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RESUMO

A pesquisa teve como objetivo desenvolver um método eficiente de coleta e
caracterizacdo de sémen de serpentes mantidas em cativeiro, contribuindo para a
conservacdo de espécies ameacadas. Foram utilizados 15 machos de serpentes
mantidos em zool6gicos no estado da Paraiba. Foram avaliados parametros fisicos,
como coloracgédo e aspecto; quimicos, como pH; e microscopicos, incluindo motilidade,
vigor, concentracao e morfologia espermatica. O método apresentou alta eficacia, com
resultados positivos mesmo em espécies de musculatura densa, ampliando o
entendimento sobre suas peculiaridades reprodutivas. Os espermatozoides
analisados mostraram alta qualidade, com motilidade progressiva acima de 70% em
grande parte das amostras e elevada porcentagem de células normais. Os resultados
reforcam a importancia do manejo adequado e da aplicacdo de biotecnologias na
reproducéo assistida e conservacdo das espécies. Este trabalho fornece subsidios
para aprimorar técnicas reprodutivas, uma vez que ele detalha um novo método de
coleta seminal para serpentes que pode ser utilizado na preservacao in situ e ex situ,
destacando o papel essencial da ciéncia na mitigagcdo dos impactos das atividades
humanas sobre a fauna silvestre.

Palavras-Chave: gametas; germoplasma; Squamata; reproducao; répteis.



ABSTRACT

The research aimed to develop an efficient method for collecting and characterizing
semen from snakes kept in captivity, contributing to the conservation of endangered
species. Fifteen male snakes housed in zoos in the state of Paraiba were used.
Physical parameters such as color and appearance, chemical parameters such as pH,
and microscopic parameters including motility, vigor, concentration, and sperm
morphology were evaluated. The method demonstrated high efficacy, yielding positive
results even in species with dense musculature, expanding the understanding of their
reproductive peculiarities. The analyzed spermatozoa showed high quality, with
progressive motility above 70% in most samples and a high percentage of normal cells.
The results reinforce the importance of proper management and the application of
biotechnologies in assisted reproduction and species conservation. This study
provides valuable insights for improving reproductive techniques, as it details a new
semen collection method for snakes that can be used in both in situ and ex situ
conservation, highlighting the essential role of science in mitigating the impacts of
human activities on wildlife.

Keywords: gametes; germoplasm; Squamata; reproduction; reptiles.
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1 INTRODUCAO

As serpentes sdo animais cujo corpo é coberto de escamas e que, portanto,
pertencem a ordem Squamata, e sdo da subordem Ophidia, que de forma geral,
podem ser caracterizadas pela perda de patas. Estes animais se encontram dispersos
por diversas regides do globo, com excecado das regides dos polos, e havendo
preferéncia por regides temperadas e tropicais. Essa preferéncia se deve ao fato de
serem animais ectotérmicos e, portanto, dependerem da temperatura ambiental para
regular suas atividades fisiol6gicas. As espécies de serpentes adaptaram-se a uma
ampla variedade de ambientes e ecossistemas, apresentado habitos terrestres,
fossoriais, saxicolas, arboricolas, pantanosos ou aquaticos (Grego et al., 2014).

Devido a grande heterogeneidade ambiental e ecossistémica do Brasil, além
de suas dimensfes continentais, o pais abriga uma expressiva diversidade de
espécies, com aproximadamente 10 familias, 81 géneros e 430 espécies, onde as
regibes Norte e Nordeste sdo aquelas mais ricas em espécies e subespécies de
serpentes (Grego et al., 2014; Costa et al., 2021). Apesar da grande diversidade de
espécies existentes no Brasil, as serpentes apresentam um visivel declinio de suas
populacdes, sendo ele relacionado com o aumento da expansdao humana e do
agronegocio, bem como do trafico de animais. Outro fator relevante, é a sensibilidade
gue estes seres podem causar no ser humano, podendo gerar medo e 6dio, o que
contribui para a morte indiscriminada destas espécies (Mendes, 2018).

