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RESUMO

A literatura sobre a patologia e condicdo sanitaria de Crotalus durissus é escassa,
principalmente se tratando de animais de vida-livre. Nesse sentido, o objetivo deste
trabalho foi avaliar a condicéo sanitaria das C. durissus de vida-livre no estado de Minas
Gerais, por meio de exames anatomopatoldgico, parasitolégico, toxicoldgico,
hematoldgico e bioquimico. Foram necropsiadas 96 serpentes durante o periodo de
setembro de 2019 a fevereiro de 2020. Dos 96 animais estudados, totalizou-se 54 fémeas
e 42 machos, 89 adultos e 7 filhotes. Quanto a procedéncia desses animais, a mesoregido
Metropolitana de Belo Horizonte foi representada por 56% da amostragem (54/96). Em
um total de 56 animais apresentanto alguma lesdo, 46 tinham gastrite granulomatosa
associada aos ascaridideos gastricos Ophidascaris sp. e Hexametra sp., que
corresponderam a 47,91% da populacdo estudada (46/96). Além disso, foram encontradas
lesbes associadas a protozoarios (Sarcocystes sp., Cryptosporidium sp. e Entamoeba
invadens), fungos (Ophidiomyces ophiodiicola), presenca de hemoparasitos (Hepatozoon
sp. e Trypanossoma sp.), dentre outras lesdes ndo infecciosas. Quanto a avaliacdo
residual dos metais pesados, observous-se que 0s machos apresentaram-se com maiores
concentracfes de alguns elementos, além de diferencas significativas entre regides de
procedéncia. Conclui-se que as serpentes C. durissus, mesmo em seus ambientes naturais,
estdo sujeitos a doencas de etiologias distintas e que esses animais podem servir como

biomarcadores de contaminacdo ambiental para diferentes tipos de metais pesados.

Palavras-chave: Cascavéis; Diagnostico; Salubridade; Bioacumulagao.



ABSTRACT

Scientific information on pathology and sanitary conditions of Crotalus durissus
Is scarce, especially in free-ranging animals. Thus, the goal of this study was to evaluate
health parameters of free-ranging in the state of Minas Gerais, through
anatomopathological, parasitological, toxicological, and hematological examimation. A
total of 96 snakes were euthanized and necropsied from September 2019 to February
2020. There were 54 females and 42 males, 89 adults and 7 young. In relation to the
origin, the metropolitan mesoregion of Belo Horizonte was represented by 56% of the
animals (54/96). Most of the metazoan lesions observed were associated with both gastric
ascaridids Ophidascaris sp. and Hexametra sp. Among the 56 animals with lesions, 46
had granulomatous gastritis corresponding to 47.91% in the studied population (46/96).
In addition, lesions associated with protozoa (Sarcocystis sp., Cryptosporidium sp. and
Entamoeba invadens), fungi (Ophidiomyces ophiodiicola), degenerative or traumatic, as
well as the presence of hemoparasites (Hepatozoon sp. and Trypanossoma sp.) were also
found. Males had higher concentrations of heavy metal residues and some elements were
also statistically meaningful according to the geography. In conclusion, C. durissus even
in their natural environments are subject to pathologies of different etiologies and these

animals may serve as biological markers for different heavy metals.

Keywords: Rattlesnakes; Diagnosis; Salubrity; Bioaccumulation.
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Serpentirhabdias sp. no pulmdo. Os espécimes sdo pequenos, de aproximadamente 7 mm e
pigmentados. Frequentemente encontrados enrolados dentro dos faveolos. (B) Corte histoldgico
dos parasitos dentro de um faveolo. (C) Espécime completamente relaxado e estendido apos
fixacdo por formalina a 4% pré aquecida. (D) Observacao sob microscdpico optico ap6s processo
de clarificacdo. (E) Detalhe do Utero contendo inimeros ovos larvados. (F) Registro da larva em
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Figura 34. Caracteristicas morfologicas do género Kalicephalus. (A) Intestino delgado com
presenca de acilostomideos de 1 a 2 cm, delgados e brancacentos. (B) Vista lateral exibindo
esofago curto e robusto. (C) Capsula bucal em detalne com trés papilas e quatro placas
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Figura 35. Distin¢cdo morfoldgica entre Kalicephalus inermis inermis e Kalicephalus costatus
costatus. A-B) Espécimes de K. inermis inermis. (A) Cauda curta e robusta das fémeas e (B)
ramos terminais do raio dorsal do grupo V dos machos. C-D) Espécimes de K. costatus costatus.
(C) Terminacdo caudal pontiaguda das fémeas e (D) ramos terminais do raio dorsal do grupo Il
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Figura 36. Frequéncia de parasitismo em funcdo da combinacdo dos diferentes grupos de
parasitos identificados em Crotalus durissus de vida livre no estado de Minas Gerais (N=57).
(ACAN = Acanthocephala; ASC = Ascarididae; CAP = Capilariidae; IXO = Ixodidae; KAL =
Kalicephalus; PEN = Pentastomida; RHA = Serpentirhabdias; SPI = Spirometra; NI = N&o
TABNTITICATUO). ...ttt bbbttt et se b r e 66

Figura 37. Frequéncia de parasitismo em funcdo da combinagdo dos diferentes grupos de
parasitos identificados em machos e fémeas de Crotalus durissus de vida livre no

Minas Gerais (N=57). As frequéncias foram comparadas pelo teste Qui-
(010 ) TSSO

Figura 38. Concentracdo de metais pesados em Crotalus durissus de vida livre no estado de
Minas Gerais em fungdo do sexo e peso. (A) Niveis de Cd em fungdo do sexo (p=0,0429). (B)
Niveis de Pb em funcdo do sexo (p=0,0434). (C) Niveis de Cd em funcéo de serpentes acima e
abaixo do peso médio (p=0,0056). (D) Niveis de Pb em funcdo de serpentes acima e abaixo do
peso médio (p=0,0323). Dados analisados pelo teste de Mann-Whitney e as barras dos graficos
gerados pelos valores de mediana e amplitude interquartil. (pg=micrograma, g=grama,
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Figura 39. Concentracdo de metais pesados em Crotalus durissus de vida livre no estado de
Minas Gerais em fungdo da mesoregido. (A) Niveis de Mg em funcdo das mesoregifes (Oeste X
Metropolitana p=0,0071 e Oeste x Demais p=0,0022). (B) Niveis de Zn em funcdo das
mesoregibes (Oeste X Metropolitana p=0,0466 e Oeste x Demais p=0,0279). (C) Niveis de Cd em
funcdo das mesoregides (p=0,0258). (D) Niveis de Pb em funcdo das mesoregibes (p=0,0049).
Dados analisados pelo teste de Kruskal-Wallis seguido por teste post-hoc de comparacdo multipla
de Dunn, com as barras dos graficos gerados pelos valores de mediana e amplitude interquartil.

(ng=micrograma, g=grama, MS=matéria SECA)............ceccerrerrerrereererrerrerieeeesessesseseseseeeeseeseereans 69



Figura 40. Frequéncia de hemoparasitose em Crotalus durissus de vida livre no estado de Minas
Gerais em funcdo do sexo (N=96). As frequéncias foram comparadas pelo teste Exato de Fisher
(P0,05) .ttt R ARt R et Rttt b et e ne e ne s 71

Figura 41. Frequéncia de hemoparasitose em Crotalus durissus de vida livre no estado de Minas
Gerais em funcdo da mesoregido e més (N=96). (A) Quantidade de serpentes hemoparasitadas ou
ndo por mesoregido. (B) Quantidade mensal de sarpentes hemoparasitadas ou ndo. As frequéncias

foram comparadas pelo teste Qui-quadrado (P>0,05).........cccouiirireiniinineeees e 72

Figura 42. Esfregago sanguineo com hemoparasitdas de Crotalus durissus de vida livre no estado
de Minas Gerais. (A) Microorganismos morfolégicamente compativeis com Hepatozoon sp. e
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1. INTRODUCAO

As serpentes pegonhentas do género Crotalus pertencem a familia Viperidae e sdo
encontradas por todo continente americano, em regides de vegetacao aberta e clima seco,
sendo sua principal caracteristica morfologica o guizo na extremidade da cauda (Bastos et
al., 2005). No Brasil, popularmente chamada de “cascavél”, a Crotalus durissus é a Unica
espécie encontrada, sendo identificadas cinco subespécies: C. durissus terrificus, C.
durissus collilineatus, C. durissus cascavella, C. durissus ruruima e C. durissus
marajoensis (Pinho e Pereira, 2001), que estdo distribuidas em uma faixa territorial que
se estende do sul ao nordeste, ndo sendo encontradas em regido de floresta e pantanal, e
raramente, no litoral (Brasil, 2001).

Acredita-se que a C. durissus seja capaz de se adaptar a areas desflorestadas para
formagéo de pastos, aproximando-se cada vez mais ao ambiente urbano (Bastos et al.,
2005; Brasil, 2001). Os acidentes ofidicos sdo de interesse para a satde publica brasileira
(Pinho e Pereira, 2001) e a C. durissus tem demonstrado reponsavel por grande das
ocorréncias. Existe uma vasta literatura sobre acidentes ofidicos crotalicos em regibes
periurbanas e rurais, assim como sobre a patogénese do veneno crotalico nesses
acidentes, tanto no homem como em animais domeésticos (Franco et al., 2001; Bucaretchi
et al., 2002; Bastos et al., 2005; Santos et al., 2019). No entanto, trabalhos ciéntificos
sobre doencas e condi¢do sanitaria de C. durissus sdo escassos, com predominio de
relatos parasitologicos e frequentemente abordando animais em cativeiro (Panizzutti et
al., 2003; Santos et al., 2008; Quirino et al., 2018).

Devido as serpentes serem encontradas em diferentes ambientes, viverem em
contato direto com solo e serem topo de cadeia alimentar, estudos de conservacgdo e
manutengdo do meio ambiente vem sendo realizados utilizando esses animais como
marcadores bioldgicos de contaminacdo ambiental. Por exemplo, Frossard et al. (2017)
utilizou serpentes Boa constrictor e Bothrops jararaca para avaliar a condi¢cdo ambiental
das regides litoranea e serrana no estado do Espirito Santo. Esses autores encontraram
elevados niveis de zinco (Zn) nessas especies e concluiram que esses animais podem ser
importantes indicadores da qualidade do meio ambiente. Estudos semelhantes também
tém sido realizados em outros locais do mundo (Burger et al., 2006; Campbell €
2005; Hopkins et al., 2001; Lemaire et al., 2018).
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Tendo em vista a importancia das serpentes C. durissus para a satde publica, a
escassez de literatura quanto as doencas de animais de vida-livre e 0 uso desses animais
como biomarcadores ambientais, o objetivo deste trabalho foi estudar as condicGes
sanitarias de serpentes C. durissus de vida livre no estado de Minas Gerais, por meio de

exames anatomopatologicos, parasitolégicos, toxicoldgicos e hematoldgicos.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Distribuicéo e taxonomia

As serpentes C. durissus, conhecidadas como cascaveis neotropicais, Sd0
encontradas em grande parte do continente americano, desde 0 México até a Argentina.
No entanto esses animais evitam ocupar areas de florestas tropicais da América Central e
América do Sul. As populacdes dessas serpentes estdo parcialmente separadas pela
floresta amazonica. Segundo pesquisa filogeogréfica de C. durissus, o padrdo genético
encontrado nas diferentes populac¢6es no estudo condiz com a ocupacao gradativa desses
animais da América Central para a América do Sul, seguido de um deslocamento norte no
sentido do Panaméa (Wauster et al., 2005). Assim, as populacdes de cascavéis que habitam
ao norte da regido amazonica deram origem as cascaveis que habitam ao sul da

Amazo0nia.

As cascaveéis encontradas nas Ameéricas Central e do Sul sdo todas pertencentes a
espécie C. durissus (Campbell e Lamar, 1989; Mecchi e Herrera, 2015), diferente de
outras regibes como Estados Unidos e México que possuem mais de uma espécie em seus
territérios (Figura 1). A distincdo das subespécies pode ser discreta e desafiadora com
quaisquer ferramentas utilizadas para esta finalidade. Autores citam métodos
morfolégicos (Peters et al., 1970; Hoser, 2009), genéticos (Echeverrigaray et al., 2001) e
por analise da composicao do veneno (Boldrini-Franca et al., 2010; Santoro et al., 1999).
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C. horridus " C. lepidus C. tzabcan C. viridis

Figura 1. Distribuicdo de algumas espécies de cascavéis no continente americano. Serpentes
Crotalus durissus é Unica espécie de cascavél encontrada na América do Sul. Fonte: Mecchi e
Herrera, 2015.

Em avaliagdo filogenética das espécies neotropicais por meio de identificacdo de
DNA mitocondrial, Wuster et al. (2005) considera as serpentes C. durissus cascavella, C.
durissus collilineatus e C. durissus terrificus como sendo sinbnimos. Quanto a atividade
e composicdo do veneno, as trés subespécies possuem alta similaridade (Boldrini-Franca
et al., 2010; Santoro et al., 1999). Acredita-se ainda que as sutis diferencas morfoldgicas
e bioldgicas sejam decorrentes de sua distribuicdo geografica e habito alimentar, do que a

real diferenca genética entre as trés subespécies (Santoro et al., 1999).

2.2. Anatomia e Fisiologia

As C. durissus sdo serpentes reconhecidas anatomicamente por ter fosseta loreal,
cabeca triangular, pupila eliptica, camuflagem oliva e castanha, com formas geométricas
romboides, e principalmente pela presenca de guizo na extremidade da cauda (Figura 2).
Esses animais sdo pertencentes a familia Viperidae e, portanto, possuem presas frontais

retrateis (Peters et al., 1970; Campbell e Lamar, 1989), denticdo denominada solendglifa.
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Guizo ou

Crotalus

Figura 2. Caracteristicas anatbmicas das cascavéis. (A) Cabeca triangular com pupila eliptica,
narina e fosseta loreal, e (B) presas retrateis. (C) A camuflagem é oliva e castanha com formas
geométricas romboides. (D) Principal particularidade das cascavéis é a presenca do guizo na
extremidade da cauda. Fonte: adaptado de Brasil, 2001.

