncia de espermatozoides.
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As caracteristicas sexuais secundarias ocorrem nos machos
simultaneamente a gametogénese, por estimulos do segmento sexual do rim
(ZACARIOTTI, 2004; ALMEIDA-SANTOS, 2014; SUEIRO, 2013). Ja a danca
combate € caracterizada por um ritual dos machos, através de movimentos
corporais em que o vencedor tem a prioridade sobre a fémea (PIZZATO,
MANFIO, ALMEIDA-SANTOS, 2006b; SAWAYA, MARQUES, MARTINS,
2008). A corte desses animais ocorre em trés etapas, onde a primeira é
denominada perseguicao tatil, a segunda alinhamento do macho com relacéo a
fémea e a terceira é a copula (PIZZATO, MANFIO, ALMEIDA-SANTOS,
2006b).

As serpentes apresentam uma particularidade, que é a estocagem de
espermatozoides, que pode ocorrer tanto na fémea quanto no macho. Nas
fémeas a estocagem ocorre no oviduto, enquanto nos machos ocorre na regiao
distal dos ductos deferentes (JANEIRO-CINQUINI, 2004; ALMEIDA-SANTOS,
2005; ZACARIOTTI, 2008; BARROS, SUEIRO, ALMEIDA-SANTOS, 2012;
BASSI, 2016).

As técnicas de reproducao assistida séo ferramentas que proporcionam
programas para a conservacdo das espécies (SALVADOR, TRILLO,
MARCORRO, 2016). Para isso, varios métodos de colheita de sémen foram
testados, como a massagem no sentido cranio-caudal ou pressdo com a mao
do terco final do corpo do animal, mas nesse caso foi comum a contaminacéo
da amostra com fezes e cristais de urato (ZACARIOTTI, GUIMARAES, 2010).
Com a utilizac&o do eletroejaculador para a colheita também pode-se observar
a mesma contaminacdo, também pode ser realizada a eutanasia do animal
para a coleta do sémen. Ja com a aplicacdo de anestésico local, lidocaina ao
redor da cloaca como mostrada por Zacariotti (2004), houve uma reducao da
contaminacgao antes observada.

O objetivo deste trabalho foi instituir a colheita de sémen em cascavéis
pelo método ndo invasivo, com massagens abdominais, bem como avaliar
macroscopicamente e microscopicamente o sémen, observando volume, cor,
odor, motilidade espermatica, motilidade progressiva, vigor, patologias

esperméticas e concentracao espermatica.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1Conservacao das serpentes

As serpentes sdo animais que auxiliam no equilibrio ecolégico,
contribuindo para o controle populacional de insetos e roedores, além se fazer
parte da cadeia alimentar de aves de rapinas e demais predadores. No entanto,
atualmente muitas espécies de serpentes estdo ameacadas de extin¢cado devido
a destruicdo do seu habitat, pelo desmatamento, caca e comércio ilegal e
outras atividades humanas (MELAZO, 2005; FREITAS et al., 2020).

Outro ponto importante para a conservacdo das serpentes,
principalmente das peconhentas é que o seu veneno é utilizado na medicina,
para a fabricacdo de medicamentos. O veneno contém uma série de
compostos biologicamente ativos, como enzimas, proteinas e peptideos, que
podem ter efeitos terapéuticos (BERNARDE, 2014).

2.2Biologia

Cientificamente, as cascavéis sdo chamadas de Crotalus durissus
terrificus. Pertencentes ao reino Animalia, classe Reptilia, ordem Squamatas,
subordem serpentes, familia Viperidae, género Crotalus. Sdo de ampla
distribuicdo no territério brasileiro, principalmente na regido do cerrado, seus
habitos sdo terricolas, de preferéncia em campos abertos, regides secas e
pedregosas. Com habitos noturnos e crepusculares (COSTA, MOURA, FEIO,
2008).

Tem-se como caracteristica principal a presenca do guizo na ponta da
cauda. Coloracdo marrom-amarelada, apresentando desenhos na forma de
losangos, mais claros no dorso e laterais. Com presenca de fosseta loreal,
orgao termorregulador, conectado diretamente com o encéfalo, encontrado
entre a regido dos olhos e narinas, tem a funcdo de auxiliar na captura de
animais endodérmicos (Figura 1) (FRAGA, 2013). Sua denticdo é o tipo
solendglifa, onde had a presenca de dois dentes inoculadores de peconha,
sendo 0os mesmos caniculados, moveis e compridos, com posicionamento
anterior da maxila (GREGO, ALBUQUERQUE, KOLESNIKOVAS, 2014).
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Figura 1: Caracteristicas externas da serpente Crotallus durissus terrificus.

|
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Fonte: Lima, 2010.

O ciclo reprodutivo dos machos ocorre ao longo de todo o ano, para as
fémeas a estacdo reprodutiva ocorre de agosto a novembro, periodo que
coincide com o final da estacdo seca e inicio da estacdo chuvosa. As fémeas
sao consideradas viviparas, ou seja, animais cujo desenvolvimento embrionario
ocorre dentro do corpo materno, com placenta que fornece os nutrientes
necessarios para os filhotes. A gestacdo é de quatro meses e a postura é em
média de 25 filhotes, durante o verdo (GREGO, ALBUQUERQUE,
KOLESNIKOVAS, 2014).