Dados os problemas relacionados a conservacéo da fauna nativa, a criacédo de
animais em cativeiro surge como uma importante ferramenta para a conservacao de
diversas espécies. No entanto, ainda existem inUmeras lacunas de informacdes
essenciais para a manutencao desses animais em cativeiro, especialmente no que se
refere ao seu comportamento, nutricdo, fisiologia e, principalmente, reproducéo
(Pizzutto et al., 2021). As serpentes destacam-se para ilustrar essa problematica, uma
vez que, ainda que sua criacdo em cativeiro venha se intensificando, seja para o
mercado pet ou para fins de pesquisa, a sua reproducao ainda enfrenta desafios, que
vao desde a auséncia de reproducado até uma consideravel ineficiéncia resultante da
reducdo no numero de filhotes obtidos (Zacariotti et al., 2010).

Nesse contexto, o uso de biotécnicas da reproducdo podem contribuir

significativamente para a manutencao e o aumento do numero de individuos mantidos
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sob cuidados humanos, bem como auxiliar no gerenciamento genético das
populacdes (Zacariotti et al., 2010; Pizzutto et al., 2021). Diversas biotécnicas sao
utilizadas na reproducdo assistida de animais selvagens, podendo ser citadas a
colheita, avaliagcéo e criopreservacdo seminal, a inseminacéao artificial, fertilizacao in
vitro e transferéncia de embrides (Silva, 2014). Apesar dos avancos, o uso de
reproducdo assistida em répteis ainda apresenta desafios significativos quando
comparado a outros grupos de animais (Zacariotti et al., 2010). Nesse taxon, a coleta
seminal € uma ferramenta essencial para a aplicacdo de biotécnicas reprodutivas,
como por exemplo, a inseminacao artificial.

Um dos métodos utilizado para a coleta de sémen em serpentes € descrito por
Zacariotti et al., (2007), gue consiste em uma combinagcao de massagens no terco final
do corpo do animal e a aplicacdo de anestesia local na regido cloacal. Contudo, esse
procedimento € mais adequado para espécies peconhentas, como a cascavel e a
jararaca, ou para constritoras com musculatura menos densa, como observado nas
cobras-do-milho (Silva, 2022). J& para serpentes com musculatura mais densa, Silva
(2022) aponta que ha dificuldade significativa para coletar o sémen, resultando muitas
vezes em descargas cloacais, 0 que acaba por inviabilizar a colheita de material
gameético.

Para superar essa limitacdo, novas pesquisas sdo necessarias para adaptar ou
desenvolver métodos eficazes de coleta seminal em serpentes. A obtencdo bem-
sucedida de células gaméticas pode beneficiar tanto a reproducdo em cativeiro e o
desenvolvimento do mercado de pets ndo convencionais, quanto a conservagao de
espécies ameacadas, tanto in situ quanto ex situ. Ainda, se faz necesséaria a
caracterizacdo do ejaculado dessas espécies, visando criar abordagens mais
adequadas para a correta avaliacao e criopreservacao de amostras, portanto, o atual
trabalho, visa estabelecer um novo método de coleta seminal eficaz para diversas

espécies de serpentes.

2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Diminuicao da biodiversidade

O Brasil é reconhecido como um dos paises com maior biodiversidade de fauna
e flora no mundo. No entanto, essa riqueza bioldégica vem diminuindo de forma
evidente devido a diversos fatores, sendo o desmatamento o principal deles. Esse

processo é altamente acentuado no Brasil, e provoca grandes alteracdes nas
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paisagens naturais, ja que a vegetacdo derrubada geralmente cede espago as
monoculturas extensivas, com a plantacdo de grdos e pastagens destinadas a
producdo agropecuaria (Mittermeier et al., 2005).

A perda de biodiversidade € um problema em escala global, e que vem sendo
descrito como a sexta grande extingio em massa do planeta. No entanto,
diferentemente das extingbes anteriores, esta se destaca por ser amplamente
influenciada pela acdo antropica. E importante ressaltar que as extingdes naturais de
espécies ocorrem ha milhares de anos, em sua maioria devido a mudangas nos
ambientes causadas por fatores naturais, que geralmente acontecem de forma
gradual, permitindo que os individuos se adaptem, haja especiacdo e sobrevivam.
Entretanto, na época do Antropoceno, as mudancas tornaram-se cada vez mais
bruscas e rapidas, dificultando a adaptacdo das espécies e, consequentemente,
levando muitas a extingdo (Mega, 2024).