As serpentes sdo animais com auséncia total dos membros pélvicos e toracicos,
cavidades auditivas e membrana timpanica. Possuem lingua bifurcada que captam
particulas presentes no ar e as direcionam ao 6rgdo vomeronasal, que possui atividade
guimioreceptora. S&o animais bem alongados com centenas de costelas na maioria das
espécies. A pele é recoberta por multiplas fileiras de escamas pequenas dorsalmente e
lateralmente, e escamas maiores e mais largas ventralmente. Em contraste com os demais
répteis, as visceras das serpentes sdo mais alongadas e organizadas de forma linear. Nao
possuem vesicula urinaria, sendo o término do uretér diretamente na cloaca. A urina
retorna da cloaca para o colon, onde ha reabsorcdo de agua e condensagdo semi-solida de

urato, sendo entdo excretada na defecacao (Jacobson, 2007).

2.3. Perfil hematologico e Imunologia

Os eritrdcitos de répteis sdo elipticos e nucleados assim com nas aves, anfibios e
peixes. Apesar da imunidade inata e adaptativa ter sido identificada, muito da informagéo
conhecida é morfologica e descritiva, tendo poucos estudos mecanisticos publicados. O
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conhecimento da resposta inflamatoria dos répteis € precario devido a publicacdes
incompletas ou até mesmo contraditorias. Por exemplo, azurofilos e eosinofilos séo
leucdcitos circulantes cujas funcdes sdo ainda desconhecidas. Os leucocitos dos répteis
incluem heteroéfilos, eosinofilos, basofilos, linfocitos e monadcitos. Importante ressaltar
que entre as espécies hd ampla variedade no tamanho, morfologia e porcentagem das
células (Strik et al, 2007).

Os heterdfilos sdo células grandes, redondas, com 10 a 25 um de diametro e
inimeros granulos intracitoplasmaticos, que por vezes recobrem o ndcleo. Na maioria das
serpentes 0s nucleos dos heterofilos sdo redondos a ovais e discretamente lateralizados.
Em casos de intoxicacédo, essas células podem sofrer alteracGes ainda na medula 0ssea, e
se apresentarem mais basofilicas, vacuolizadas e degranuladas na circulacdo. A presenca
ou auséncia de eosindfilos em serpentes é controversa, havendo autores que citam a
presenca em algumas espécies, outros dizem se tratar de um subtipo de hetero6filos (Strik
et al, 2007). Em cascaveéis (Crotalus sp.) o eosindfilos estdo ausentes (Alleman et al.,
1999; Carvalho et al. 2016; Carvalho et al., 2017). As funcdes dos basofilos, linfdcitos e
mondcitos de répteis sdo morfologicamente e fisiologicamente semelhantes aos dos

mamiferos.

Os basodfilos sdo células pequenas com ndcleo recoberto por granulos
metacromaticos escuros. Quando visivel, seu nucleo apresenta-se redondo e
discretamente lateralizado. Os linfdcitos sdo pequenos, com citoplasma basofilico
escasso, nucleo redondo e centralizado. As células plasmocitarias possuem nucleo
lateralizado com regido perinuclear citoplasmatica palida, referente ao complexo de
Golgi. Os mondcitos sdo células maiores em comparacdo aos demais leucécitos, possuem
nacleo grande, oval ou redondo, de citoplasma amplo, por vezes vacuolizado, semelhante
aos monocitos de mamiferos. Os mondcitos sdo considerados azurofilos reativos. Os
azurdfilos sdo morfolégicamente semelhantes aos mondcitos e possuem mesma origem
monocitoide. S&o diferenciados apenas pela presenca de alguns granulos pequenos e
azuis no citoplasma. Alguns autores os reconhecem como sendo mondcitos azurofilicos
(Strik et al, 2007).

O sistema imunoldgico é composto por 6rgdos, células e fatores que permitem a

defesa do organismo contra patdgenos virais, bacterianos, fungicos, parasitarios e contra
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células neoplésicas. A evolucdo imunoldgica foi precisamente moldada em diferentes
niveis de organizacdo e complexidade, incluindo formas mais rudimentares na maioria
dos organismos multicelulares ivertebrados e respostas mais especializadas e complexas
nos grandes vertebrados. Muito do que se sabe sobre a resposta imunolégica dos répteis
foi fruto de pesquisas principalmente realizadas por volta de 1970 e 1980. Desde entéo,

poucas investigacoes tém sido realizadas (Origgi, 2007).

A resposta imune € um processo mediado pela imunidade inata e adaptativa. A
imunidade inata é composta por barreiras fisicas e quimicas, células de defesa e algumas
proteinas séricas inflamatdrias (Abbas et al., 2015). A pele dos répteis se diferencia dos
demais veterbrados por possuir uma camada externa de queratina bem desenvolvida e
resistente. O processo de ecdise, troca da camada superficial que ocorre e contribui com o
crescimento, também é uma estratégia de defesa contra microorganismos que infectam a
pele ou que a utiliza como porta de entrada. Nas serpentes, a velha camada epitelial é
eliminada completamente em um Unico segmento e de forma rapida, no processo
denominado ecdise. O prolongamento no intervalo entre as trocas pode ocorrer devido a

algumas doengas (Origgi, 2007).

A imunidade adaptativa é adquirida e especifica, mediada por linfocitos B e T,
resultando em resposta humoral ou celular, respectivamente (Abbas et al., 2015). Nos
répteis ha poucos estudos sobre 0 mecanismo adaptativo e grande parte das informaces é
extrapolada de pesquisas em outras espécies. Contudo, sabe-se que existem IgM e IgY,
que correspondem respectivamente ao isotipos IgM e 1gG dos mamiferos (Origgi, 2007).
Em serpentes, por meio de estudo transcriptdmico e sequenciamento genémico, foram
descritas: 1gM, IgD e trés classes de imunoglobulina Y - IgYa, IgYb e IgYc (Gambon-
Dezaet al., 2012).

2.4. Patologia das doencas infecciosas ndo-metazodrias das serpentes

2.4.1. Protozoarios

Infecgbes por Cryptosporidium spp. sdo importantes causas de gastrites em
serpentes. Espessamento da parede gastrica pode ser observado nos casos de infecgcdo por
Cryptosporidium serpentis. Macroscopicamente, a mucosa apresenta-se proeminente e

acimulo de muco. Em cortes histolégicos ha hiperplasia glandular da mucosa com
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aumento do tecido conjuntivo da lamina prépria. Quantidade variada de oocistos pode
estar aderidos a superficie luminal, nas microvilosidades. Enterites por esses
protozoarios, embora mais comum em lagartos, também podem ocorrer nas serpentes
(Ossiboff, 2018).

Entamoeba invadens é um causador comum de hepatite e enterocolite necrédtica
em serpentes. Infeccbes em serpentes de cativeiro frequentemente estdo associadas ao
abrigo misto de répteis que séo reservatdrios, como lagartos e quel6nios. A ingestdo dos
cistos resulta na invasdo dos trofozoitos primariamente no intestino grosso, causando
necrose segmentar da mucosa. Intestino delgado e estdbmago também podem ser afetados.
Apdbs necrose da mucosa, 0s microorganimos acessam a circulacdo portal e chegam ao
figado. Hepatite necrética pode ocorre tanto pela presenca dos trofozoitos quanto por

infeccdo bacteriana secundaria ascendente (Ossiboff, 2018).

Grande quantidade de casos de infeccdo por Eimeria e Isospora também tem sido
relatada em serpentes. No entanto, a presenca desses microorganismos €, na maioria das

vezes, assintomética (Ossiboff, 2018).

2.4.2. Patdgenos micdticos

Os estudos de micologia em serpentes implicam diretamente na conservagédo das
espécies tanto em vida-livre quanto em cativeiro. No geral, dermatomicoses sdao comuns e
frequentemente causadas por agentes oportunistas como Paecilomyces, Fusarium,
Aspergillus e Penicillium. Considetando que todos esses organismos tém morfologia de
hifa, a descricdo morfoldgica precisa e técnicas auxiliares adicionais sdo fundamentais
para estabelecer o diagndstico (Ossiboff, 2018). Uma das principais dermatites fingicas
relatadas em serpentes é causada pelo ascomiceto Ophidiomyces ophidiicola, responsavel
por causar uma doenca conhecida como doenca flngica das serpentes (SFD), do inglés

“snake fungal disease”.

A doenca fungica das serpentes € uma doenga emergente em animais de vida-livre
e cativeiro. Foi primeiramente relatada em 2008, em serpentes de vida-livre na América
do Norte. Desde entdo, tem sido relatada muldialmente em diversas espécies, incluindo
animais de cativeiro. A principal e mais grave caracteristica da doenca € 0 processo

necrético cutaneo que cursa com perda de escamas, e em casos Mmais cronicos,
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principalmente em crotalineos, pode ocorrer desfiguracdo da face. Microscopicamente, se
observa lesdes necroulcerativas com inflamacédo heterofilica e granulomatosa, associado a
miriade de hifas intralesionais. As hifas tém até 5 um de diametro, com paredes paralelas,

sendo septadas e ramificadas (Ossiboff, 2018).

Casos mais discretos de SFD podem ser naturalmente curados por mdultiplas
ecdises bem sucedidas. Por outro lado, casos mais graves com envolvimento da face,
podem progredir para osteomielite e osteolise. Também pode ocorrer disseminacéo

visceral com lesdes granulomatosas contendo hifas intralesionais (Ossiboff, 2018).

Coloracgbes histoquimicas como metenamina de prata de Grocott-Gomori (GMS) e &cido
periddico de Schiff (PAS) podem auxiliar no diagnostico e diferenciagdo morfoldgica dos
fungos. Aléem dos fungos citados anteriormente, leveduras e fungos dimdrficos também
sdo relatados, embora sejam raros. Casos de pneumonia granulomatosa e
meningoencefalite por Cryptococcus sp. foram previamente relatados, e Coccidioides

immitis também ja foi associado a pneumonia (Ossiboff, 2018).

2.4.3. Patdgenos bacterianos

Embora bactérias Gram-positivas possam infectar os répteis, as infec¢bes
causadas por bactérias Gram-negativas sdao mais frequentes (Jacobson, 2007). Dentre as
bacterias consideradas oportunistas destacam-se Pseudomonas spp. € Aeromonas spp.

A maioria dos relatos de Pseudomonas refere-se a serpentes e lagartos.
Geralmente estdo associadas a lesdes tegumentares focais ou difusas, lesdes orais e
linguais, pneumonias e septicemias. Essas bactérias colonizam feridas de pele causadas
por queimaduras. Tanto as lesGes cutaneas quanto as orais, podem, em casos Cronicos,
progredir para pneumonia (Jacobson, 2007). Em um zooldgico, as duas causas mais
frequentes de morte de serpentes e lagartos foram lesdes orais e enterites necrotizantes

associadas a Pseudomonas aeruginosa (Gray et al., 1966).

Estomatites ulcerativas ou hemorragia difusa da mucosa oral em serpentes, sao
comumente associadas a infeccdo por Aeromonas com processos de vasculites. Nesses

casos, a aspiracdo de exsudato e restos celulares, também pode causar pneumonia. Casos
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de sepse também podem ocorrer, geralmente acompanhadas de equimoses e Ulceras

cuténeas (Jacobson, 2007).

Embora Salmonella spp. seja parte da microbiota gastrointestinal normal dos
répteis, € também considerada um patdgeno comum nas serpentes (Ossiboff, 2018). As
lesbes gastrointestinais podem aparecer como placas ou membranas fibrino-necroticas na
mucosa. Granulomas na serosa de diferentes 6rgdos e osteomielites também séo

manifestacdes descritas em casos de infeccdo por Salmonella spp. (Jacobson, 2007).

Micobacterioses tém sido diagnosticadas em serpentes de cativeiro, embora ndo
sejam tdo comuns quanto em outros répteis e anfibios. As lesGes podem ser localizadas
ou disseminadas. A manifestacdo pulmonar é a mais frequente, com a maioria dos casos
afetando jiboias (Ossiboff, 2018). Casos naturais de micobacterioses em répteis
geralmente sdo cronicos, mas casos agudos também ja foram relatados. Envolvimento
tegumentar usualmente se apresenta como nodulos subcutaneos ou lesdes ulcerativas na
pele. Animais com infeccGes generalizadas apresentam-se com sinais inespecificos,

representados por anorexia, apatia e perda de peso (Jacobson, 2007).

Embora haja poucos relatos de infeccdo por Chlamydophila pneumonia em
serpentes, essa bactéria intracelular obrigatoria deve ser considerada como diferencial
para infeccdes pulmonares granulomatosas (Ossiboff, 2018). As clamidioses em
serpentes podem aparecer como infeccbes granulomatosas com microorganismos
intralesionais nas diferentes camadas do coracdo, no figado, pulméo, baco e intestinos
(Jacobson, 2007).

2.4.4. Patdgenos virais

A maioria dos virus identificados em répteis tem sido considerada como
causadora de doenca, no entanto poucos estudos atendem aos postulados de Koch.
Antigamente os relatos eram baseados em microscopia eletrénica e isolamento por
cultivo celular. Em seguida foi adotada a técnica de imuno-histoquimica para
identificacdo dos antigenos virais, e mais recentemente, foram adotadas técnicas
moleculares como a reacdo da cadeia de polimerase (PCR) e a hibridiza¢do in situ
(Jacobson, 2007).
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Dentre as infeccOes causadas por virus DNA destacam-se a herpesvirose,
iridovirose e adenovirose, ja as ocasionadas por virus RNA, incluem a arenavirose,

nidovirose, paramixovirose e reovirose.

Casos de herpesvirus em serpentes sdo incomuns, mas quando presentes podem
causar doencas gastrointestinais, e inclusbes virais podem ser obsrevadas em células do

figado, pancreas, rim e adrenal (Ossiboff, 2018).

A iridovirose eritrocitica € uma doenga observada em diversas espécies das ordens
dos escamados e queldnios. Historicamente, na auséncia de confirmagéo ultraestrutural,
muitas inclusbes em eritrocitos de serpentes foram atribuidas como sendo organismos
protozoais. Nesse sentido, acredita-se que a prevaléncia da iridovirose eritrocitica das
serpentes seja elevada, devido aos possiveis casos de erro de diagnéstico (Ossiboff,
2018). Inclusdes iridovirais intraeritrociticas podem ser encontradas em serpentes

saudaveis ou anémicas (Jacobson, 2007).

As adenoviroses sdo pouco frequentes na literatura, e geralmente estéo associadas
a doenca gastrointestinal esporadica (Ossiboff, 2018). Em jiboias, adenoviroses podem
causar necrose hepatocelular com inclusdo viral intranuclear basofilica nos hepatocitos.
Inclusbes virais semelhantes as de adenovirus também podem ser observadas em

eritrocitos de colubrideos com enterite (Jacobson, 2007).