2.3Anatomia Reprodutiva

Os orgéaos reprodutivos masculinos sdo pareados e assimétricos, sendo
gue o direito é posicionado mais cranialmente que o esquerdo, sdo alongados,
cilindricos e localizados intra-abdominais. O posicionamento anatémico na
cavidade celomatica é entre os 6rgaos, baco, pancreas e vesicula biliar,
compondo assim a triade pancreatica, e os rins. S&o compostos por tubulos
seminiferos, células intersticiais e vasos sanguineos, envolvidos por tecido
conjuntivo e tdnica vaginal (Figura 2) (ZACARIOTTI, 2004; PIZZATO,
ALMEIDA-SANTOS, MARQUES, 2006a; ZACARIOTTI, 2008; ALMEIDA et al.,
2010; MATAYOSHI, 2011).
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Figura 2: Macho de Xenodon sp. ilustrando todo o trato urogenital (A). Em detalhe
observa-se os testiculos (B) e ductos deferentes enovelados (C). Barra de escala
=1cm.

testiculo esquerdo rim esquerdo

ducto deferente
esquerdo

ducto deferente
esquerdo

" testiuls —— T,
esquerdo 5 :

\ Vi, “.;‘_3.
ducto deferenf;\)’<:*’7

direito

Fonte: Henrique B. Braz, 2014.

A comunicacdo dos testiculos com a cloaca ocorre pelos ductos
deferentes, enovelados em machos ativos e lisos em machos imaturos,
terminando em papilas genitais, na base do pénis, via comum entre 0s
sistemas urinario e genital. Os répteis ndo apresentam uretra peniana
(ZACARIOTTI, 2008; MATAYOSHI, 2011).

Nos testiculos sédo encontrados os ductos deferentes, orientando-se para
o epididimo, que diferentemente dos mamiferos, ndo apresentam divisao em
cabeca, corpo e cauda, com intima ligacdo nos testiculos (ALMEIDA-SANTOS,
2005). No final do ducto deferente se encontra a regido ampolar, que nos
répteis, mas especificamente nas serpentes, tem a funcdo de armazenar os
espermatozoides (ALMEIDA-SANTOS, 2014).

Nos ofidios e saurias, 0 6rgdo copulatério é pareado, denominado de
hemipénis, sua localizacdo é no interior da cauda, desde que ndo esteja
ocorrendo a copula (ZACARIOTTI, 2008). Em todas as serpentes durante a
copula somente um dos hemipénis é introduzido (ZACARIOTTI, GUIMARAES,
2010). De caracteristica esponjosa, se enche de sangue e linfa no momento da
erecdo, com pequenas diferenciacdes entre as espécies, podendo ter
espinhos, macro e micro ornamentacdes (ANDRADE, PINTO, OLIVEIRA,
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2002). No caso das cascavéis, o hemipénis é bilobado e com estruturas que
auxiliam na fixagdo no momento da coOpula, como por exemplo ganchos e
papilas (Figura 3) (ZACARIOTTI, 2004).

Figura 3: Hemipénis de cascavel (Crotalus durissus terrificus)
evertido.

Fonte: ZACARIOTTI, 2004.

De dificil diferenciacdo entre machos e fémeas, a sexagem é realizada
por meio da introducdo de sonda metdlica romba e lubrificada na regido
cloacal. Se for um macho, a esta sonda percorre cerca de 12 escamas
subcaudais e no caso de fémeas apenas quatro escamas (Figura 4) (GREGO,
ALBUQUERQUE, KOLESNIKOVAS, 2014). Em algumas espécies o0
dimorfismo pode ser observado sobre a diferenga no tamanho da cauda, os
machos apresentam cauda maior do que a das fémeas (PIZZATO, ALMEIDA-
SANTOS, MARQUES, 2006a).
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Figura 4: Sexagem. A: Em fémeas, a sonda entra de duas a quatro escamas
subcaudais; B: Er’n r‘nachos, a sonda entra de 8 a 12 escamas subcaudais.

Fonte: GREGO, UQUERQUE, KOLESNIKOVAS, 2014.

2.4Biologia Reprodutiva

Sao animais sensiveis as variagdes ambientais, devido a caracteristicas
de serem ectodérmicos, que € a variacdo da temperatura corporal devido a
alteracdo da temperatura ambiental, alterando assim a condigdo ecofisiologica
do mesmo. Ha outras mudancas que interferem na condicdo de vida dos
répteis, como fotoperiodo, estacbes do ano, disponibilidade de alimento e
modo de se reproduzir (PRADO, 2006; BASSI, 2016).

O ciclo reprodutivo das serpentes se da por aquisicdo de energia,
espermatogénese, producdo de caracteristicas sexuais secundarias, busca por

copulas, danca-combate, corte e cépula (ZACARIOTTI, 2008).

2.4.1 Aquisicao de energia
As serpentes sao consideradas animais capital breeders, ou seja, néo se
reproduzem até estocar a quantidade necessaria de energia, assim ocorre a
separacdo do tempo para a aquisicdo de energia e o periodo reprodutivo
(SUEIRO, 2013).
Nos machos o estoque de energia ocorre na forma de gordura
abdominal através da alimentagdo, antes da gametogénese, coincidindo com a

estacdo climética do verdo. H4 também uma segunda possibilidade de acumulo
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de energia, que ocorre com o0 aumento significativo da massa relativa dos rins e
concentragcdo de lipidios renais, assim os indices lipossométicos,
hepatossomaticos e renalssomaticos sdo parametros precisos para a
mobilizacdo de substratos energéticos (PIZZATO, ALMEIDA-SANTOS,
MARQUES, 2006; SUEIRO, 2013).

O consumo de energia ocorre através da procura por fémeas e danca
combate, chegando a valores minimos no final da estacdo reprodutiva
(ZACARIOTTI, 2008). Os custos energéticos sao divididos basicamente em
duas categorias, os ligados a sobrevivéncia, que influenciam na sobrevivéncia
dos animais, e os ligados a fecundidade, que influencia a energia disponivel
para a reproducéo (SUEIRO, 2013).

2.4.2 Ciclos hormonais

Assim como nos animais mamiferos, as atividades reprodutivas séo
controladas pelo sistema neuroenddcrino, através do eixo hipotalamo-hipofise-
gonadal. O hipotalamo faz a liberagdo do GnRH (Horménio Liberador de
Gonadotrofinas) em resposta aos estimulos ambientais, como por exemplo o
fotoperiodo, associado ao aumento da demanda de alimento e ao aumento da
temperatura. Apds o estimulo do hipotalamo, a adeno-hipoéfise libera o FSH
(Hormonio foliculo-estimulante), no caso das serpentes e lagartos ocorre a
liberagdo do FSH-like, mediante a esses eventos ocorre a estimulagdo dos
testiculos para que ocorra a espermatogénese (MATAYOSHI, 2011).