A perda da biodiversidade nédo afeta apenas a fauna e a flora, mas também
impacta significativamente a vida humana, ja que essa crise compromete diversos
servigcos ecossistémicos, como a polinizacéo e a purificacdo da agua (Ceballos et al.,
2015). Uma das formas que é utilizada para quantificar o nimero de espécies que
correm risco de extingao se trata da Lista Vermelha de Espécies Ameacadas, que foi
criada em 1964 pela Uniao Internacional Para a Conservacao da Natureza (IUCN). A
lista € utilizada como um indicador da biodiversidade mundial e como é uma
ferramenta para aumentar o alcance de informacdes acerca das espécies e
populacdes. De acordo com a IUCN, o niumero atual de espécies de animais que
correm risco de extingdo € de cerca de 46.300, sendo este um namero que tende a
aumentar ao longo dos anos (IUCN, 2025).

Diversos fatores contribuem para a aceleracéo da crise da biodiversidade. Diniz
(2017) classifica essas causas em duas formas principais: direta e indireta. Na forma
direta, o alvo principal sdo os animais e seus subprodutos, destacando-se a caca de
subsisténcia ou esportiva, o trafico e a captura ilegal de animais. Ja a forma indireta
ocorre devido a disturbios ambientais que, embora ndo tenham como objetivo atingir
diretamente as espécies selvagens, acabam impactando sua sobrevivéncia. Isso
resulta, frequentemente, na remogao dos animais de seu habitat natural ou em sua
morte, geralmente causadas pela perda e degradacéo de habitats, expansdo humana

e construcdo de estradas e rodovias.
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O trafico de fauna silvestres no Brasil € amplamente difundido, e esta
relacionado com a exploracao irregular de animais. Dentre elas, estdo a captura,
transporte, comercializacdo e compra de animais ou parte de animais, que
consequentemente gera impactos ao meio ambiente. Adicionalmente, as praticas
empregadas no trafico de animais silvestres, tendem a ser precarias e cruéis, uma vez
gue, muitos sdo enviados de forma irregular o que lhes conferem danos a sua
integridade fisica e podem culminar na sua morte. Atualmente, o trafico de animais
silvestres € a terceira prética ilegal mais rentavel do mundo, ficando atras apenas do
tradfico de drogas e armas, e assim como foi citado anteriormente, a taxa de
mortalidade dos animais traficados € alta, levando-se em conta de que apenas 10%
dos animais chegam vivos ao seu destino final (Nassaro, 2010).

Como exemplo de atividade antrépica que interfere na biodiversidade, pode-se
citar a construcdo de novas estradas e rodovias. Essas infraestruturas frequentemente
cortam fragmentos de matas, forcando muitos animais a atravessa-las para migrar de
um fragmento para outro, o que resulta em atropelamentos, ocasionando mutilacdes
ou morte, especialmente de animais de movimentacdo lenta como preguicas e
serpentes de grande porte. De acordo com o Centro Brasileiro de Ecologia de
Estradas, cerca de 15 animais sdo atropelados a cada segundo, totalizando 1,3
milhdes por dia e cerca de 475 milhdes por ano (ICMBio, 2014). Além disso, as
estradas provocam varios problemas para a fauna, pois alteram comportamentos,
facilitam a introducdo de espécies exéticas e isolam populacdes em areas menores.
Isso aumenta as taxas de endogamia e reduz a adaptabilidade das espécies (Abrantes
et al., 2018).

2.2 Caracteristicas das serpentes

As serpentes apresentam corpo alongado e recoberto de escamas e com
auséncia de membros anteriores e inferiores, podendo em algumas espécies
apresentarem espordes, que para alguns pesquisadores tratam-se de membros
vestigiais (Fraga, 2014). As serpentes sédo predadores, que devido a auséncia de
audicdo e membros locomotores, e baixa visdo (exceto as serpentes arboricolas),
acabaram desenvolvendo outros sentidos, como o olfato, onde as mesmas utilizam da
lingua bifurcada para captar as moléculas de odor do ambiente e as transfere para o
orgao de Jacobson, fazendo com que o animal consiga sentir o cheiro de suas presas,

alguns animais apresentam fosseta loreal (Viperidae) e labial (Boidae), que funcionam
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como receptores de calor, que por sua vez, auxiliam esses animais a encontrar a
localizacdo de suas presas e capturarem (Bernade, 2012).