Inicialmente acreditava-se que a doenca da inclusdo viral das jiboias e pitons,
“inclusion body disease” (IBD), fosse causada por um retrovirus, no entanto hoje se
atribui a infecgdo a um arenavirus da familia Arenaviridae, de ordem Reptarenavirus. Os
sinais clinicos da doenca incluem neuropatias, regurgitacdo crénica e perda de peso.
Algumas serpentes podem adoecer de forma grave em semanas e outras sobreviverem por
meses. H& ainda divergéncia na literatura, pois as inclus@es virais também sdo observadas
em animais saudaveis. Estudos ainda sdo necessarios para determinar quais cepas ou
espécies estdo associadas a determinado tropismo tecidual e desenvolvimento dos sinais
clinicos (Ossiboff, 2018).

Em pitons, geralmente a doenca da incluséo viral possui progressao mais rapida e
as inclusdes estdo limitadas ao sistema nervoso central. J& em jiboias, a doenca

geralmente é mais branda e inclus6es podem ser vistas em diversas células, como as do
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epitélio intestinal, respiratorio e renal, hepatocitos, células acinares pancreéticas e células
linfoides (Jacobson, 2007; Turchetti et al., 2013). A mortalidade decorrente de infecgdes
secundarias por bactérias, fungos e protozoarios, é frequente. A ocorréncia de neoplasias

linfoides também tem sido associadas a esta doenca (Jacobson, 2007).

O nidovirus, pertecente a familia Coronaviridae, faz parte de um grupo importante
e emergente nos répteis, principalmente nas jiboias. As nidoviroses cursam com uma
doenca respiratoria fatal. No entanto, essa doenca nas demais espécies ainda ndo é bem
caracterizada. Macroscopicamente, observam-se estomatite, traqueite e pneumonia
catarral, necrética e exudativa, frequentemente com secrecbes presentes no limen
bronquial e grastrointestinal. Em cortes histoldgicos, ha infiltrado plasmocitario,
linfocitico e heterofilico, associado a necrose e hiperplasia acentuada de pneumdcitos.
Esofagite segmentar também pode ocorrer, e quando presente, favorece o diagndstico de
infeccdo por nidovirus (Ossiboff, 2018).

Os paramixovirus sao responsaveis por doencas respiratorias em serpentes de
cativeiro. Todos os paramixovirus ofidicos identificados atualmente, “ophidian
paramyxoviruses” (OPMVs), pertecem ao género Ferlavirus. Os OPMVs foram
primeiramente relatados em viperideos e crotalineos de cativeiro e, posteriormente, nas
demais serpentes. Assim como nas nidoviroses, as alteracbes macro e microscopicas
observadas sdo necréticas e exudativas, no entanto tendem a ser hemorrégicas.
Histologicamente, h& formacdo de células sinciciais e inclusdo intracitoplasmatica
eosinofilica (Ossiboff, 2018), com hiperplasia do epitélio respiratério (Kolesnikovas et
al., 2006). InfeccBes associadas com pancreatites também acontecem e, geralmente, sdo
fatais, além da ocorréncia de meningoencefalites com manguitos perivasculares
linfocitarios, desmielinizacdo e degeneracdo neuronal associada a presenca de inclusdo
viral (Hyndman et al., 2013).

Relatos de reoviroses em serpentes sdo caracterizados por pneumonia e traquite
proliferativa moderada. Quando ocorre apenas a manifestacdo respiratoria ou
acompanhada de alteragcBes neurologicas e respiratorias, é necessario realizar o
diagnostico diferencial com nidovirose e paramixovirose, respectivamente (Jacobson,
2007).
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2.5. Metazoarios e doencas infecciosas metazoarias das serpentes

Parasitismo por metazodarios nas serpentes é principalmente observado em animais
de vida-livre ou de cativeiro quando recentemente capturados do habitat natural
(Ossiboff, 2018). Poucos trabalhos de répteis associam a carga parasitaria com morbidade
e mortalidade (Jacobson, 2007). Nesse sentido, pouco se sabe das consequéncias clinicas
causadas pelos parasitos em serpentes.

Os nematodos rabditoides s@o clinicamente relevantes nas serpentes. Infeccdes ou
migracdo intensa de parasitos podem causar pneumonia proliferativa ou infecgdes
bacterianas secundarias. Parasitismo por Serpentirhabdias dubielzigi pode apresentar-se

com opacidade de cornea e edema dos tecidos periocular, facial e oral (Ossiboff, 2018).

Ascarideos também sdo frequentes em serpentes de vida-livre e geralmente estdo
associados com lesfes gastricas. Parasitos adultos do género Ophidascaris podem ser
encontrados fixados a mucosa e a parede da regido caudal do esdfago e no estbmago,
provocando inflamacdo, ulceracdo e fibrose. Migracdo larvaria visceral também pode

ocasionar inflamacéo granulomatosa multifocal em varios 6rgéos (Ossiboff, 2018).

A maioria das infec¢des por cestodas em serpentes sdo subclinicas. Tetrahydria,
larva de cestoda do género Mesocestoides, € comumente encontrada em serpentes. As
larvas podem estar em meio a lesdes nodulares no intestino, figado e superficie serosa das
visceras (Ossiboff, 2018).

Pentastomideos sdo parasitos superficialmente segmentados comumente
encontrado em répteis. Em serpentes foram relatados os géneros Armillifer, Kiricephalus,
Porocephalus e Raillietiella (Jacobson, 2007). Apesar dos adultos viverem dentro do
pulmdo, obstrucdo ou inflamacdo significante geralmente ndo ocorre. Inflamagdo mais

intensa pode ser observada durante migracao das larvas (Ossiboff, 2018).

O género Amblyomma representa a maioria dos ixodideos encontrados no Brasil
(Aragdo, 1936), e os principais carrapatos encontrados em cascavéis brasileiras
pertencem a espécie Amblyomma rotundatum (Onofrio, 2007; Dantas-Torres et al.,
2005). Infestacdo por carrapatos € comum em répteis e raramente desencadeiam
problemas de satde, mas podem causar lesdes focais nos sitios de fixacdo (Jacobson,
2007).
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2.6. Biomarcadores Toxicos

A utilizagdo de animais como biomarcadores tem sido utilizado ao redor do
mundo, principalmente peixes e anfibios, e mais recentemente os répteis (Van der Oost et
al., 2013). Nos Estados Unidos, por exemplo, serpentes aquaticas (Nerodia fasciata)
foram estudadas quanto a capacidade de bioacumulagdo. Os animais foram alimentados
com peixes que receberam ou ndo alimentagdo contaminada. Esses predadores foram
capazes de acumular arsénio (As), cadmio (Cd), selénio (Se), estroncio (Sr) e vanadio (V)
em diversos tecidos. Os pesquisadores ainda sugerem que sangue e biopsias de cauda
podem ser facilmente utilizadas para a avaliacdo de exposi¢do aos contaminantes e
causam lesGes menos invasivas aos répteis para amostragem (Hopkins et al., 2001).

Um estudo realizado na Europa demonstrou que serpentes aquaticas (Natrix
maura) que se alimentam de peixes tiveram altos niveis de mercdrio (Hg) nas escamas
quando comparados com os que se alimentaram de anfibios. Além disso, os animais que
se alimentam de anfibios apresentaram menores declives no tamanho médio do corpo. Os
resultados sugerem que a diferenca significante observada na taxa de acumulagdo esta
associada ao habito alimentar e que peixes podem contribuir para a contaminagdo de
mercurio (Lemaire et al., 2018).

No Brasil, serpentes de vida livre Boa constrictor (n = 18) e Bothrops jararaca
(n = 18) foram avaliadas quanto ao nivel de cadmio (Cd), cobalto (Co), cromo (Cr), cobre
(Cu), ferro (Fe), manganes (Mn), niquel (Ni), chumbo (Pb) e zinco (Zn). Foram
encontrados niveis toxicos de Zn nas duas espécies estudadas e os autores afirmam que
esses animais podem ser usados como marcadores de qualidade do meio ambiente
(Frossard et al., 2017).

Os biomarcadores podem ser classificados como sendo de exposicdo ou de efeito.
Os biomarcadores de exposicdo sdo obtidos pela mensuragdo dos niveis dos elementos
ex0genos absorvidos em um organismo. Ja os biomarcadores de efeito estdo relacionados
a capacidade dos contaminantes de causar alteracdes e doenca nos organismos (Van der
Oost et al., 2013).
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2.7. Importéancia do diagnostico anatomopatoldgico das doencgas

O diagnostico é importante na prevencdo de doencas contagiosas e no
reconhecimento de doencas novas ou emergentes. Nesse sentido, a investigacdo anatomo-
patoldgica é fundamental para o melhoramento do servigo de vigilancia (Maxie e Miller,
2016).

Os exames macro e microscopicos de espécimes obtidos ante mortem ou post
mortem agrupam evidéncias objetivas sobre a patogénese e o resultado da doenca,
melhorando o controle de qualidade da pratica médica. Além disso, a necropsia pode ser
0 Unico e melhor método para confirmar o diagndstico clinico, determinar a causa da
morte e avaliar as respostas da terapia. Em casos de morte inesperada, a necropsia € o
primeiro passo para estabelecer um diagndstico diferencial e o caminho para determinar o

diagndstico morfologico e etioldgico definitivo (Maxie e Miller, 2016).

Estudar as caracteristicas macro e microscépicas das serpentes sdo fundamentais
para diferenciar a variacdo entre as espéecies e das alteracbes comuns associadas as
doengas (Ossiboff, 2018). Embora as alteracdes possam ser categorizadas conforme
etiologia por meio de cortes histoldgicos, seja corados por eosina e hematoxilina ou por
coloracdo especial, alguns casos exigem exames adicionais para diagndstico (Jacobson,
2007). Apesar das ferramentas moleculares terem revolucionado o método diagnostico, a
triagem morfolégica € indispensavel para conhecer a interacdo do patdgeno no
hospedeiro.

3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Estudar a condicéo sanitaria e presenca de metais pesados de serpentes da espécie

Crotalus durissus de vida livre no estado de Minas Gerais.
3.2 Objetivos especificos

- Descrever os achados anatomo-patoldgicos por meio de avaliagdo macro e
microscopica;

- Identificar e classificar os parasitos;
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- Avaliar a presenca de metais pesados;
- Realizar a avaliacdo hematolodgica e bioquimica.

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Procedéncia, Registro e Eutanasia dos animais

Foram estudadas serpentes da espécie Crotalus durissus capturadas pelos 6rgaos
responsaveis de diferentes municipios do estado de Minas Gerais e encaminhadas a
Fundacao Ezequiel Dias (FUNED). Os animais utilizados no estudo foram os que nédo
foram inseridos ao serpentério da instituicdo. O procedimento de eutanasia foi realizado
sob responsabilidade da propria FUNED, que estdo de acordo com as normativas do
Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e aprovado pelo
Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA-FUNED) sob niimero de protocolo 14/2019.
Como farmaco utilizou-se tiopental na dose de 100mg/kg, via intracelomética. O projeto
de pesquisa também foi aprovado pelo Sistema de Autorizacdo e Informacdo em
Biodiversidade (SISBIO) sob nimero 70233-1.

Os procedimentos de registro e identificacdo, medida, pesagem e colheita de
sangue foram realizados na FUNED. A identificac&o foi realizada utilizando as iniciais da
espécie seguida do nimero sequéncial de eutanasia (ex. cd 001). O peso registrado em
gramas (g) e tamanho em centimetros (cm), utilizando-se comprimento rostro-cloacal,
cabeca e cauda. A colheita de sangue foi realizada utilizando agulha 25 x 7 acoplada a
seringa de 3 mL com acesso pela veia coccigea ventral (Figura 3B). Em seguida as
carcacas foram transportadas para a Escola de Veterinaria da UFMG para necropsia e
coleta de amostras. Foram submetidos a eutanasia e necropsiados 101 serpentes durante o
periodo de setembro de 2019 a fevereiro de 2020. Dos 101 animais, cinco foram
excluidos do estudo por terem recebido medicacao e sido alimentadas em cativeiro.
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Figura 3. Etapas realizadas na FUNED. (A) Pesagem realizada em balanca mecénica e (B)
colheita de sangue com acesso pela veia coccigea ventral.

4.2. Exame anatomopatologico

Todos os animais foram necropsiados e fragmentos de pele, muasculo esquelético,
figado, rim, pulmdo, espleno-pancreas, coracdo, estbmago, intestino delgado, intestino
grosso, orgdos reprodutores (ovario e testiculo) e sistema nervoso central foram colhidos
e fixados em formalina tamponada a 4%. Adicionalmente foram colhidos outros 6rgaos
ou tecidos nos quais foram observadas alteracbes macroscéopicas. Ap6s 24 horas de
fixacdo os fragmentos passaram por processamento histoldgico de rotina, foram
embebidos em parafina e posteriormente cortados com 3 a 4 um de espessura em
micrétomo histoldgico e corados, inicialmente com hematoxilina e eosina, para avaliacao
por microscopia Optica. Em alguns casos, foram realizadas técnicas histoquimicas
complementares para auxilio no diagnostico, que incluiram coloragdes de Gram
histoldgico, Ziehl Neelsen, metenamina de prata de Grocott, Tricomico de Gomori e
Acido Periodico de Schiff (PAS). Para cada lesdo examinada foram realizados

diagndstico morfoldgico e ou diagnostico etioldgico.

Para apresentacdo dos resultados, os achados macroscopicos foram inicialmente
agrupados em lesdes infecciosas associadas a parasitos metazoarios (LIAM), lesGes
infecciosas ndo associadas a metazoarios (LINM) e lesdes ndo infecciosas (LNI). Apos
avaliacdo microscopica e conclusao diagnostica, as lesbes foram subdivididas conforme
natureza etioldgica especifica. As alteracdes classificadas como LIAM foram todas

associadas a endoparasitos, incluindo ascaridideos, acantocéfalos e pentastomideos,
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pertencentes respectivamente a familia Ascarididae (Nematoda), ao filo Acanthocephala
e a subclasse Pentastomida. Apenas os ascaridideos foram reclassificados conforme o
género. As alteracbes do grupo LINM foram classificadas por lesdes protozoais, fungicas
e de etiologia indefinida. Os achados pertencentes ao grupo LNI foram subdivididos em

lesOes ndo traumaticas e traumaticas.