No caso das serpentes, a corte e a copula ndo sdo dependentes do
aumento dos niveis de testosterona, ja que foi visto que o horménio pode se
encontrar elevado em periodos reprodutivos e ndo reprodutivos (ALMEIDA-
SANTOS, 2005). Ha autores que relatam que algumas espécies de cascavéis,
apresentam aumento da testosterona durante o comportamento reprodutivo,
pelos basdfilos encontrados na adeno-hipéfise (SALOMAO, ALMEIDA-
SANTOS, 2002), mas é durante o final do verdo e outono, que a
espermiogénese ocorre, associado ao outono também ha o pico de
espermatogénese, enquanto no periodo de inverno tem-se a regressao

testicular e a inatividade do 6rgéo reprodutivo, assim menor concentracdo de
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testosterona (ZACARIOTTI, GUIMARAES, 2010; BARROS, SUEIRO,
ALMEIDA-SANTOS, 2012).

Varios ciclos reprodutivos sdo descritos pelos autores, no caso de
Almeida & Santos (2005), os ciclos sao divididos em pré-nupcial e pés-nupcial,
onde o primeiro € quando a producdo de gametas precede ou coincide com a
época de acasalamento, sendo que o segundo a producdo de gametas ocorre
apos a época de acasalamento, assim 0s machos precisam armazenar 0S
espermatozoides, e isso ocorre nos ductos deferentes. Para Bassi (2016), os
ciclos reprodutivos sdo descritos como misto e aciclico, sendo que no misto
ocorre a producao de espermatozéides no final da primavera e a interrupgao
durante o inverno, jA no aciclico ocorre a producdo dos espermatozoéides
durante o ano todo, sendo um processo constante.

Mathies (2011) dividiu os ciclos individualmente, separando-os em
descontinuo ciclico, continuo ciclico e aciclico, e populacional. No descontinuo
ciclico ocorre a retracao total das gbnadas em determinada estacdo do ano, ja
no continuo ciclico tem-se a reducdo na producdo de gametas, e o aciclico tem
a producdo continua dos gametas. Duas divisbes podem ser empregadas
ainda no populacional, o sincrénico ou asazonal, que apresenta sincronia ou

nao sincronia entre os individuos, respectivamente.

2.4.3 Espermatogénese e morfologia espermética

A espermatogénese em serpentes é dividida em cinco estégios, o
primeiro ocorre nos tubulos seminiferos onde € encontrado alto niumero de
espermatogbnias e espermatoécitos primarios, no segundo ha o aparecimento
dos primeiros espermatozdides, ja no terceiro estagio ha a presenca de um
grande numero de espermatozéides nos tubulos seminiferos, com reducao dos
espermatoécitos secundarios e espermatides. No quarto estagio tem-se a
reducdo dos espermatozéides e consequentemente o0 aumento das
espermatogbnias e espermatécitos primarios, por ultimo ndo é possivel a
identificacdo da presenca de espermatozoides, somente espermatogbnias e
espermatocitos primarios (ZACARIOTTI, 2004).

Os espermatozoides dos squamatas sdo afilados, com acrossoma em

formato de cone e com cabeca alongada. A peca intermediaria é longa, com
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presenca de corpos densos, que sao possiveis transformacdes mitocondriais e
presenca de centriolos proximal e distal (Figura 5, 6 e 7) (ZACARIOTTI,
GUIMARAES, 2010).

Figura 5: Morfologia normal do espermatozéide de cascavel
(Crotalus durissus terrificus) corado através da coloracao simples de
acrossoma.

Fonte: ZACARIOTTI, 2004.

Figura 6: Espermatozoéide (seta branca) em meio a restos

celulares, bactérias, protozoarios e urato. Fotomicrografia de

amostra de sémen de Crotalus ruber ruber ao exame sob

microscépio de luz e contraste de fase (objetiva 40X).
T IR a2




Figura 7: Fotomicrografias de amostras de sémen de
Crotalus ruber ruber coradas com colora¢éo Eosina/Nigrosina
para avaliacdo de integridade de membrana espermética. A)
Amostra de sémen diluida em Test-gema e apresentando
padrdo normal de coloracéo. Espermatoz6ide com membrana
integra (n°1) e alterada (n°2) B) Amostra de sémen diluida em
Test-gema com glicerol antes da congelagdo, apresentando
padrées anormais de coloragdo C) Amostra de sémen diluida
em Test-gema com glicerol apés a congelagéo, apresentando
padrBes anormais de coloragéo.

Fonte: ZACARIOTTI, 2008.
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2.4.4 Caracteristicas sexuais secundarias

Identificadas nos machos, no periodo da gametogénese. Nos rins as
serpentes apresentam uma regido denominada segmento sexual renal, ou
SSR, que sao regides do tubulo contorcido distal, ducto coletor e ureter, que
sao estimulados pelas altas concentracdes de hormonios esteroides, como a
testosterona. Produz granulos de secrecdo eosinofilica, com a funcédo de
secretar substancias para a manutencédo de espermatozoides viaveis, durante
o periodo ndo reprodutivo, como o0 outono, a fim de estocar os mesmos até a
nova fase reprodutiva (ZACARIOTTI, 2004).

Diferentemente dos machos, as fémeas nao apresentam a regido do
segmento sexual renal e nem a variacdo da histologia renal ao longo do ano
(SUEIRO, 2013; ALMEIDA-SANTOS, 2014).