As serpentes apresentam diferentes tipos de denticdo e formas de capturarem
e abaterem suas presas, sendo encontradas quatro tipos de denticbes que se
diferenciam em tamanho e na presencga ou auséncia de sulcos por onde a peconha
escorre, sendo elas, a denticdo Solendglifa, encontradas nas serpentes da familia
Viperidae, nesse tipo denticdo a presa inoculadora de peconha se localiza na regiédo
anterior da boca, € grande, oca e movel e possui sulco por onde a peconha escorre,
na denticdo proteréglifa, as serpentes apresentam presas inoculadores de peconhas
na regido anterior da boca, sendo essas presas pequenas, ocas e imoveis, esse tipo
de denticdo encontrada em algumas serpentes da familia Colubridae, o outro tipo de
denticdo é a opistoglifa, onde as presas se localizam na regido posterior da boca,
apresenta tamanho pequeno, também apresenta sulco e € imével, por fim, encontra-
se a denticdo do tipo aglifa, onde os dentes sdo macicos e auséncia de sulcos para
escorrer peconha, comumente encontrada em serpentes da familia Boidae e
Phytonidae, que por sua vez matam suas presas por constricdo, e por esses motivos
estes animais apresentam uma maior densidade muscular, quando comparada com

as outras familias (Albuquerque, 2022).

2.3 Sistema reprodutor de serpentes

Devido a morfologia alongada apresentada pelas serpentes, 0S seus corpos
apresentam adaptacbes, com Orgaos pares podendo apresentar assimetrias
morfoldgicas, e 6rgaos direitos mais craniais que os esquerdos. O sistema reprodutor
dos machos encontra-se na cavidade celomatica entre a vesicula biliar e os rins, e é
composto por dois testiculos recobertos tecido conjuntivo, partindo dos testiculos tem-
se o epididimo e a seguir os ductos deferentes se ligam a papila genital, que pode ser
avistada na regido da cloaca, proximo a regidao do sulco espermatico. O 6rgao
copulatério das serpentes é denominado como hemipénis, possui nimero par, formato
variado de acordo com a espécie (Figura 1) e mantem-se invaginado na regido da
cauda. Trata-se de um oOrgao retratil, que é externalizado antes do coito, e que quando
exposto apresenta espiculas que sao utilizadas para a fixacdo e estimulo da fémea
durante a cépula (Zacariotti et al., 2007; Silva, 2012; Grego et al., 2014).
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Legenda: A: Hemipénis de Corn snake (P. guttatus), B: Hemipénis de Jibdia (B. constrictor), C:
Hemipénis de Cascavel (C. durissus), D: Hemipénis de Piton Birmanesa (P. morulus bivittatus).
Fotos: Gabriel Barreto Pinto (2024).

As fémeas também possuem adaptacBes do seu sistema reprodutivo,
possuindo duas vaginas ligadas a ovidutos alongados, paralelos, mas assimétricos,
com o direito sendo mais longo que o esquerdo. Essas estruturas levam aos ovarios,
gue sao difusos e assim como os testiculos, encontram-se entre a vesicula biliar e os
rins. O Utero das serpentes € o local onde os embrides se desenvolvem, possuindo
camaras onde os ovos sdo produzidos ou, no caso das espécies viviparas, 0S
embrides permanecem durante a gestacao (Pizzatto et al., 2006; Zacariotti et al., 2007;
Silva, 2012; Grego et al., 2014).

Em algumas espécies, ha uma regido denominada Utero posterior, que se
localiza na por¢ao uterina anterior a vagina, em formato alongado e nao pregueado, e
que se contrai apos a copula e dilata-se durante a prenhez. E devido a esta contrag&o
gue as fémeas conseguem reter e estocar espermatozoides (Pizzatto et al., 2006).
Eles sdo armazenados neste espaco até serem liberados para fertilizar os ovos
internamente. Esse método de reproducdo separa a transferéncia de esperma da
fertilizacao propriamente dita, permitindo que os gametas masculinos fertilizem em um
momento e local favoraveis ao desenvolvimento dos embrides. A assincronia que

ocorre entre a vitelogénese e a fertilizagdo promove esse tipo de estocagem de
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esperma em viperideos, a exemplo das serpentes do género Crotalus e Bothrops
(Almeida-Santos, 2005).