4.3. Avaliacao parasitologica

Os animais foram avaliados quanto a presenca de ecto e endoparasitos. Os
ectoparasitos foram coletados em etanol 70% e os tecidos contendo endoparasitos foram
colocados em placa de Petri lavados com NaCl 0,65%. Os espécimes foram analisados no
Laboratorio de Parasitologia do ICB-UFMG. Os helmintos encontrados foram
individualizados, lavados com a mesma solucdo para remocao de debris, fixados em
formol aquecido a 4%, e posteriormente estocados em etanol 70% para analises
morfologicas. A identificacdo inicial dos nematoides foi feita baseada nas chaves
taxonémicas de Anderson (2000) e Gibbons (2010), seguida da identificacdo especifica
de cada grupo encontrado. Para os estudos em microscopia Optica, os espécimes do filo
Nematoda foram clarificados em glicerina e montados entre lamina e laminula no mesmo
meio. As micrografias foram obtidas através do software LAS EZ no microscépio éptico
LEICA DM500. Nos casos em que os parasitos foram observados posteriormente em
cortes histoldgicos corados por HE, realizou-se a identificacdo morfoldgica com base nas

descrigOes de Gardiner e Poynton (1999).

4.4. Exame toxicoldgico

Para analise toxicoldgica foram utilizados tecidos hepatico, renal e adiposo,
congelados e armazenados a -20°C. A preparacdo das amostras foram realizadas no
Laboratorio de Toxicologia da EV-UFMG e a avaliagdo dos microelementos no
Departamento de Biologia Geral da Universidade Federal de Vigosa (UFV). A extracdo
foi realizada pelo método QuUEChERS (Anastassiades et al., 2003). Aproximadamente 20
gramas de tecido (pool) foram utilizados para avaliagdo de metais pesados. Os metais
pesados avaliados foram magnésio (Mg), zinco (Zn), cobre (Cu), cadmio (Cd), cromo
(Cr) e chumbo (Pb).
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Apos extragdo, as amostras foram lavadas com agua deionizada e depois secas até
se obter a matéria seca bruta. Cerca de 100 mg da massa seca foram mineralizados em 1,5
mL da mistura de acido nitrico-perclérico (2:1). A determinacdo da concentracdo dos
analitos foi realizada por espectrofotometria de absorcao atdmica (Marin et al. 1993). Os
limites de deteccdo (mg/L) séo: 0,1 (Pb), 0,02 (Cd), 0,03 (Cu), 0,06 (Cr), 0,003 (Mg) e
0,01 (Zn).

Para os resultados descritivos de cada elemento foram colocados em tabela a
média, mediana, valor minimo e valor maximo. Foi avaliado os valores de cada elemento
em funcdo do sexo, peso e mesoregido de procedéncia. Para 0 peso, as serpentes foram
separadas em dois grupos utilizando a média de pesos como ponto de corte (animais
acima e abaixo da média de peso). As mesoregibes foram separadas em 3 grupos:
Metropolitana, Oeste de Minas e Demais Regifes (que agrupou as regides Sul de Minas,
Zona da Mata e Vale do Mucuri).

4.5. Avaliacao hematoldgica e bioquimica

Amostras de sangue foram coletadas para avaliacdo hematoldgica e bioquimica.
Para 0 exame hematoldgico foram utilizados tubos de coleta de sangue a vacuo contendo
heparina sddica e para analise bioquimica foram utilizados microtubos de 2 mL estéreis.
O material obtido foi transportado sob refrigeracdo em caixas térmicas ao Laboratério de
Patologia Clinica Veterinaria, EV-UFMG, para o0 processamento da avaliacdo
bioquimica, contagem das hemaécias e leucécitos totais em hemocitbmetro, exame
diferencial dos leucdcitos e estimativa de trombdcitos, determinacdo do volume globular

(VG) e das concentracbes de proteinas por refratometria.

Os capilares, apos centrifugacdo, foram utilizados para determinacdo do VG pela
técnica de microhematocrito e determinacdo da proteina plasmatica, através da técnica de
refratometria (Jain, 1986). Além disso, 10ul de sangue foram aliquotados em 1 mL de
solucéo de diluicdo Dacie para contagem dos eritrocitos e leucocitos totais (Jain, 1986).
Os esfregacos foram corados por método de panotico rapido e a observagédo da presenca
de hemoparasitos foi realizada por microscopia em aumento de 400x. J& a contagem
diferencial de leucdcitos foi realizada sob 6leo de imersdo (1000x), totalizando 100

células. Para determinagdo da concentracdo de hemoglobina foi utilizada a técnica da
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cianometahemoglobina, apds a centrifugacdo da amostra para sedimentacdo dos nucleos

extrusos.

Apols realizacdo do hemograma, todas as amostras foram centrifugadas e
separadas para obtengédo de plasma ou soro. A centrifugacéo foi realizada inicialmente a
cerca de 100 RCF (Relative Centrifugal Force) durante 1 minuto e a 1800 RCF durante 4
minutos. Este protocolo de centrifugacdo foi adotado a fim de minimizar a ocorréncia de
hemolise. O plasma e o soro foram refrigerados a 4°C para posterior processamento do
perfil bioquimico. Todas as andlises foram realizadas no aparelho de bioquimica
automético Cobas Mira Plus utilizando-se Kkits comerciais Biotecnica, ja validados pelo
laboratério de patologia clinica da EV-UFMG. Os analitos avaliados foram: uréia,
creatinina, alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), fosfatase
alcalina (FA), gamaglutamiltransferase (GGT), glicose, amilase, proteina, albumina,
globulina, &cido urico, colesterol, calcio e triglicerideos.

Os valores de referéncia utilizados para andlise dos resultados foram segundo
Grego et al (2014). Para a descricdo dos resultados hematolédgicos e bioquimicos foram

calculadas a média, mediana, valor minimo, valor méaximo e desvio padrao.

4.6. Tratamento Estatistico

Foi utilizado teste de Qui-quadrado ou Exato de Fisher para caracterizagdo
amostral e para andlises de frequéncia dos achados anatomo-patolgicos e

parasitologicos.

Para analise dos resultados toxicoldgicos, ndo foi considerada a diferenga entre a
média ou a mediana entre os diferentes grupos e sim a média dos ranks elaborada pela
aplicacdo dos testes de Mann-Whitney e de Kruskal-Wallis. Ambos os testes consistem
em pontuar os valores da populacéo estudada, dando ao menor valor o rank 1, e ao maior
valor o rank 100. Em seguida sdo obtidas as médias dos ranks dos grupos e avaliada a
diferenga entre elas. Os graficos foram gerados utilizando os valores de mediana e de
amplitude interquartil. Os testes estatisticos aplicados e representacdo gréfica foi

realizada conforme Knafo et al (2016).
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A distribuicdo continua dos dados foi avaliada utilizando teste de Anderson-
Darling. Para parametros de distribuicdo normal, foi realizado o “t” teste ndo pareado
com correcdo de Welch. Para os dados que ndo aprasentaram distribuicdo normal foram
utilizados os testes Mann-Whitney (grupos de sexo e peso) e de Kruskal-Wallis seguido

por teste post-hoc de comparagdo multipla de Dunn (grupos de mesoregiGes).

Os valores foram considerados significativos quando o valor-p foi menor que 5%
(p<0,05). As analises e graficos foram auxiliados pelo programa GraphPad Prism verséo

8.4.1 para o Windows 10, desenvolvido por GraphPad Software (Califérnia, EUA).

5. RESULTADOS

5.1. Caracterizacdo das amostras

Dos 96 animais de vida livre em estudo, totalizou-se 54 (56%) fémeas e 42 (44%)
machos, 89 (93%) adultos e 7 (7%) filhotes. Quanto a procedéncia, 56% das serpentes
(54/96) foram da mesoregido Metropolitana de Belo Horizonte. A distribuicdo das
serpentes em estudo estd apresentada na Figura 4. Dois animais ndo tiveram o municipio
identificado na lista de municipios e regides do Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE) nem pelo site do Governo do Estado de Minas Gerais. Nesse caso a
mesoregido foi classificada como nao identificada (NI). A frequéncia de machos e fémeas

procedentes de cada mesoregido esta apresentada na Figura 5.
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Figura 4. Distribuigdo de Crotalus durissus de vida livre no estado de Minas Gerais utilizadas no
estudo (N=94). As frequéncias foram comparadas pelo teste Qui-quadrado (P>0,05).
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Figura 5. Frequéncia de recebimento de Crotalus durissus de vida livre no estado de Minas
Gerais em fungdo da mesoregido de procedéncia e sexo (N=96). As frequéncias foram
comparadas pelo teste Qui-quadrado (P>0,05).



40

O més de dezembro teve o maior numero de recebimento de animais, e
consequentemente de necropsias, representado por 29% das amostras (28/96). Todos 0s
meses tiveram mais fémeas do que machos necropsiados exceto 0 més de janeiro, quando
0 numero de machos foi superior ao de fémeas. A diferenca entre machos e fémeas nao
foi estatisticamente significativa (p>0,05). A mesoregido Metropolitana, procedéncia com
maior nimero de serpentes, foi a Unica que teve animais necropsiados todos 0s meses. A

quantidade mensal de serpentes agrupadas por mesoregiao esta apresentada na Figura 6.
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Figura 6. Frequéncia mensal de Crotalus durissus de vida livre no estado de Minas Gerais em
funcdo da mesoregido de procedéncia (N=96). As frequéncias foram comparadas pelo teste Qui-
guadrado (P>0,05).

5.2. Avaliacdo anatomo-patoldgica

5.2.1. Considerages gerais dos achados anatomo-patol6gicos

Dos animais necropsiados, 58% tiveram alguma alteracdo morfologica macro ou
microscopica (56/96) e 42% apresentaram-se sem alteracdes (40/96). As lesbes foram
encontradas em 64,3% dos machos (27/42) e em 53,7% das fémeas (29/25).
Considerando somente animais adultos, esse valor sobe para 67% para machos (27/40) e
59% para as fémeas (29/20). A quantidade de animais com e sem lesdo em fungdo da
mesoregido esta representada na Figura 7. A quantidade de machos e fémeas com ou sem

lesGes por mesoregido de procedéncia esta representada na Figura 8.



41

B COM LESAO
= SEM LESAO

O S > N\
<& & 5 & <
@ @ @\) >
P i © "
& 4?}@ ,\/o°

Figura 7. Frequéncia total de Crotalus durissus de vida livre no estado de Minas Gerais com ou
sem lesdo em fungdo da mesoregido de procedéncia (n=96). As frequéncias foram comparadas
pelo teste Qui-quadrado (P>0,05).
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Figura 8. Frequéncia de machos e fémeas de Crotalus durissus de vida livre no estado de Minas
Gerais com ou sem lesdo em fungdo da mesoregido de procedéncia. (A) Frequéncia de machos
com ou sem lesdo por mesoregido (N=42). (B) Frequéncia de fémeas com ou sem lesdo por
mesoregido (N=54). As frequéncias foram comparadas pelo teste Qui-quadrado (P>0,05).
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O més de setembro teve a mesma quantidade de animais com ou sem leséo, todos
0s demais apresentaram quantidades diferentes. A quantidade mensal de animais com ou

sem leséo estdo representadas na Figura 9.
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Figura 9. Frequéncia mensal de Crotalus durissus de vida livre no estado de Minas Gerais com
ou sem lesdo (N=96). As frequéncias foram comparadas pelo teste Qui-quadrado (P>0,05).

Dos 96 animais necropsiados 56 apresentaram alguma alteracdo morfoldgica
macro ou microscépica que totalizaram 108 lesdes, com animais apresentando uma ou
mais lesdo em diferentes tecidos. O sistema digestorio foi representado por 51% das
alteracdes (56/108). Destaque em seguida para as lesbes tegumentares, que representaram
12% das lesdes (13/108). A frequéncia total de lesbes por sistema, 6rgdo ou tecido estdo
apresentadas na Figura 10. A distribuicdo das lesbes nos diferentes sistemas, 6rgdos ou

tecidos em funcdo do sexo esté representada na Figura 11.
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Figura 10. Frequéncia de lesdes em Crotalus durissus de vida livre no estado de Minas Gerais
em fungdo do sistema, 6rgdo ou tecido afetado (N=108). As frequéncias foram comparadas pelo
teste Qui-quadrado (P>0,05).
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Figura 11. Frequéncia de lesdes em machos e fémeas de Crotalus durissus de vida livre no
estado de Minas Gerais em funcdo do sistema, 6rgéo ou tecido afetado (N=108). As frequéncias
foram comparadas pelo teste Qui-quadrado (P>0,05).

Frequentemente as lesdes foram associadas a presencga de parasitos metazoarios,
principalmente os endoparasitos. Nesse sentido, para organizacao inicial, as lesdes foram
agrupadas em lesdes infecciosas associadas a metazoarios (LIAM), lesGes infecciosas ndo
metazoarias (LINM) e lesdes ndo infecciosas (LNI). A frequéncia de lesdes em cada um
desses grupos em funcéo do sexo representada na Figura 12.
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Figura 12. Frequéncia de lesdes infecciosas associadas a metazoarios (LIAM), lesbes infecciosas
ndo metazoaria (LINM) e lesdes ndo infecciosas (LNI) em funcdo do sexo em Crotalus durissus
de vida livre do estado de Minas Gerais (N=108). As frequéncias foram comparadas pelo teste
Qui-quadrado (P>0,05).
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5.2.3. Diagndstico das lesdes associadas a metazoarios

As lesbes associadas aos metazoarios foram todas associadas a endoparasitos,
incluindo ascaridideos, acantocéfalos e pentastomideos. A frequéncia dos achados
associados aos metazoarios em funcdo do sistema, 6rgdo ou tecido esta apresentada na
Figura 13. A quantidade de lesdes infecciosas associadas a metazoarios, segundo o

diagnostico morfoldgico esta apresentada na Figura 14.

No. de LIAM

Figura 13. Frequéncia de lesGes infecciosas associadas a metazoarios (LIAM) em funcdo do
sistema, 6rgdo ou tecido afetado em Crotalus durissus de vida livre no estado de Minas Gerais
(N = 67). As frequéncias foram comparadas pelo teste Qui-quadrado (P>0,05).