2.4.5 Danca combate

Caracterizada por movimentos corporais, como empurrées, prendendo
ou entrelacando o adversario, sem agressdo, somente com demonstracao de
sua forca. Esse ritual, ocorre durante o periodo de acasalamento, onde o
macho vencedor tem prioridade sobre a fémea. Ocorre principalmente nas
espécies que nao sao constritoras e/ou que nado envenenam suas presas
(PIZZATO, MANFIO, ALMEIDA-SANTOS, 2006; SAWAYA, MARQUES,
MARTINS, 2008).

Quatro padrdes de combate sdo descritos na literatura, os colubrideos
entrelacam quase que a totalidade do corpo, com suas cabecas proximas e
pouco acima dos solos. Ja nos elapideos, os corpos sao entrelacados, mas as
cabecas se encontram paralelamente ao solo. Nas serpentes mambas, a parte
anterior do tronco é entrelacada e longe do solo, as cabecas estdo na posicao
vertical e as caudas podem ser encontradas entrelacadas ou livres. Para as
peconhentas, os viperideos e os crotalideos, o tronco é pouco entrelacado e
pouco elevado, com cabecas em posicao vertical, de orientacdo face a face ou
na mesma direcdo. Para as salamantas ou jiboia arco-iris (Epicrates crassus),
um terco do seu corpo encontra-se elevado, permanecendo entrelagcadas no
ch@o e constringindo fortemente uma a outra (Figura 8) (PIZZATO, ALMEIDA-
SANTOS, MARQUES, 2006).
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Figura 8: Posturas caracteristicas durante o combate ritual. Familia
Colubridae — Drymarchon corais (A); Familia Elapidae - Micrutus
frontalis (B); Familia Elapidae - Bungarus fasciatus (C); Familia
Elapidae - Ophiophagus hannah (D); Familia Viperidae - Crotalus
durissus (E); Familia Colubridae - Chironius bicarinatus (F).

Fonte: ZACARIOTTI, 2004.

2.4.6 Corte e copula

Durante a estacéo reprodutiva, os machos tendem a procurar as fémeas
através de feromoénios deixados por ela no ambiente, justamente, por serem
animais de habitos solitarios (ZACARIOTTI, GUIMARAES, 2010).

A corte é dividida em trés etapas, a primeira caracterizada pela
perseguicdo tatil, onde o macho reconhece e localiza as fémeas através de
pistas quimicas. Na segunda fase, ocorre o alinhamento do macho sobre o
dorso da fémea (Figura 9), nas Pythonidae os machos podem morder o corpo
da fémea e nos Boidae as fémeas séo estimuladas por espordes. Ja a terceira
e Ultima fase é a copula, no qual ocorre o0 entrelacamento das caudas e as
fémeas abrem a cloaca para a penetracdo do hemipénis (PIZZATO, ALMEIDA-
SANTOS, MARQUES, 2006; ZACARIOTTI, GUIMARAES, 2010).
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Figura 9: Alinhamento do macho sobre o dorso da fémea, Crotallus
durissus terrificus.

Fonte: Imagem de dominio publico.

Uma estratégia das serpentes, para que ocorra a variabilidade genética,
€ a chamada cépula multipla, onde as fémeas se relacionam com diversos
machos. No interior do sistema reprodutivo feminino ocorre a selecdo dos
melhores espermatozdides, de acordo com a maior qualidade seminal
(P1ZZATO, ALMEIDA-SANTOS, MARQUES, 2006).

247 Estocagem de espermatozdides

Algumas espécies de serpentes, tanto em machos quanto fémeas,
necessitam de estratégia para a estocagem de espermatozoides, ocorrendo
variacdo de alguns meses a anos, principalmente porque a época de
espermatogénese nado coincide com a vitelogénese (ZACARIOTTI, 2008;
BARROS, SUEIRO, ALMEIDA-SANTOS, 2012).

Nos machos o esperma € estocado na parte distal dos ductos deferentes
e nas fémeas o estoque ocorre no oviduto, pela formacdo de receptaculos ou
tubulos de estocagem apds a copula ou em criptas em dobras da mucosa da
vagina. Para garantir a sobrevida dos espermatozoides por tanto tempo, novos
estudos estdo sendo realizados, mas ha indicios que peptidases podem estar
envolvidas. Esta habilidade ocorre principalmente para a sincronizacdo de
ciclos (ALMEIDA-SANTOS, 2005; BASSI, 2016).

Bassi (2016) concluiu em seu estudo que o SSR é rico em carboidratos

neutros e por¢cdes de cadeias peptidicas, sendo assim, quando eles se juntam
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com o sémen servem como fonte de energia para sobrevida e manutencéo dos

espermatozoides, principalmente quando estocados no oviduto da fémea.

2.5Biotecnologia da reproducao

As biotecnologias da reproducado séo técnicas e tecnologias empregadas
para a melhoria dos processos de reproducdo dos seres vivos, garantindo até
mesmo a conservacdo da biodiversidade. Varios tipos sdo descritos em
literatura, como a fertilizacdo in vitro, a clonagem, o transplante de embrides,
engenharia genética com transferéncia ou edicdo de genes, além da
criopreservacado do material reprodutivo (RODRIGUES, BERTOLINI, 2019).

A criopreservacdo consiste no processo de congelamento e
armazenamento de évulos, espermatozdéides e embribes, para o uso futuro.
Essa técnica € utilizada para animais que tem algum problema
anatdmicof/fisiolégico, que impossibilita a coOpula, animais que estdo em
tratamento médico, como no caso que quimioterapicos que podem afetar a
capacidade reprodutiva (BARBOSA, et al, 2023).

As aplicacbes sdo na conservacdo de espécies ameacas de extin¢ao,
producdo em massa de veneno e no estudo da biologia reprodutiva das
mesmas. Para a conservacao a inseminacao artificial é utilizada para melhorar
a reproducao das serpentes ameacas, para aumentar a sua sobrevivéncia e
proteger da extingdo (BRAGA, 2016).