No. de LIAM
N
T

Figura 14. Frequéncia de lesGes infecciosas associadas a metazoarios (LIAM) em funcdo do
diagnostico morfolégico em Crotalus durissus de vida livre no estado de Minas Gerais (N = 67).
As frequéncias foram comparadas pelo teste Qui-quadrado (P>0,05).
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Das 67 alteracbes macroscopicas do grupo LIAM, 46 envolveram o sistema
digestdrio, caracterizadas por gastrites granulomatosas associadas aos ascaridideos
Ophidascaris sp. e Hexametra sp. (Figura 15). Ambos os ascaridideos séo
macroscopicamente semelhantes e a distincdo morfoldgica entre as duas espécies esta
apresentada nos resultados parasitologicos. As demais lesdes metazoarias foram
acompanhadas de processo inflamatorio discreto, sendo 18 caracterizadas por granulomas

nas superficies das serosas associados a migracdo de larvas dos ascaridideos, um caso de

miosite por acantocéfalo e duas pneumonias intersticiais causadas por pentastomideos
(Figura 16).
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Figura 15. Lesbes infecciosas associadas aos ascaridideos gastricos, Ophidascaris sp. e
Hexametra sp. em Crotalus durissus de vida livre no estado de Minas Gerais. (A)
Macroscopicamente o0 estdmago com a superficie serosa irregular, com lesdes nodulares e firmes.
(B) A abertura, numerosos parasitos nematoides penetram lesdo focal ulcerada e se fixam
profundamente nas lesdes nodulares. (C) Microscopicamente as lesBes atingem as camadas
musculares. HE, escala = 500 um. (D) Processo inflamatdrio granulomatoso, histiocitico e
heterofilico, multifocal e intenso. HE escala = 100 um. (E) Corte longitudinal revela cuticula
rugosa dos parasitos. HE, escala = 500 um. (F) Em corte transversal do parasito nota-se
musculatura do tipo celomiaria. HE, escala = 250 pm.
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Figura 16. Lesdes infecciosas associadas a metazoarios em Crotalus durissus de vida livre no
estado de Minas Gerais. A-B) Serosite granulomatosa. (A) Serosa pulmonar com multiplos
granulomas irregulares e acastanhados. (B) Microscopicamente nota-se lesées lineares causadas
por larvas de parasitos, acompanhadas de reacdo granulomatosa e mineralizacdo. HE, escala =
100 um. C-D) Miosite por acantocéfalo. (C) Acantocéfalo encistado na superficie da musculatura
intercostal. (D) Histologia da musculatura intercostal adjacente com reagdo inflamatoria discreta.
HE, escala = 100 um. E-F) Pneumonia associada a pentastomideo. (E) Palidez multifocal do
parénquima pulmonar e pentastomideo em foco. (F) Corte histolégico exibindo espessamento
intersticial e reacdo inflamatoéria linfocitaria e heterofilica. HE, escala = 100 pum.

5.2.4. Diagndstico das lesdes infecciosas ndo associadas a metazoarios

As lesdes infecciosas ndo metazoarias (LINM) foram classificadas como lesbes
protozoais, fangicas e lesdes de etiologia indefinida. Das lesGes observadas nesse grupo,
36% foram associadas a patdgenos protozoais (9/25), 28% associadas a microorganismos
fangicos (7/25) e 36% associadas a processos inflamatdrios sem etiologia definida (9/25).
Essas alteragcdes foram encontradas no sistema digestorio, musculo e pele. A distribuicéo
das lesBes infecciosas ndo metazoarias por sistema ou tecido afetado esta representada na

Figura 17.
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Figura 17. Frequéncia de lesGes infecciosas ndo metazoarias (LINM) por sistema ou tecido

afetado em Crotalus durissus de vida livre parasitadas no estado de Minas Gerais (N=25).

Todas as lesdes de etiologia protozoal foram processos inflamatorios intestinais,

sendo sete associadas a presenca de Sarcocystis sp. (7/9), um associado a
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Cryptosporidium serpentis (1/9) e um associado a Entamoeba invadens (1/9). Todas as
lesbes associadas ao Sarcocystis sp. foram observadas no intestino delgado, apés
microscopia, caracterizadas por inflamacao granulomatosa discreta (Figura 18). As outras

duas alteracdes protozoais foram colites necro-hemorragicas, associadas Cryptosporidium

serpentis e Entamoeba invadens, conforme Figuras 19 e 20, respectivamente.

Figura 18. LesOes associadas ao Sarcocystis sp. em Crotalus durissus de vida livre no estado de
Minas Gerais. (A) Macroscopicamente, observa-se espessamento da mucosa com evidenciagéo
das vilosidades intestinais. (B) Microscopicamente, ha aumento da celularidade nas vilosidades,
predominantemente na lamina propria. HE, escala = 200 um. (C) Zoitos em meio a reacao
inflamatdria histiocitaria. HE, escala = 50 um. (D) Processo inflamatorio crénico caracterizado
por formacdo de granuloma. Ha vacuolos intralesionais vazios e contendo cistos de Sarcocystis
sp. HE, escala = 50 pm.
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Figura 19. Colite protozoal associada a Cryptosporidium serpentis em Crotalus durissus de vida
livre no estado de Minas Gerais. (A) Macroscopicamente, focalmente extensa, acentuada, necro-
hemorrégica e ulcerativa no intestino grosso. (B) Microscopicamente, ha aumento de celularidade
com congestao, necrose e perda da continuidade epitelial. HE, escala = 200 um. (C-D) Adjacente
as areas de necrose e inflamag&o é possivel visualizar microorganismos protozoais de 2-3 um de
diamétro aderidos a superficie luminal dos enterécitos, em meio a conteddo mucoso e restos
celulares. (C) Protozoarios morfologicamente compativeis com C. serpentis nos vilos intestinais.
HE, escala = 50 um. (D) Protozoarios morfologicamente compativeis com C. serpentis também
podem ser observados nas criptas. HE, escala = 50 um. (E) Apesar da intensa afinidade tintorial
dos enterdcitos pelo Acido Periddico de Schiff (PAS) é possivel visualizar os protozoéarios em
meio ao muco e restos celulares. PAS, escala = 100 um. (F) Maior aumento. PAS, escala =
50 pm.
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Figura 20. Colite protozoal associada a Entamoeba invadens em Crotalus durissus de vida livre
no estado de Minas Gerais. (A) Macroscopicamente, lesdo focalmente extensa, acentuada, necro-
hemorragica e com crostas. (B) Microscopicamente, ha congestdo, infiltrado inflamatdrio
multifocal e restos celulares. HE, escala = 200 um. (C) Periféricamente observa-se congestao,
infiltrado inflamatério na submucosa, lamina propria e mucosa. HE, escala = 100 um. (D)
Ocasionalmente é visto na mucosa microorganismos protozoais de 7-14 um, de aparéncia
granular e discretamente vacuolizada, contendo nucleo Unico, pequeno, escuro e esférico. HE,
escala = 50 um. E-F) Cortes histologicos exibindo infiltrado inflamat6rio mais intenso e afinidade
tintorial do protozoario por coloracdo especial. (E) PAS, escala = 100 um. (F) Maior aumento
com protozodario em detalhe. PAS, escala = 50 um.
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As lesbes micdticas incluiram seis casos de dermatites e um caso de miosite.
Todos caracterizadas por processos inflamatorios necrotizantes, principalmente do extrato
cérneo (no caso das dermatites), mas que também se estendiam para derme e musculo
(Figura 21). As lesbes apresentaram-se com diferentes distribuicbes e intensidades,
acompanhadas de linfocitos, histiocitos e heterdfilos, e associadas a hifas fangicas
septadas intralesionais morfoldgicamente compativeis com Ophidiomyces ophiodiicola.
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Figura 21. LesBes micoticas em Crotalus durissus de vida livre no estado de Minas Gerais
(N=7). (A) Macroscopicamente, ha irregularidade nas escamas com encurtamento, escurecimento
e ulceracdo. (B) Microscopicamente, ha intensa necrose das escamas e colonizagdo fangica. HE,
escala = 100 um. (C) As hifas fungica possuem paredes paralelas, por vezes septadas e raramente
ramificadas, morfolégicamente compativeis com Ophidiomyces ophiodiicola. HE, escala =
50 um. (D) Hifas na musculatura esquelética e em detalhe. PAS, escala = 50 pum.

AlteracOes infecciosas de etiologia indefinida incluiram um caso de gastrite
ulcerativa, quatro casos de miosites e quatro casos de dermatites, representadas na Figura
22. A serpente com gastrite ulcerativa também apresentava um ascaridideo livre e
contetdo alimentar no estbmago caracterizado por um roedor parcialmente digerido. Dos

quatro animais com miosite, trés eram ectoparasitados. E dos quatro animais com
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dermatites, um era ectoparasitado e outros trés apresentavam necrose multifocal discreta
restrita ao extrato cérneo. Todos ectoparasitas encontrados foram representantes da
familia Ixodidae (Figura 22C).
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Figura 22. Caracteristicas macro e microscopicas das alteragdes infecciosas de etiologia
indefinida em Crotalus durissus de vida livre no estado de Minas Gerais. A-B) Gastrite
ulcerativa. (A) Lesdo focal, acentuada, necrotizante e ulcerativa. Animal tinha roedor
parcialmente digerido e ascaridideo livre no estdmago. (B) Microscopicamente nota-se necrose
extensa, com perda do epitélio, congestdo e hemorragia. O Infiltrado inflamat6rio se estende da
superficie a submucosa. HE, escala = 200 um. C-D) Dermatomiosite. (C) Lesdo necrética com
halo hiperémico no subcutaneo e musculatura intercostal, e em detalhe o0 ectoparasito pertecente a
familia Ixodidae. (D) Microscopicamente, ha inflamag&o linfocitéaria e heterofilica com necrose
de fibras musculares. HE, escala = 200 pm.

5.2.5. Diagnéstico das lesdes nao infecciosas

Alteracbes ndo infecciosas foram classificadas como ndo trauméticas e

traumaéticas. As lesdes ndo traumaticas representaram 56% das alteracbes (9/16) e as
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lesBes traumaticas 44% (7/16). Os sistemas ou tecidos com lesdes ndo trauméticas foram
0 respiratdrio, reprodutor e hepatobiliar, e com lesbes traumaticas foram o tegumentar,
0sse0 e muscular. As lesdes ndo traumaticas incluiram: cistos hepaticos (3/7),
degeneracdo hepatocelular macrovacuolar (1/7), fibrose pulmonar (2/7) e maceracao fetal
(1/7) (Figuras 23 e 24). Os diagnosticos das lesBes traumaticas foram de fratura (1/9),

hematomas (4/7), mutilacdo ou laceracdo (3/9) e perfuragéo (1/9) (Figura 25).
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Figura 23. Caracteristicas macro e microscopicas das lesdes ndo infecciosas ndo traumaticas em
Crotalus durissus de vida livre no estado de Minas Gerais (N=9). A-B) Cisto hepético. (A)
Parénquima hepatico com cisto de lcm de didmetro, brilhante e translicido. (B)
Microscopicamente parede do cisto é composta por tecido conjuntivo displésico, irregular,
variando de delgado a espesso. C-D) Degeneragdo hepatocelular. HE, escala = 100 um. (C)
Palidez difusa e acentuada do figado. (D) Hepatdcitos com intensa vacuolizacdo citoplasmatica.
HE, escala = 50 um.
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Figura 24. Caracteristicas macro e microscopicas das lesdes ndo infecciosas ndo traumaticas em
Crotalus durissus de vida livre no estado de Minas Gerais (N=9). A-C) Maceragdo fetal. (A)
Utero com presenca de fetos em processo de reabsorgdo. (B-C) Microscopia exibe mucosa uterina
congesta e edemaciada e presenca de feto no limen com tecido necrético. HE, escala = 200 pum.
D-F) Fibrose pulmonar. (D) Lesdo linear, deprimida e brancacenta no parénquima pulmonar.
Detalhe em canto superior direito esta a representagdo em corte transversal da area lesionada
(entre linhas azuis) e posicdo contralateral ao limen bronquico (seta). (E) Area de transicdo de
parénquima normal e esclerosado. Bandas aleatdrias de colageno denso substituem o tecido
pulmonar. HE, escala = 200 um. (F) Corte histolégico com intensa quantidade de coldgeno com
afinidade tintorial pelo azul de anilina. Tricbmio de Masson, escala = 200 pum.
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Figura 25. Lesbes ndo infeciosas traumaticas em Crotalus durissus de vida livre no estado de
Minas Gerais (N=7). (A-B) Laceracdo linear, de aproximadamente 5 cm, profunda, com bordos
da ferida necrosadas e musculatura com hematomas. (C) Multiplos hematomas na musculatura
intercostal e perfuragdes. (D) Amputacdo da cauda com presenga de tecido cicatricial.

5.3. Avaliacéo parasitologica

5.3.1. Consideracdes gerais dos resultados parasitolégicos

Dos 96 animais estudados, 59% eram parasitados (57/96) e 41% nao
tinham nenhum parasito metazoario (39/96). A frequéncia de parasitismo em funcdo do
sexo esta apresentado na Figura 26. Todas as regides tiveram serpentes parasitadas,
mesmo as representadas por poucos animais. A quantidade de serpentes parasitadas ou
ndo em funcdo da mesoregido e sexo esta apresentada na Figura 27. A frequéncia mensal

de serpentes parasitadas ou ndo esta apresentada no Figura 28.
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Figura 26. Frequéncia de parasitismo em Crotalus durissus de vida livre no estado de Minas
Gerais em funcdo do sexo (n = 96). As freqliéncias foram comparadas pelo teste exato de Fisher
(P>0,05).
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Figura 27. Frequéncia de parasitismo em Crotalus durissus de vida livre parasitadas no estado de
Minas Gerais em funcdo da mesoregido (N=96). (A) Frequéncia todal de serpentes parasitadas ou
ndo por mesoregido. (B) Frequéncia de machos parasitados ou ndo por mesoregido. (C)
Frequéncia de fémeas parasitadas ou ndo por mesoregido. As frequéncias foram comparadas pelo
teste Qui-quadrado (P>0,05).
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Figura 28. Frequéncia de parasitismo em Crotalus durissus de vida livre no estado de Minas
Gerais em funcdo do més (N=96). As frequéncias foram comparadas pelo teste Qui-quadrado
(P>0,05).