O estudo da biologia reprodutiva das serpentes ajuda no melhor
entendimento das suas caracteristicas reprodutivas e fisiologia reprodutiva no
geral, o que poder ser de grande utilidade para a conservacao e preservacao
desses animais (ZACARIOTTI, GUIMARAES, 2010).

Entretanto, a area de biotecnologia da reproducdo em serpentes é
relativamente nova e necessita de novos estudos para desenvolver técnicas
eficazes e seguras para a aplicacdo em larga escala. As biotecnologias da
reproducdo em serpentes é uma area de pesquisa que busca desenvolver
técnicas para manipular a reproducdo de serpentes em cativeiro. Incluindo
técnicas como inseminacéo artificial, fertilizacéo in vitro e clonagem. Ademais,
para o desenvolvimento dessas técnicas as questdes éticas e de bem-estar

precisam ser consideradas (BRAGA, 2016).
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2.5.1 Exame andrologico
O exame androlégico reflete condi¢cdes reprodutivas do macho, na
maioria das vezes realizado antes da estacao reprodutiva, a fim de identificar
casos de sub ou infertilidade (DINIZ, et al, 2021).
A observacdo da condicdo semiolégica, bem como as alteracbes
genéticas, saude do animal, deficiéncias na coOpula, seja ela por alteracbes
locomotoras ou alteracbes do sistema genital e/ou problemas espermaticos,

fazem parte a avaliacdo androldgica (PAPA et al., 2014; DINIZ, et al, 2021).

2.5.1.1 Avaliacdo espermética

A avaliacdo espermatica é empregada para avaliar a qualidade e a
guantidade dos espermatozoéides encontrados em uma amostra de sémen.
Sendo fundamental para a identificagdo de problemas de fertilidade dos
machos e para as técnicas de reproducéo assistida (MACEDO, et al, 2021).

Normalmente, a avaliacdo espermatica é realizada por meio de andlise
microscopica de uma amostra de sémen coletada (PAPA et al., 2014).

Os principais parametros avaliados incluem o volume do ejaculado,
concentracdo, motilidade, morfologia e Vvitalidade dos espermatozoides
(MACEDO, et al, 2021; PAPA et al., 2014).

2.5.1.1.1 Volume, cor, densidade e odor do ejaculado

O volume do ejaculado é caracterizado pela quantidade de sémen
presente em uma ejaculacdo. De avaliagdo macroscopica, com o auxilio de
uma pipeta e/ou tubos com medidas. Para animais domésticos o seu volume
varia de 20 a 100 mls, enquanto para animais silvestres o volume pode variar
conforme a classe e a espécie que o animal pertence (BABAKHANZADEH,
NAZARI, GHASEMIFAR, KHODADADIAN, 2020; ABIOJA, et al, 2021).

No caso da coloragdo do ejaculado a mesma sofre variacao,
caracterizada desde branco acinzentado até um branco leitoso, ja no caso da
densidade a mesma est4 relacionada diretamente com a concentracao
espermética, sofrendo também variacdo que do tipo aquoso até o leitoso, com
odor “sui-generis” (PAPA et al., 2014).
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2.5.1.1.2 Concentracdo e motilidade dos espermatozoides

A concentragdo dos espermatozéides €é a quantidade de
espermatozoides presentes em um mililitro de sémen. Ja a motilidade é a
capacidade dos espermatozoides de se movimentarem de forma sincronizada,
€ avaliada em termos de porcentagem de espermatozéides em movimento e a
qualidade do movimento. Essa escala de porcentagem varia de 0 a 100%.
Caso a amostra apresente uma alta concentracdo de espermatozoéides deve-se
realizar uma pré-diluicdo (BISWAS, MOHAN, SASTRY, 2009).

Para a avaliacdo, se faz necessario a utilizacdo de microscopia Optica,
com o aumento de 200 vezes. O material € depositado entre uma lamina e
laminula, e realizada a observacdo. Para animais domésticos € necessario
aguecer o material a temperatura de 37°C, no caso dos répteis ndo é
necessario o aquecimento devido a sua caracteristica de animas pecilotérmicos
ou ectotérmicos, ou seja, sua temperatura corporal véaria conforme a
temperatura ambiental. Mas para animais silvestres poucas identificacdes sao
encontradas na literatura, assim ha a necessidade de novos estudos (BRAGA,
2016).

2.5.1.1.3 Morfologia, vitalidade e vigor dos espermatozdides

A morfologia refere-se a forma e a estrutura dos espermatozéides. Um
alto percentual de espermatozéides como morfologia anormal pode mostrar
problemas de infertilidade (MACEDO, et al, 2021; ABIOJA, et al, 2021).

A avaliagdo da vitalidade e vigor espermatico deve ocorrer
concomitantemente com a motilidade esperméatica. A vitalidade refere-se a
proporcao de espermatozoéides vivos em uma amostra de sémen, ja o vigor € a
velocidade com que os espermatozoides se deslocam na lamina, 0 mesmo é
descrito em escala de 0 a 5 (PAPA et al., 2014).

2.5.1.1.4 Patologias espermaticas

O objetivo das biotecnologias da reproducdo € aumentar a propagacao
do material genético em um menor espaco de tempo, com isso, a manipulacéo
dos gametas e a sua criopreservacdo compromete a sua fungéo biologica, por

ocasionar danos a sua estrutura espermatica (SILVA, GUERRA, 2011).
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Com isso, na literatura sdo descritos dois padrdes de injarias
esperméticas, os defeitos maiores, relacionados diretamente com a infertilidade
e os defeitos menores, que ndo sao relacionados a fertilidade (PAPA, et al,
2014). As principais patologias espermaticas estdo relacionadas a cabeca,
colo, peca intermediaria, cauda e outras anormalidade como aglutinagdo de
cabeca, espermatozéides subdesenvolvidos, medusa e pseudogota (ARRUDA,
et al, 2015).

Figura 10: Elementos figurados do sémen. A -
Patologias de acrossomo. B — Patologias de cabeca. C-
Patologias de insercdo de cauda. D — Patologia de peca
intermediaria. E — Patologias de cauda. F — Formas
teratologicas.

FORMAS TERATOLOGICAS

Fonte: PAPA, et al, 2014.
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2.6Biotecnologia dareproducdo em Serpentes

2.6.1 Colheita de sémen

A primeira colheita de sémen descrita em literatura ocorreu no ano de
1960 por Zacariotti e Guimarédes (2010). A técnica consistiu na compressao do
terco final do corpo do animal, mas no caso ocorreu a contaminacado das
amostras por fezes e urato. Em 1980, a técnica de colheita de sémen foi
através de massagem ventral no terco final do corpo do animal, o ejaculado foi
coletado com o auxilio de seringa diretamente na cloaca, para minimizar a
contaminagdo anteriormente descrita (Figura 10 e 11) (ZACARIOTTI,
GUIMARAES, 2010).

Figura 11: Massagem ventral para colheita de sémen em cascavel
(Crotalus durissus terrificus). A seta indica o sentido da massagem.

Fonte: ZACARIOTTI, 2004.
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Figura 12: Colheita de sémen em cascavel (Crotalus durissus
terrificus) a partir da papila genital localizada na cloaca.

Fonte: ZACARIOTTI, 2004.

No ano de 1989 a colheita de sémen ocorreu com o auxilio de
eletroejaculador, com posterior massagem digital em regido ventral, mas assim
como a primeira técnica descrita, ocorreu a contaminacdo com fezes e urato. O
método mais invasivo descrito na literatura € através da retirada dos ductos
deferentes e posterior coleta do sémen, todo o experimento ocorre apos a
eutanasia do animal (FAHRIG, MITCHELL, EILTS, PACCAMONTI, 2007;
ZACARIOTTI, GUIMARAES, 2010; MOZAFARI, SHIRAVI, TODEHDEHGHAN,
2012; SILVA, 2017).

Zacariotti (2004) realizou uma mudanca nas técnicas descritas em
literatura e aplicou solucdo anestésica de lidocaina a 1% na dose de 15 mg/kg,
sendo que a mesma foi diluida para um volume total de 1 mL de solucéo
fisiologica. Apos isso, a solugcdo foi fracionada em quatro locais de injecéo
anterior a cloaca e foi aplicada no tecido subcutaneo, com isso houve o
relaxamento e o acesso direto a papila genital para a coleta com o auxilio de
uma seringa de 1 mL sem agulha. A espécie utilizada nesse estudo foi a
Crotalus durissus terrificus. Com a eficacia da utilizagdo do anestésico local,
estudos com outras espécies foram descritos, como é o caso de Silva (2014),
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que realizou a avaliagcdo do espermograma em jararaca-ilhoa (Bothrops
insularis) e em coral (Micrurus corallinus) por Silva (2017).

2.6.2 Avaliacdo macroscopica e microscopica

Para o conhecimento dos parametros normais da espécie e avaliacdo do
potencial reprodutivo do macho & necessério a realizacdo do espermograma,
mas ainda ha pouco relatos em serpentes (ZACARIOTTI, GUIMARAES, 2010).

Como o sémen de serpentes € altamente concentrado, indica-se a
realizacdo de uma pré-diluicAo para a posterior andlise, sendo que estas
diluicdes podem ser ao redor de 1:500 como descrito por Zacariotti (2008) ou
1:1000 como exposto no estudo de Silva (2014). Para a diluicdo, os meios de
cultivos de células sdo os mais indicados, como o M199, Ham’s F10, PBS e a
solucdo de TL Hepes. Como as serpentes sdo animais ectodérmicos, ndo ha a
necessidade do uso de placas aquecedoras, a temperatura ideal pra eles é
entre 25 a 27°C (ZACARIOTTI, GUIMARAES, 2010).

A anélise macroscopica do sémen é realizada de acordo com o volume,
densidade, cor e odor, jA a microscopica, de acordo com o turbilhonamento,
motilidade, vigor, concentracdo dos espermatozoides e patologias
espermaticas. Também ocorre a divisdo quanto a exames imediatos
(realizados logo apos a colheita) e mediatos (sdo realizados ap6s a colheita,
mas analisados posteriormente), assim o0s imediatos sdo volume, cor,
densidade, odor, motilidade e vigor espermatico, e 0s mediatos sao
concentracao e patologias espermaticas (Figura 12) (PAPA et al., 2014).

Para as serpentes sdo descritas por Almeida - Santos (2014) e Zacariotti
(2004) as seguintes caracteristicas:

e Volume: 0,5 a 10 uL (estimado em micropipeta);
e Aspecto: Aquoso a leitoso;

e Cor: Branco acinzentado a leitoso;

e Odor: “suis generis”;

e Turbilhonamento: 0 a 5;

e Motilidade: 50 a 70%;

e Vigor:4ah;
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Figura 13: Espermatozoide de cascavel (Crotalus durissus terrificus) sob microscopia de
luz com interferéncia de fase (Olympus BX 50) e aumento da objetiva de 100 vezes. A —
Espermatozoide normal. A seta aponta o fim da peca intermediéria. (As setas nas fotos a
seguir apontam as alteracdes morfoldgicas descritas) B — Acrossoma dobrado. C — Gota
citoplasmatica proximal. D — Gota citoplasmética distal. E — Peca intermediaria enrolada. F
— Peca intermediaria dobrada. G — Forma teratolégica. H — Cauda fortemente dobrada.

Fonte: ZACARIOTTI, 2004.
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2.6.3 Criopreservacgéao

A criopreservacado de sémen de serpentes ainda & pouco estudada, com
iISSo poucas técnicas sao descritas na literatura. Os diluidores mais utilizados
sdo a base de leite, agua de coco, Ham’s F10 e test-gema (FAHRIG,
MITCHELL, EILTS, PACCAMONTI, 2007; ZACARIOTTI, 2008; SALVADOR,
TRILLO, MARCORRO, 2016). Alguns autores relataram que o glicerol é toxico
para 0 espermatozoéide da espécie em questdo, mas o estudo de Zacariotti
(2008) provou o contrario, pois conseguiu manter a motilidade de 70%
imediatamente apos a descongelacéo, utilizando como diluidor o test-gema e
8% de glicerol.