5.3.2 Descricdo e diagndstico parasitolégico

Os parasitos metazoarios encontrados foram classificados conforme grupos
taxonémicos, representados por Acanthocephala (5/73), Cestoda (2/73), Nematoda
(57/73), Pentastomida (2/73) e Ixodidae (5/73). Teve ainda, dois parasitos em fase
larvéria ndo identificados, e ambos estavam em cavidade celomética. Considerando essa
taxonomia inicial, totalizou-se 73 casos nos 57 animais parasitados. O nimero de casos
supera ao de animais devido a parasitose simultanea de um animal por mais de um tipo de
parasito. A quantidade de machos e fémeas parasitados em funcao da identificacdo inicial

esta representada na Figura 29.
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Figura 29. Frequéncia de machos e fémeas de Crotalus durissus de vida livre no estado de Minas
Gerais em funcdo da classificacdo inicial dos parasitos (N=73). O nimero de casos supera 0
numero de animais parasitados devido ao parasitismo simultaneo.
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Os parasitos nematoides foram encontrados no estdmago (51/97), pulméo (16/97),
saco aereo (2/97) e intestinos (12/97). A quantidade de animais parasitados em funcdo do
Orgdo ou tecido parasitado esta apresentada na Figura 30. Quando observado a frequéncia
de casos em funcdo do 6rgdo ou tecido parasitado, a quantidade de casos supera a
quantidade animais devido a animais terem mais de um tipo de parasito e ou tecido

parasitado. Nesse sentido, totalizou-se 97 casos em 57 animais parasitados.
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Figura 30. Frequéncia de parasitismo em funcdo do 6rgdo ou tecido parasitado em Crotalus
durissus de vida livre no estado de Minas Gerais (N=97). O nimero de casos supera 0 nimero de
animais parasitados devido ao parasitismo simultaneo.

A identificacdo mais precisa feita posteriormente, por meio de analises
microscopicas, permitiu a classificacdo especifica dos endoparasitas. Dessa forma, a
quantidade de parasitos identificados e distribuicdo nos 6rgéos e tecidos parasitados esta
apresentada na Tabela 1. Em um caso, referente ao eséfago, ndo foi possivel o avango
diagnostico morfoldgico devido a fase de larva do parasito. O nimero de casos supera a
guantidade de animais parasitados devido ao parasitismo simultaneo por mais de um tipo

de parasito ou por mais de um 6rgdo ou tecido parasitado.
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Tabela 1. Frequéncia de parasitismo em fungdo da classificagdo taxonémica e 6rgdo ou tecido
parasitado em Crotalus durissus de vida livre no estado de Minas Gerais.

Parasito Orgédo/Tecido N
Subcutaneo 3
Acanthocephala . "

Cavidade Celomatica 2
Cestoda Musculo Esquelético 2
Estdmago 51
Intestinos 12

Nematoda .
Pulmao 16
Saco aéreo 2
. Pulmao 1

Pentastomida .
Saco aéreo 1
Nao indentificado Cavidade Celomatica 2
Ixodidae Escamas 5

Os nematoides ascaridideos identificados se tratam de espécimes de Ophidascaris
sp. e Hexametra sp. Na extremidade cefalica de ambas as espécies é possivel observar
trés labios com dentes, responsavel pela fixacdo desses parasitos nas camadas profundas
do estbmago Figura 31. A distincdo morfolégica entre ambos foi realizada pela
observacdo do interldbio e ramos uterinos (Sprent, 1988; Sprent, 1978). Espécimes do
género Ophidascaris possuem interldbio e apenas dois ramos uterinos, enquanto
representantes de Hexametra ndo possuem interlabio e apresentam seis ramos uterinos,
conforme observado na Figura 32.

-

Figura 31. Vista apical do aparato bucal dos parasitos dos géneros Ophidascaris e Hexametra.
(A-B) Ambas as espécies possuem trés labios com pequenos dentes, que permitem a fixagao
firme desses parasitos nas camadas profundas do estdmago.
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Figura 32. Caracterizacdo morfolégica dos géneros Ophidascaris e Hexametra. A-B) Espécime
de Ophidascaris sp. (A) Aparelho bucal com presenca de interlabio e (B) presenca de dois ramos
uterinos. C-D) Espécime de Hexametra sp. (C) Auséncia de interlabio e (D) presenca de seis
ramos uterinos.

Os nematoides pulmonares, Serpentirhabdias sp., sdo parasitos pequenos,
aproximadamente 7 mm, pigmentados, que ficam livres no pulmédo e saco aereo. As
fémeas sdo partenogenéticas, portanto apresentam um érgdo hemafrodita denominado
singbnio (Kuzmin et al, 2019; Tkach et al, 2014). Além disso, as fémeas possuem ovos
larvados (Figura 33).
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Figura 33. Caracteristicas morfoldgicas do Serpentirhabdias sp. (A) Presenca de
Serpentirhabdias sp. no pulm&o. Os espécimes sdo pequenos, de aproximadamente 7 mm e
pigmentados. Frequentemente encontrados enrolados dentro dos faveolos. (B) Corte histolégico
dos parasitos dentro de um faveolo. (C) Espécime completamente relaxado e estendido apds
fixacdo por formalina a 4% pré aquecida. (D) Observagdo sob microscopico optico apds processo
de clarificacdo. (E) Detalhe do Utero contendo inimeros ovos larvados. (F) Registro da larva em
processo de ecloséo.
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Os nematodos intestinais Kalicephalus spp. foram identificados como duas
espécies distintas, Kalicephalus costatus costatus e Kalicephalus inermis inermis. Esses
ancilostomideos podem chegar a medir até 2 cm e sdo encontrados no intestino delgado.

O es6fago é curto e robusto e a capsula bucal possui trés papilas e quatro placas

anteriores observadas em vista lateral (Figura 34).

Figura 34. Caracteristicas morfologicas do género Kalicephalus. (A) Intestino delgado com
presenca de acilostomideos de 1 a 2 cm, delgados e brancacentos. (B) Vista lateral exibindo
esdfago curto e robusto. (C) Capsula bucal em detalhe com trés papilas e quatro placas anteriores.

A identificagdo e diferenciacdo entre as espécies foram realizadas pela morfologia
da cauda e ramos dorsais, das fémeas e machos respectivamente (Schad, 1962). Os
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espécimes fémeas de K. inermis inermis possuem cauda curta e robusta e 0s machos tém
ramos terminais do raio dorsal do grupo V, enquanto fémeas de K. costatus costatus
possuem terminacao caudal pontiaguda e os machos tém ramos terminais do raio dorsal
do grupo Il (Figura 35). Dos animais parasitados, quatro tinham K. inermis e trés tinham

K. costatus. Todos os tipos de raios dorsais estdo no Anexo 3.

Figura 35. Distingdo morfologica entre Kalicephalus inermis inermis e Kalicephalus costatus
costatus. A-B) Espécimes de K. inermis inermis. (A) Cauda curta e robusta das fémeas e (B)
ramos terminais do raio dorsal do grupo V dos machos. C-D) Espécimes de K. costatus costatus.
(C) Terminagdo caudal pontiaguda das fémeas e (D) ramos terminais do raio dorsal do grupo Il
dos machos.

Os animais parasitados foram ainda agrupados conforme diversidade e
combinacdo dos diferentes grupos de parasitos identificados. Dos 57 animais parasitados,
2 estavam parasitados por 4 grupos de parasitos, 5 estavam parasitados por 3 tipos de
parasitos, 20 estavam parasitados por 2 tipos, e 30 animais estavam parasitados por

apenas um grupo de parasito. A quantidade de animais parasitados por um ou mais
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parasitos e a combinacdo dos grupos de parasitos encontrados estdo apresentados na
Figura 36. As quatro serpentes com combinacdo de quatro tipos de parasitos eram
machos. A frequéncia de machos e fémeas em funcdo da quantidade de parasitos

encontrados esta apresentada na Figura 37.
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Figura 36. Frequéncia de parasitismo em funcdo da combinagcdo dos diferentes grupos de
parasitos identificados em Crotalus durissus de vida livre no estado de Minas Gerais (N=57).
(ACAN = Acanthocephala; ASC = Ascarididae; CAP = Capilariidae; IXO = Ixodidae; KAL =
Kalicephalus; PEN = Pentastomida; RHA = Serpentirhabdias; SPI = Spirometra; NI = N&o
identificado).
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Figura 37. Frequéncia de parasitismo em funcdo da combinacdo dos diferentes grupos de
parasitos identificados em machos e fémeas de Crotalus durissus de vida livre no estado de Minas
Gerais (N=57). As frequéncias foram comparadas pelo teste Qui-quadrado (P>0,05).
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5.4. Avaliagéo toxicologica

Os valores de média, mediana, minima, mé&xima e desvio padrdo para cada
elemento avaliado nas serpentes estdo descritos na Tabela 2. O magnésio foi o elemento
com maior concentracdo residual considerando o valor maximo encontrado, seguido de

zinco, chumbo, cobre, cromo e cadmio.

Tabela 2. Concentracdo de metais na populacdo de Crotalus durissus de vida livre no
estado de Minas Gerais.

Elementos Média Mediana Min. Max. c
Mg 776,14 248,8 1,9 23380 3338
Zn 27,44 18,9 1,2 195,7 20,75
Cu 3,27 2,5 1,2 22,2 2,14
Cd 3,19 2,3 0,2 8,8 2,45
Cr 0,66 0 0,3 12,6 2,14
Pb 5,98 0 1,1 26,3 8,83

(valores em pg/g de matéria seca; ¢ = desvio padrio)

Quando avaliada a concentracéo residual dos metais em funcéo do sexo, observou
que Cd e Pb tiveram maior bioacumulagcdo nos machos que em fémeas, com valores
significativos (p<0,05). Quando avaliado o acumulo dos elementos em fungdo do peso,
animais acima e abaixo de 596¢, os valores de Cd e Pb foram significativamente maiores
nos animais acima de 596¢g (Figura 38). A concentracdo dos elementos nos animais em
funcdo da mesoregido foram significativamente diferentes entre os grupos (Figura 39). Os
elementos Mg e Zn foram significativamente maiores nos animais do Oeste de Minas
(Figuras 39 A e B). O grupo das Demais Regides teve concentracdes significativamente
maiores de Cd quando comparado ao grupo Oeste (Figura 39C), e de Cr quando

comparado ao grupo Metropolitana (Figura 39D).
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Figura 38. Concentracdo de metais pesados em Crotalus durissus de vida livre no estado de
Minas Gerais em funcdo do sexo e peso. (A) Niveis de Cd em funcdo do sexo (p=0,0429). (B)
Niveis de Pb em funcdo do sexo (p=0,0434). (C) Niveis de Cd em fungdo de serpentes acima e
abaixo do peso médio (p=0,0056). (D) Niveis de Pb em funcdo de serpentes acima e abaixo do
peso médio (p=0,0323). Dados analisados pelo teste de Mann-Whitney e as barras dos gréficos

gerados pelos valores de mediana e amplitude interquartil. (pg=micrograma, g=grama,
MS=matéria seca).
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Figura 39. Concentracdo de metais pesados em Crotalus durissus de vida livre no estado de
Minas Gerais em fungdo da mesoregido. (A) Niveis de Mg em funcéo das mesoregifes (Oeste x
Metropolitana p=0,0071 e Oeste x Demais p=0,0022). (B) Niveis de Zn em fun¢do das
mesoregides (Oeste x Metropolitana p=0,0466 e Oeste x Demais p=0,0279). (C) Niveis de Cd em
funcéo das mesoregides (p=0,0258). (D) Niveis de Pb em funcdo das mesoregites (p=0,0049).
Dados analisados pelo teste de Kruskal-Wallis seguido por teste post-hoc de comparacdo multipla
de Dunn, com as barras dos graficos gerados pelos valores de mediana e amplitude interquartil.
(ng=micrograma, g=grama, MS=matéria seca).
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5.5. Avaliacdo hematoldgica e bioguimica

Das 96 amostras de sangue, 11 tiveram o sangue coagulado e ndo foram
submetidas ao exame de hemograma. Os valores de média, mediana, minima e maxima

dos parametros hematologicos estéo descritos na Tabela 3.

Tabela 3. Perfil hematolégico de Crotalus durissus de vida livre no estado de Minas Gerais

(n=85).
Parametros Hematolégicos Média Mediana Minimo Maximo c Ref.*

Proteinas plasmaticas totais 4.49 4.40 2.00 9.60 1.11
[ 1 de Hemacias (1073/ul) 601.05 550.00 252.50 1610.00 228,52  423,3+94,7
Volume globular (%) 28.75 29.00 19.00 43.00 4.59 24+38
Volume Corpuscular Médio (fL) 518.00 527.27 217.39 822.22 130.23 588 + 124
[ ] de Leucdcitos totais (10°3/uL) 8.26 8.00 0.01 28.50 5.15 25+1,7
[ 1 relativa de Progranulocitos (%) 2.00 1.00 0.00 11.00 2.00
[ ] absoluta de Progranulocitos (/uL) 124.24 57.50 0.00 604.80 155.78
[ 1 relativa de Heterdfilos (%) 13.57 11.00 0.00 59.00 12 74+74
[ ] absoluta de Heterofilos (/uL) 1130.31 650.00 0.00 7965.00 141559
[ 1 relativa de Basofilos (%) 1.00 0.00 0.00 9.00 1.76 08+13
[ ] absoluta de Basofilos (/uL) 61.95 0.00 0.00 967.50 135.37
[ 1 relativa de Linfdcitos (%) 54.82 56.00 8.00 87.00 19.56 71,1+19,3
[ ] absoluta de Linfocitos (/uL) 411462  3117.50 0.00 14940.00 3488.2
[ 1 relativa de Mondcitos (%) 28.85 25.00 5.00 71.00 15.45 18,3+154
[ ] absoluta de Mondcitos (/uL) 2357.82  1842.50 0.00 11093.75 2289.90

(UL = microlitro; fL = fentolitro ou 1 micrometro cubico; o = desvio padrio; Ref.* = valores de referéncia
de Grego et al, 2014).

A concentracdo de hemacias apresentou-se aumentada em 56,4% dos animais
(48/85), normal em 40% (34/85) e abaixo em apenas 3,5% (3/85). Desses trés animais,
todos apresentaram volume corpuscular médio aumentado. O volume globular esteve

aumentado em 61% dos animais (52/85).