Desde 1980 sdo descritas técnicas para a criopreservacdo de sémen e
com o passar dos anos as técnicas sdo modificadas e melhoradas. Nos
primeiros estudos, utilizou como diluidor para a refrigeragcdo o meio de cultura
celular modificado de McCoy e manteve a motilidade espermatica da amostra
viavel até 96 horas apdés o procedimento, o mesmo autor ainda realizou a
congelacdo dos espermatozéides com um diluidor comercial e obteve 30 % de
motilidade apés a descongelacdo (SILVA, BATISTA, COLETO, GUERRA,
2009; ZACARIOTTI, GUIMARAES, 2010).

Fahrig et al. (2007) em seu experimento conseguiu deixar o0 sémen de
shake (Pantherophis guttatus) com motilidade esperméatica maior que 50%
durante 48 horas, para tal utilizou test-gema e resfriou a amostra até 4°C. No
mesmo ano, Mattson et al. em seu estudo, utilizou a mesma espécie, mas com
protocolo diferente, neste o sémen foi diluido em solugcéo de TL herpes para a
avaliacdo da concentracdo espermatica e conseguiu manter a motilidade entre
70 a 95% por trés dias a uma temperatura de refrigeracao de 4 a 10°C.

Zacariotti (2008) em seu experimento utilizou como diluidores o test-
gema e diluidor Lake’s, no estudo 4 diferentes protocolos para a congelacao
foram testados, sendo que o primeiro era em pellet (gotejamento da amostra
em nitrogénio liquido), o segundo consistia em uma recipiente especifico para a
congelacdo, o 5100 Cryo 1° sendo que primeiramente foi resfriado a 4°C,
depois até -80°C e por fim mantido em nitrogénio liquido por -196°C e no
protocolo trés e quatro as amostras foram colocadas na maquina para

congelacdo com dois protocolos diferentes, que apos estabilizarem a 4°C, elas
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foram congeladas. Para a descongelacdo empregou trés protocolos diferentes
com 10 minutos de espera.

2.6.4 Inseminacao artificial

Para a inseminacéo artificial de serpentes, as técnicas desenvolvidas
utilizam sémen fresco ou refrigerado, sendo que ndo ha relatos com sémen
congelado. O sémen € depositado nos ovidutos das fémeas, sendo a
localizacédo desse 6rgdo na cloaca muito importante. Para isso utilizam sondas,
podendo ser flexivel ou rigida, com tamanho ideal para a fémea, no final da
sonda acopla-se uma seringa com o sémen. O momento da deposi¢cdo do
sémen ainda ndo esta bem descrito, mas alguns autores utilizaram o periodo
natural da copula do animal (ZACARIOTTI, 2008; ZACARIOTTI, GUIMARAES,
2010).

Mesmo nos estudos que obtiveram éxito na inseminacdo, o niumero de
filhotes foi reduzido quando comparado com a cOpula natural. A reproducéo
desses animais é dificultada principalmente pela falta de literaturas a respeito
da fisiologia dos répteis (ZACARIOTTI, 2008; ZACARIOTTI, GUIMARAES,
2010).
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3. OBJETIVOS GERAL E ESPECIFICOS

3.1 Objetivo geral

Realizar a colheita de sémen em serpentes da espécie Crotalus durissus

terrificus pelo método néo invasivo, descrito por Mengden (1980).

3.2 Objetivos especificos
Avaliar as caracteristicas macroscopicas, como volume, cor e odor, e
microscépicas, como vigor, motilidade espermatica, motilidade progressiva
espermatica, presenca de patologias esperméticas e concentracdo

espermatica, de serpentes da espécie Crotalus durissus terrificus.



38

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Aprovacédo do Comité de Etica de Uso Animal — CEUA

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica de Uso Animal (CEUA) da
Universidade de Marilia — UNIMAR, conforme as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), de
acordo com os preceitos da lei n°® 11794 de 8 de agosto de 2008, do Decreto n°
6.899 de 15 de julho de 2009, através do certificado identificado como CIAEP-
01.0218.2014 e sob o protocolo 24/2022 (Anexo 1).

4.2Animais

Foram selecionadas cinco serpentes machos, da espécie Crotallus
durissus terrificus, nome popular cascavel. Todos os animais sédo pertentecente
a APASS - Associagao Protetora de Animais Silvestres, situado na cidade de
Assis - Séo Paulo.

Para cada animal foi confeccionada uma ficha de avaliacdo geral
contendo a idade do animal, dados sobre a alimentacéo, a estrutura do recinto
e 0 comprimento rostro cloacal e ainda, em outra ficha especifica para cada
animal foi anotado dados referentes ao exame clinico, contendo o
comportamento, o estado nutricional, a ingestdo de agua, a ingestdo de
alimentos, o peso, nivel de hidratacao, aspecto da pele e anexos, dados sobre

a palpacéo, o tbnus muscular, a mic¢ao e defecacgéo.

4.3Colheita de sémen

O sémen foi colhido através da metodologia descrita por Mengden et al.
(1980), na qual foi realizada a massagem digital na regido ventral do terco final
do animal e com o auxilio de uma seringa de 1mL, o sémen foi colhido
diretamente na cloaca, para evitar a contaminacdo do material biolégico com
fezes e urina que podiam estar presentes no local.

Primeiramente, para a colheita o animal foi contido fisicamente em tubo
plastico e posicionados em decubito dorsal. Com isso, iniciaram-se as
massagens ventrais e essas foram realizadas durante 20 minutos, para que o

sémen fosse ejetado, apds isso, 0 mesmo foi colhido com uma seringa de 1
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mL, e entdo colocado em uma lamina de vidro e sobreposto uma laminula, para

a avaliacdo em microscopia Optica com aumento de 40x.