Em relagcdo aos leucocitos totais, 67% apresentaram leucocitose (57/85), 31%
tiveram valores normais (27/85) e apenas 2,3% apresentaram leucopenia (2/85). Ambos
0s animais leucopénicos ndo tiveram alteragdo morfolégica nem parasitos metazoarios.
Heterofilia relativa foi observada em 31,7% (27/85), monocitose em 30,5% (26/85) e
basofilia em 11,7% (10/85). Nao foi observado linfocitose relativa nos animais, mas

linfopenia ocorreu em 40% dos animais (34/85).
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Dentre pardmetros bioquimicos frequentemente aumentados nos animais foram
glicose, proteina e albumina, com 80% (55/68), 75,3% (52/69) e 68,1% (47/69) dos
animais respectivamente. Por outro lado, os analitos frequentemente abaixo foram &cido
arico e creatinina, com 80% (60/75) e 51,4% (36/70) respectivamente. Todos 0s animais
tiveram valores normais para ALT, FA, GGT, amilase e globulina. O perfil bioquimico

em funcdo da média, mediana, minima, maxima e desvio padrdo estdo na Tabela 4.

Tabela 4. Perfil bioquimico de Crotalus durissus de vida livre no estado de Minas Gerais.

Biogquimico (N) Média Mediana Minimo Maximo c Ref.*
Ureia (71) 3.73 2.90 0.15 15.55 2.91 3,72+2,69
Creatinina (70) 0.34 0.33 0.04 1.33 0.21 1,28 £ 0,95
ALT (41) 7.86 3.90 0.50 68.70 14.24
AST (64) 23.07 14.30 0.90 106.00 23.61 7,55+9,21
FA (72) 42,53 38.43 9.96 104.91 18.23 56,06 + 77,36
GGT (46) 1.47 1.20 0.10 10.60 1.56
Glicose (68) 52.53 44.58 1.07 285.89 36.02 21,42 £9,76
Amilase (68) 1385.92 1346.85 438.90 2980.00 541.17
Proteina (69) 3.92 3.85 2.43 7.80 0.90 2,75+0,63
Albumina (69) 1.61 1.62 0.20 2.89 0.36 1,13+0,35
Globulina (69) 2.10 2.12 0.00 491 0.90
Acido urico (75) 331 2.26 0.67 26.07 3.88 8,36 + 4,77
Colesterol (35) 155.27 134.91 41.27 530.56 84.28 228,17 + 66,7
Célcio (33) 13.15 13.00 10.10 15.40 1.23 12,18 £2,01
Trigliceridios (35) 38.89 14.90 2.37 586.33 97.23

ALT = alanina aminotransferase; AST = aspartato aminotransferase; FA = fosfatase alcalina; GGT =
gamaglutamiltransferase, o = desvio padrio; Ref.* = valores de referéncia de Grego et al, 2014).

A frequéncia de hemoparasitose nas serpentes foi 24% (23/96), tendo os machos
35% e fémeas 26% de representatividade (Figura 40). A quantidade de serpentes
hemoparasitadas em funcdo da mesoregido e més esta apresentada na Figura 41. Os
microorganismos foram morfologicamente compativeis com Hepatozoon sp. e

Trypanossoma sp. (Figura 42), 22 serpentes e uma serpente respectivamente.
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Figura 40. Frequéncia de hemoparasitose em Crotalus durissus de vida livre no estado de Minas
Gerais em funcdo do sexo (N=96). As frequéncias foram comparadas pelo teste Exato de Fisher

(P>0,05).
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Figura 41. Frequéncia de hemoparasitose em Crotalus durissus de vida livre no estado de Minas
Gerais em funcdo da mesoregido e més (N=96). (A) Quantidade de serpentes hemoparasitadas ou
ndo por mesoregido. (B) Quantidade mensal de sarpentes hemoparasitadas ou ndo. As frequéncias
foram comparadas pelo teste Qui-quadrado (P>0,05).



71

Figura 42. Esfregaco sanguineo com hemoparasitdas de Crotalus durissus de vida livre no estado
de Minas Gerais. (A) Microorganismos morfoldgicamente compativeis com Hepatozoon sp. e
com (B) Trypanossoma sp.

6. DISCUSSAO

6.1. ConsideracOes Gerais

A distribuicdo de machos e fémeas nos diferentes grupos, seja em funcdo da
mesoregido ou més, foi semelhante, com diferencas ndo significativas. A quantidade
predominante de animais adultos justifica-se pelo habito alimentar e necessidade de caga,
que os fazem percorrer maiores distancias em busca principalmente de roedores. Além
disso, a urbanizacdo descontrolada tem favorecido o encontro do homem com esses

animais (Carvalho e Nogueira, 1998).

A maioria dos animais em estudo é procedente da regido Metropolitana de Belo
Horizonte, a mais populosa do estado e também onde se localiza a FUNED, responsavel
por receber animais peconhentos de todo estado. Segundo censo de 2010, publicado pelo
Governo de Minas Gerais em 2014, a regido possui mais de 6 milhGes de habitantes e
representa aproximadamente 30% da populacdo total do estado (Anexo 3). Tanto a
densidade populacional quanto a localidade da FUNED, podem ter contribuido para a alta

representatividade da regido Metropolitana.

A guantidade mensal de animais necropsiados teve aumento gradativo com pico
em dezembro de 2019, seguido de declive nos meses seguintes. Os meses de janeiro e

fevereiro de 2020 deveriam apresentar um crescimento continuo no numero de animais
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recebidos pela FUNED, pois no verdo ocorre maior nimero de acidentes ofidicos em
Minas Gerais (Bonan et al, 2010). Esse efeito pode estar associado as fortes chuvas que
atingiram o estado no més janeiro, fazendo com que a populagdo humana se mantivesse
abrigada. Pinho e Pereira (2001) associa os acidentes ofidicos ao trabalho no campo,
tanto que os casos sdo representados em sua maioria pela populagdo rural. Conforme
dados do Instituto Nacional de Meteorologia, 0 més de janeiro de 2020 teve um aumento
de chuva de quase dez vezes maior referente a janeiro do ano anterior e um volume

acumulado maior que o esperado para o0 ano todo de 2020 (Anexo 4).

6.2. Alteracbes anatomo-patoldgicas

6.2.1. Lesoes infecciosas associadas a metazoarios

A maioria das lesdes associadas a metazoarios observadas foram associadas aos
ascaridideos gastricos, Ophidascaris sp. e Hexametra sp. Dos 56 animais com leséo, 46
tinham gastrite granulomatosa. Essas alteracfes indicam uma frequéncia de 47,91% na
populacdo estudada (46/96). Segundo Ossiboff (2018), este é um achado comum em
serpentes de vida-livre. Em animais de cativeiro, a frequéncia de ascarideos pode chegar
a 80% (Pinto et al, 2010).

Segundo Sprent (1970), as serpentes sdo infectadas ao ingerir o hospedeiro
intermediario roedores e marsupiais, contendo 0s parasitos, em seguida as larvas migram
para cavidade celomatica e pulmao onde ocorre o terceiro estagio larvario. Essa fase pode
ocasionar inflamacdo granulomatosa multifocal em diversos tecidos (Ossiboff, 2018).
Dos 46 animais parasitados pelos ascaridideos, 18 apresentaram serosite granulomatosa,
que corresponde a uma frequéncia de 18,75% (18/96).

Os parasitos sdo observados no es6fago, estbmago e intestino no quarto estagio
larvario 117 dias apos a infec¢do (Sprent, 1970). No presente estudo, os ascarideos foram
observados exclusivamente no estdmago. Embora raros espécimes tenham sido
encontrados no es6fago e intestino, os parasitos ndo estavam fixados a mucosa, tampouco
desencadeando algum processo inflamatorio. Nesse caso, atribuiram-se a esses achados

uma provavel migracéo post-mortem.
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6.2.2. Lesdes infecciosas associadas a protozoarios

As lesdes em serpentes associadas a presenga de Sarcocystes sp. Sa0 pouco
relatadas, e quando presentes tendem a ser discretas e observadas microscopicamente. No
entanto, Daszak e Cunningham (1995) descrevem um caso de intenso parasitismo
associado a morte por anorexia. Os autores descrevem que durante necropsia a mucosa

intestinal da serpente se apresentava espessa e edemaciada.

O ciclo de vida desses coccideos ocorre obrigatoriamente em dois hospedeiros.
Sdo encontrados principalmente na musculatura esquelética de herbivoros domésticos ou
silvestres. Os predadores carnivoros sdo infectados apds se alimentarem das presas e se
tornam hospedeiros definitivos, com os zoitas migrando para o epitélio intestinal
(Gardiner et al, 1988).

As demais infeccdes protozoais foram dois casos de colites necro-hemorragicas
associadas a Cryptosporidium serpentis e Entamoeba invadens. Portanto, apresentando
frequéncia de aproximadamente 1% (1/96). Ambos 0s protozoarios sdo importantes tanto
em serpentes de vida-livre quanto de cativeiro, e podem resultar em doenca clinica

significativa e morte (Jacobson, 2007).

Em serpentes de cativeiro, Cryptosporidium serpentis teve prevaléncia de 44%
(11/25), com prevaléncia maior em cascaveis representada por 57,14% (4/7), em
amostras colhidas por lavado gastrico e examinadas por PCR (Ruggiero et al, 2011). Em
analises fecais de 90 serpentes também de cativeiro, 13 foram positivas para C. serpentis,
correspondendo a 14,44% (Graczyk e Cranfield, 2000). Nesse caso, 0 método diagndstico
utilizado é menos sensivel e a pesquisa utilizou diferentes espécies de serpentes. Em
estudo com colubrideos de vida-livre a prevaléncia chegou a 20%. Foram cinco animais
sorologicamente testados para Cryptosporidium e apenas um animal teve resultado
positivo (Knafo et al, 2016).

Enquanto diversos parasitos de répteis necessitam de hospedeiro intermediario, a
Entamoeba invadens € um importante patdogeno transmitido por contato direto com
animais infectados. E responsavel por causar enterites e hepatites necrotizantes em répteis

(Jacobson, 2007). Em serpentes de cativeiro submetidos a anélise de hibridizacao in situ,
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de 10 cascaveis avaliadas apenas uma foi positiva para E. invadens, e num total de 182
serpentes, 13 foram positivas para Entamoeba sp. (Richter et al, 2008).

A temperatura parece ser um fator importante na patogenia da E. invadens em
serpentes. Em pesquisa realizada com oito serpentes de diferentes espécies infectadas por
E. invadens, nenhuma apresentou alteracdo morfolégica a 13°C, e o protozoério
continuou sendo isolado por cultura em todas elas. No entanto, quando em temperatura
mais elevada, todas as serpentes apresentaram alteracdes patologicas (Barrow e Stockton,
1960). Nesse sentido, a prevaléncia de E. invadens pode ser influenciada pela
sazonalidade e clima. Isso poderia justificar a baixa prevaléncia encontrada no estudo,

considerando que o més de janeiro de 2020 foi atipico no estado.

6.2.3. LesOes infecciosas associadas aos patdgenos fungicos

As lesdes fangicas foram observadas na pele (6/7) e musculo (1/7). Essas lesdes
foram encontradas em seis animais, no caso, um deles com dermatomiosite, que
representa frequencia de 6,25% na populacéo estudada (6/96). Os processos inflamatorios
observados foram necrotizantes e em diferentes intensidades e distribui¢cdo, acometendo
escamas dorsais e ventrais da cabeca e do corpo. Em todos os casos foram observados
hifas morfologicamente compativeis com Ophidiomyces ophiodiicola. A doenca causada
por esse fungo, Snake Fungal Disease, foi inicialmente relatada em cascavéis norte-
americanas e tem sido considerada emergente desde 2006 (Lorch et al, 2016). Em estudo
utilizando diagnostico por gPCR em diferentes populacGes de cascavéis de vida-livre, a

prevaléncia de Ophidiomyces variou de 3 a 17% (Hileman et al, 2018).

Em infecgdo experimental de O. ophiodiicola em colubrideos, todos os animais
infectados apresentaram lesfes semelhantes aos relatados em serpentes de vida-livre. O
inicio das alteracdes ocorre entre 4 e 8 dias apos inoculacdo e comeca com a palidez e o
edemaciamento das escamas. Posteriormente, as escamas ficam amareladas e mais
espessas. Em seguida as lesbes se tornam escuras, irregulares e com formacao de crostas
(Lorch et al, 2015). Esses aspectos macroscopicos foram semelhantes aos encontrados

nesse estudo, confirmado posteriormente nos cortes histologicos.

Micoscopicamente pode ser observado discretas areas de necrose com infiltrado

heterofilico na epiderme e derme. Nas regifes de necrose epidérmicas sdo encontradas
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hifas de paredes paralelas, por vezes septadas, raramente ramificadas, que possuem
afinidade tintorial para acido periddico de Schiff (PAS) e metenamina de prata de Grocott
(GMS). Em alguns animais, também pode se observar granulomas associados as hifas
(Lorch et al, 2015).

As lesfes associadas ao O. ophiodiicola foram encontradas em serpentes em
praticamente todos os meses, ndo sendo representado apenas no més de novembro.
Segundo Lorch et al (2016), o O. ophiodiicola é o principal agente das infec¢bes fungicas
cuténeas em serpentes de vida-livre, e que geralmente afeta animais saindo do perido de
hibernagéo.

6.2.4. LesOes infecciosas de etiologia indefinida

A serpente que apresentou gastrite ulcerativa focal apresentava um ascaridideo
livre e um roedor parcialmente digerido no estdmago. Nesse sentido, suspeita-se de que a
captura possa ter desencadeado a lesdo, atribuida a imunossupressao por estresse e 0
comprometimento do processo de digestdo. A migracdo de larvas pela parede gastrica e
fixacdo dos Ophidascaris adultos na mucosa podem ocasionar infecgdes bacterianas
secundarias (Sprent, 1970; Ossiboff, 2018). A presenca do camundongo com diminuicédo
da motilidade géastrica podem ter contribuido para proliferacdo de microorganismos
oportunistas. A literatura também cita que os agentes protozoais Cryptosporidium sp. e
Entamoeba invadens também podem causar gastrites necrotizantes e ulcerativas em
répteis (Jacobson, 2007).

Dos quatro animais com miosite trés eram ectoparasitados por carrapatos, e
considerando que esses podem causar lesbes focais nos sitios de fixacdo, suspeita-se de
gue o0s ectoparasitos sejam o0s causadores dessas lesbes. Carrapatos do género
Amblyomma sdo os mais importantes e frequentes em serpentes e, além de causarem
lesGes focais, podem ser vetores de hemoparasitoses (Jacobson, 2007). As espécies A.
dissimile e A. rotundatum sdo as mais frequentes no Brasil e América do Sul
(Ogrzewalska et al, 2018).

Dos quatro casos de dermatite de etiologia indefinida, um animal tinha
ectoparasito e outros trés apresentavam necrose multifocal discreta restrita ao extrato

coérneo. O caso do animal ectoparasitado a dermatite pode ser atribuida justamente a esta
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condicdo. J& nas demais serpentes, suspeita-se de infecgdo por O. ophiodiicola. Embora
ndo tenham sido observadas hifas nas lesdes, as alteragcbes observadas se assemelham

etapas iniciais da infeccdo descritas por Lorch et al (2015).

6.2.5. LesOes ndo infecciosas

As lesdes cisticas hepaticas foram encontradas em animais com ascaridideos
gastricos e que tinham granulomas viscerais associadas a migracdo dos parasitos.
Inclusive, em dois dos trés casos, foi observado granulomas proximo as formacGes
cisticas. Embora ndo tenha sido observada colestase, suspeita-se que tenha ocorrido
obstrucdo, mesmo que parcialmente, de algum ducto biliar. Além disso ndo se observou

nenhuma proliferacdo celular que pudesse sugerir etiologia neoplasica.

Nos dois casos de fibrose pulmonar ndo foi encontrado nenhum processo
inflamatdrio, ainda que discreto. No entanto, suspeita-se de que a etiologia esteja
associada a alguma infeccdo crénica, restando apenas o tecido cicatricial. Chamou a
atencdo nesses casos a distribuicéo linear das lesdes e a regido do parénquima afetada,
que foi exatamente oposta a abertura do bronquio, como se 0 que causou a lesdo tivesse
sido inalado (Figura 26D). Nao foi observado pleomorfismo celular que pudesse sugerir
processo neoplasico, nem parasitos pulmonares que pudessem sugerir uma reacao

hiperplésica a agresséo tecidual persistente.

O processo degenerativo observado no sistema reprodutor, caracterizada por
masseracdo fetal, foi considerada asséptica, justificado pelo fato de nédo ter sido
observado nenhum patdgeno intralesional ou inflamacdo que sustentasse alguma etiologia
infecciosa. A retencdo em serpentes € uma condicdo crbnica frequentemente estéril, mas

a ruptura do saco vitelino pode promover salpingites bacterianas (Ossiboff, 2018).

Em um caso onde houve laceracdo cutanea profunda, também se observou hifas
fangicas nos bordos da lesdo, sendo esta considerada secundaria ao traumatismo.
Diferente das lesdes associadas ao O. ophiodiicola, as hifas eram mais espessas e escuras,
e a colonizagdo era superficial e restrita as bordas da leséo. Alguns fungos oportunistas
frequentemente encontrados em serpentes sdo Paecilomyces, Fusarium, Aspergillus, and
Penicillium (Ossiboff, 2018).
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6.3. Dados parasitologicos

A frequéncia dos resultados parasitoldgicos em funcdo do sexo, mesoregido e
més, comportou-se semelhante ao dos dados anatomo-patoldgicos. 1sso devido ao fato da
maioria das lesdes observadas estarem associadas ao parasitismo. O parasitismo foi mais
frequente nos machos, na regido metropolitana e no més de dezembro, embora nenhuma

das variaveis tenha apresentado diferenga significativa.

A literatura sobre prevaléncia de parasitismo em cascavéis de vida-livre é escassa,
esse tipo de informacdo também € dificil de ser encontrada para qualquer animal silvestre
em seu habitat natural. Em anélise morfoldgica de ovos em amostras de fezes de
serpentes de vida-livre nos Estados Unidos, a frequéncia de parasitismo metazoério foi de
80% (Knafo et al, 2016). No Meéxico, Carbajal-Marquéz et al (2018) observou
prevaléncia de 14% em 50 cascavéis. No entanto a amostragem incluiu tanto serpentes de

vida livre quanto de cativeiro.

No presente estudo os nematodos mais frequentes foram os ascaridideos gastricos
(53/96), Serpentirhabidas sp. (17/96) e Kalicephalus spp. (7/96), com frequéncia de 55%,
17% e 7%, respectivamente. Em estudo comparativo dos aspectos patoldgicos das
infecgBes parasitarias de C. durissus de vida-livre e cativeiro, os nematodas mais
frequentes foram Rhabidias velardi e Kalichepalus inermis (Grego et al., 2004). Em
avaliacdo de nematodos de cascavéis encontradas mortas na natureza ou de cativeiro
procedentes de diferentes estados brasileiros, 80% dos parasitos foram ascarideos e 6,6%

foram Kalicephalus (Pinto et al, 2010).

Todos nematodos pulmonares encontrados foram fémeas pertencentes ao género
Serpentirhabdias. Esse género foi recentemente estabelecido por Tkach et al (2014) apds
avaliacdo filogenética, morfoldgica e bioldgica. Com a reclassificagdo, 14 espécies de
Rhabdias foram incluidas no novo género. Como o préprio nome sugere, espécimes de

Serpentirhabdias séo parasitos especificos de serpentes.

Silva et al (2007) relatou que em cascaveis de vida-livre, que tiveram morte

natural durante quarentena, a prevaléncia desses rabditdides pulmonares foi de 44%. A
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prevaléncia em cascavéis de cativeiro pode ser ainda maior, Silva et al (2001) por
exemplo relata prevaléncia de cerca de 70%.

N&o foram observadas lesdes pulmonares significativas nas serpentes parasitadas
pelos Serpentirhabdias sp. Esses fatos corroboram com Marcus (1981), ao dizer que as
lesBes quando presentes sdo discretas, e clinicamente as alteracfes sdo minimas ou
ausentes. Por outro lado, Mihalca et al (2010) relata lesGes como degeneracéo do epitélio
respiratorio e de masculo liso, necrose e obstrucdo associada a presenca intralesional

desses nematodos.

Os nematodos intestinais mais ferquentes foram representados pelo género
Kalicephalus. Dos sete animais parasitados por esses parasitos, quatro tinham K. inermis
inermis e trés tinham K. costatus costatus. N&o foi encontrado representantes das duas
espécies em uma mesma serpente, nesse sentido reforca-se a suspeita de que haja
competicédo por interferéncia entre elas, conforme sugerido por Anderson (2000). Em 56
serpentes de cativeiro, Kalicephalus sp. foi o nematodo mais prevalente com 25% de

representatividade (Souza et al, 2014).

N&o foram observadas lesdes intestinais associadas ao género Kalicephalus nesse
estudo. No entanto, autores relataram que esses parasitos causaram enterites tanto em
serpentes de vida-livre quanto de cativeiro (Grego et al, 2014). Os parasitos Kalicephalus
sdo os estrongilideos de maior importancia clinica em serpentes. A trasmissdo ocorre por
via oral e de forma percutdnea. Infec¢bes secundarias por bactérias Gram-negativas

podem ser desencadeadas devido lesdes ulcerativas (Jacobson, 2007).

6.4. Dados toxicoldgicos

Foram observadas diferentes concentracbes de metais pesados nas serpentes,
tendo o magnesio apresentado as maiores concentracdes (Tabela 2). Cadmio e chumbo
apresentaram diferencas significativas em suas concentracfes em funcdo do sexo e peso
das serpentes. Os machos apresentaram maiores concentragdes de metais quando

comparados com as fémeas, semelhante aos achados descritos por Frossard et al. (2017).

Os animais com peso acima de 596g (média de peso), também apresentaram

maior bioacumulacdo (Figura 43). Estudo experimental de Hopkins et al. (2001),



79

demonstrou que as presas possuem papel importante na bioacumulacdo de metais nas
serpentes e que o habito alimentar esta correlacionado diretamente na bioacumulagdo de
metais. Nesse sentido, o peso e a idade também sdo fatores que podem influenciar na
concentracdo de metais nas cascavéis. O fato de os machos apresentarem maiores
concentracdes de alguns metais nos tecidos pode estar associado ao peso, pois 0s machos
também tiveram média de peso significativamente maior que as fémeas (dado néo

apresentado).

Os resultados obtidos nas serpentes em funcdo das regibes apresentaram
diferentes concentragdes, com predominio de um ou mais elementos em uma
derterminada regido. A regido Oeste teve maiores niveis de Mg e Zn, enquanto o0 grupo
das Demais Regifes obteve mais concentracdo de Cd e Pb. A regido Metropolitana teve
valores intermediarios em trés desses quatro elementos (Figura 44). Apesar de ndo se
conhecer a interferéncia da vegetacdo no perfil de bioacumulacdo de metais, percebeu-se
que a regido Metropolitana possui transicdo de mata atlantica com cerrado, enguanto
Oeste de Minas possui predominio de cerrado e as Demais Regides predominio de mata
atlantica. Consequentemente, serpentes do cerrado (Oeste) apresentarm maiores niveis de
Mg e Zn, enquanto serpentes de mata atlantica (Demais Regides) demostraram maiores
niveis de Cd e Pb. Outro fator importante que necessita de maiores investigacdes, seria o
uso do solo nessas regides, principalmente pelo fato de que esses elementos séo

descartados no meio ambiente por interferéncia humana.

6.5. Dados hematologicos e bioquimicos

Os resultados hematoldgicos apontaram trés animais com concentracdo de
hemacias abaixo do valor de referéncia. Esses mesmos animais apresentaram volume
corpuscular médio aumentado, nesse caso, sustentando o diagnoéstico de anemia
regenerativa. Uma das serpentes tinha ascarideo gastrico, uma tinha Cryptosporidium sp.
e Hepatozoon sp. e outra ndo apresentou nenhuma alteracdo. Definir a causa de anemia
em répteis € dificil, uma vez que a reposicdo eritroide é lenta quando comparada aos
mamiferos (Jacobson, 2007). Nesse sentido, a anemia pode persistir e ser diagnosticada

sem associacao etioldgica.
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O volume globular esteve acima da referéncia em 52 animais. Esse achado
associado aos valores também acima de proteina e albumina nas serpentes, 52 e 49
respectivamente, sugere um diagnostico de desidratacdo. Esse quadro pode ser atribuido
ao transporte diurno desses animais durante o periodo de estudo, que envolveu meses
relativamente quentes. Leucocitose foi encontrada em 57 animais, principalmente
associada a heterofilia e monocitose. Esse resultado é compativel com a prevaléncia de

lesGes parasitarias granulomatosas.

Além de proteina e albumina sérica, a glicose também apresentou-se
frequentemente aumentada. Atribui-se a esse resultado, tanto a desidratagdo, mas
principalmente o estresse associado ao processo de captura. Os marcadores renais e
hepaticos ndo se apresentaram aumentados. Sendo assim, ndo houve diagndstico de
intoxicacdo por metais devido a auséncia de alteracfes bioquimicas e a falta de alteracoes
morfoldgicas nos tecidos hepatico e renal.

Considerando os dados hematoldgicos dos animais hemoparasitados, apenas uma
serpente apresentou anemia regenerativa. Além de Hepatozoon sp. também apresentava

colite necrotizante associada a Cryptosporidium sp.
7. CONSIDERACOES FINAIS

O estudo realizado demonstrou que as serpentes Crotalus durissus de vida-livre
no Estado de Minas Gerais estdo sujeitas a doencas de etiologias distintas, e que esses

animais podem servir como marcadores bioldgicos para os diferentes metais pesados.

No geral, a frequéncia de parasitos encontrados e as lesdes associadas aos
metazoarios ocorreu de forma semelhante ao descrito na literatura. O exame
microscopico mostrou-se fundamental para a realizacdo dos diagndsticos das lesdes
infecciosas ndo metazodarias. O pool de amostras de tecidos hepatico, renal e adiposo,
apontou ser eficiente para avaliacdo de metais pesados em cascavéis. Os resultados
hematoldgicos e bioquimicos, associados pricipalmente ao exame anatomo-patolégico,
confirmaram a importancia do uso de exames complementares e abordagem
multidisciplinar no diagndstico das doencas. Principalmente quando se trata de animais

sem histérico clinico. Importante ressaltar que todos os animais em estudo foram
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eutanasiados e apesar de alguns animais apresentarem niveis elevados de determinados

metais, nenhum foi diagnosticado com intoxicagé&o.

Quanto a observacao dos achados em funcdo da mesoregido, apenas 0s resultados
toxicologicos apresentaram-se estatisticamente significativos. Ainda assim, os resultados
dos diferentes exames realizados podem ser utilizados como referéncia para estudos

comparativos futuros.

Este tipo de pesquisa € uma ferramenta importante para o conhecimento e
acompanhamento da condi¢cdo sanitaria das serpentes pois permite conhecer a fauna
parasitaria, as doencas comuns e suas prevaléncias, a concentracdo natural de metais, e
por consequéncia, possiveis alteracbes ambientais que podem afetar a saude populacional

desses animais.
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Apéndice 1. Representacdo dos ranks gerados pelos testes de Mann-Whitney. Barras representam

média e erro padréo.
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Apéndice 2. Representacdo dos ranks gerados pelos testes de Kruskal-Wallis. Barras representam

média e erro padréo.



-51° -48°

-42°

92

s ESTADO DE MINAS GERAIS
: POPULACAO POR REGIOES

RESULTADO DO CENSO DE 2010
DEZEMBRO DE 2014

; DISTRITO
FEDERAL
16°

GOIAS

334.509

i
NOROESTE DE MINAS/_

3 v
" ALTO PARANAIBA
589.864

__SAopAuLo | 1}
Minas Gerals

W Mas de 6 270000

[ Entre 2.030.000 e 6270 000hab
[ Entre 1.280.000 e 2 030 00Chab

"1 Entre 330 000 & 1.280 000hab

l 100 ke
—p—

W
CENTRO-OESTE DE MINAS
987.765

s

( ESPIRITO -

BAHIA

1<: j

SANTO

-16°

-18°

1 200

« -22°

-48°

-45°

-42°

Anexo 1. Censo populacional de Minas Gerais por mesoregifes. A regido | Central que abrange a

regido metropolitana de Belo Horizonte, representada pelo maior nimero de serpentes recebidas,

também é a mais populosa demograficamente, com mais de 6 milhdes de habitantes. Fonte:

Estado de Minas Gerais e IGTEC, 2014.
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Anexo 2. Volume de chuva acumulada de 2020 e 2019 no estado de Minas Gerais. Os primeiros
meses de 2020, tiveram um volume de chuva de aproximadamente 10 vezes maior do que o
esperado para o periodo. Fonte: INMET, 2020.
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Anexo 3. Padrdes dos raios dorsais nos ramos terminais dos machos do género Kalicephalus.
Machos de K. inermis inermis possuem ramos terminais do raio dorsal do grupo V, e machos de
K. costatus costatus possuem ramos terminais do raio dorsal do grupo Ill. Fonte: SCHAD. 1962.