4.4 Avaliacdo seminal

A avaliacdo seminal foi realizada através de espermograma, ou mais
conhecido na &rea de medicina veterinaria como exame androlégico, que
dispbe dos meétodos macroscopico e microscopico de andlise. N&o foi
necessaria a utilizacdo de placa aquecedora na realizacdo desta avaliacdo
seminal, como em outras espécies animais, ja que como conhecido
anteriormente, as serpentes sdo animais ectodérmicos, sendo a temperatura
ideal para elas entre 25 e 27°C.

As amostras seminais foram inicialmente pré-diluidas em meio de cultivo
PBS para sua melhor avaliagdo, ja que o sémen de serpentes € altamente
concentrado. A diluicdo escolhida foi a de 1:500, conforme descrito na literatura
por Zacariotti (2008).

A andlise macroscopica do sémen se fez através do volume, cor e odor
seminal, j& a microscopica, de acordo com a motilidade espermatica, motilidade
progressiva espermatica, vigor, concentracao dos espermatozoides e presenca
de patologias espermaticas.

Assim como nas avaliagdes seminais em outras diversas espécies,
também foi realizada a analise das amostras imediata (realizada logo apés a
colheita) e mediata (ndo realizada ap6s a colheita, mas analisada
posteriormente), assim a analise imediata foi mensurada pelo volume, cor,
odor, motilidade e vigor espermatico, e a analise mediata pela concentracéo e

presenca de patologias espermaticas.



5. RESULTADOS E DISCUSSAO
Os resultados obtidos, mediante a colheita das amostras seminais das

cascaveéis Crotallus durissus terrificus, estao descritas na Tabela 1.
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Tabela 1. Valores obtidos apds realizacdo das avaliagdes seminais de todos os animais,
quanto ao volume, cor e odor de sémen, vigor, concentracdo espermatica, motilidade
espermatica, motilidade espermatica progressiva e presenca de patologias espermaticas.

Animal 1 Animal 2 Animal 3 Animal 4 Animal 5
Volume em uL
(estimado com 10 9 11 10 10
micropipeta)
Branco Branco Branco
Branco . Branco . .
Cor . acinzentado . acinzentado | acinzentado
acinzentado ; acinzentado . .
a leitoso a leitoso a leitoso
Odor “suis “suis “suis “suis “suis
generis” generis” generis” generis” generis”
Vigor
(escalade1ab) 5 4 > > >
Concentragdo em 9 9 9 9 9
espermatozéides/mL 1,4x10 1,5x10 1,3x 10 1,4x 10 1,4x 10
Motilidade em % 70 68 65 68 70
Motilidade
progressiva 3 3 3 3 3
(escaladela4)
Presenca de
patologl_as 1 1 1 1 1
espermaticas
(escalade1la4)

uL: microlitro; mL: mililitro; %: porcentagem

A média dos valores encontrada entre todas as amostras analisadas foi
um volume de 10 uL estimado com micropipeta, coloracdo de branco
acinzentado a leitoso, odor “suis generis”, vigor de 4 a 5, conforme escala de 1
a 5, motilidade espermatica de 68,2%, motilidade progressiva de 3, conforme
escala de 1 a 4, presenca de patologias espermaticas de 1, conforme escala de
1 a 4 e concentragdo espermatica de 1,4 x 10° espermatozoéides/mL.

Os valores encontrados no presente estudo séo similares aos valores
encontrados por Zacariotti (2004) e Almeida & Santos (2014) que descreveram

a meédia das seguintes caracteristicas: volume: 0,5 a 10 uyL (estimado em
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micropipeta); aspecto: aquoso a leitoso; cor: branco acinzentado a leitoso;
odor: “suis generis”; motilidade: 50 a 70% e Vigor: 4 a 5.

Além disso, para a realizacdo do presente estudo, os animais foram
contidos fisicamente através de tubos plasticos, técnica descrita para a
contencdo de serpentes peconhentas, trazendo seguranca para o animal e
manipulador, corroborando com o que ja foi descrito por Grego (2014).

O método de colheita de sémen empregado no estudo em questao foi o
de massagens abdominais ventrais, descrita por Mengden (1980), a técnica foi
escolhida pela seguranca e pouco desconforto que traz ao animal. Além disso,
quando o ejaculado € coletado com o auxilio de uma seringa diminui o risco de
contaminacdo com fezes e urato, como foi descrito por Mengden (1980),
Zacariotti (2004 e 2007) e Silva (2014). Outras técnicas sao descritas em
literatura como a compressao do tergo final do corpo do animal e a utilizac&o
do eletroejaculador, mas com comum contaminagéo da amostra (FITCH, 1960
E QUINN, 1989).

De modo geral as colheitas de sémen para as serpentes peconhentas
sdo realizadas com maior facilidade quando comparada com as serpentes
constritoras, como descrita no estudo de Oliveira (2018). As serpentes
constritoras apresentam diferencas morfologicas, apresentando maior numero
de vértebras, que lhe conferem maior flexibilidade, possuem ainda maior
namero de segmentos de musculos axiais curtos, capazes de produzir maior
forca de contragcao (JAYNE, 1982).
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6. CONCLUSAO

Conclui-se que a colheita de sémen por método nao invasivo, como
proposto por Mengdel (1980), ainda se mostra possivel de ser realizada para
as serpentes da espécie Crotallus durissus terrificus. Além disso, os valores
encontrados nesse estudo quanto ao volume, cor, odor, vigor, motilidade,
motilidade progressiva e concentracdo espermatica sdo semelhantes aos ja
descritos em literatura obtidos por metodologias invasivas, fortalecendo a

eficiéncia da aplicacdo do método néo invasivo de colheita seminal.
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