2.4 Reproducao das serpentes

As serpentes sdo animais de habitos solitarios, e se encontram unicamente
durante o periodo reprodutivo, onde os machos buscam as fémeas dispersas no
ambiente através de feromoénios exalados por elas (Zacariotti et al., 2010; Grego et
al., 2014). Os individuos ndo apresentam dimorfismo sexual aparente, uma vez que
seus Orgaos reprodutivos se encontram na cavidade celoméatica. Apesar disso,
algumas serpentes apresentam diferencas sutis entre os sexos, a exemplo de
diferentes tamanhos corporais, discretas variacbes na coloracdo e no tamanho da
cauda (Pizzatto et al.,, 2007). Em relacdo aos filhotes, ha a possibilidade de se
desenvolverem por oviparidade ou viviparidade. No primeiro caso, os filhotes se
desenvolvem externamente ao corpo da mae, por meio da deposicdo dos ovos no
meio ambiente. Ja no segundo método, os filhotes se desenvolvem internamente ao
corpo da fémea (Pizzatto et al., 2007; Silva, 2012; Grego et al., 2014; Reis, 2016).

As serpentes apresentam sazonalidade reprodutiva, sendo esse um processo
fisiolégico adaptativo que restringe a reproducdo a um periodo especifico do ano e
gue garante que a cOpula e 0 nascimento ocorram em condi¢cdes favoraveis a
sobrevivéncia dos filhotes (Toazza, 2018). A sazonalidade reprodutiva das serpentes
esta associada a diversos fatores ambientais, 0s quais variam entre as espécies, como
temperatura, umidade relativa, fotoperiodo e disponibilidade de alimento, (Lima et al.,
2019). A reproducéao se inicia com o aumento da alimentacéo e aquisicéo de energia,
sendo o custo energético da reproducdo mais acentuado para as fémeas, uma vez
gue elas necessitam mobilizar suas reservas de gordura para a vitelogénese (Quadro
1). A vitelogénese pode ser dividida em dois tipos: Primaria — caracterizada por
foliculos em tamanho reduzido e transparente; e a Secundaria — que se distingue em

foliculos aumentados e com coloracao esbranquicada ou amarelada.
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Quadro 1 - Fases da vitelogénese.

Fase inicial, onde os estrogenos estimulam o figado a converter as

Fase 1 reservas lipidicas na proteina vitelogenina (Lima et al., 2019).

Fase 2 Transporte da vitelogenina para os ovarios (Lima et al., 2019).

Incorporacéo da vitelogenina aos 6vulos em desenvolvimento, em
Fase 3 seguida transformara em vitelo e iniciara seu crescimento e
acumular nutrientes (Pizzatto et al., 2006)

Ap0s o acumulo de vitelo, o 6vulo aumenta de tamanho, ficando
Fase 4 pronto para receber a fertilizacdo e em seguida iniciar o
desenvolvimento do embrido (Pizzatto et al., 2006)

Quanto a espermatogénese das serpentes, pode ser classificada como
continua quando o animal mantém a producdo espermatica 0 ano inteiro, ou
descontinua (sazonal), onde o animal produz espermatozoides de forma restrita a
determinadas épocas do ano (Pizzatto et al.,, 2006). Nas serpentes cuja
espermatogénese apresenta sazonalidade, a mesma pode ser classificada como pré-
nupcial, onde os espermatozoides sdo produzidos anteriormente a época de
acasalamento, ou pode ser pdés-nupcial, quando a producédo dos gametas masculinos
€ realizada posteriormente a época de coOpula e os machos necessitam estocar 0s
gametas até o acasalamento (Saint-Girons, 1982; Seigel & Ford, 1987 apud Pizzatto
et al., 2006).

Para as espécies assincronas, ha o armazenamento de espermatozoides tanto
pelos machos, quanto pelas fémeas, sendo esta tatica comumente observadas em
viperidae. Apesar disso, este mecanismo evoluiu de forma convergente para os mais
diversos grupos de serpentes, constituindo uma tatica bioldgica eficaz, e que garante
gue os machos consigam copular ap6s longos periodos. Esse € uma estratégia mais
evidente e importante em serpentes que habitam regifes temperadas, uma vez que
elas tendem a passar por periodos de hibernacéo (Carvalho et al., 2024).

Durante o periodo reprodutivo, os machos sao atraidos pelas trilhas de
feromonios liberados pelas fémeas no ambiente. Eles sdo produzidos durante a
vitelogénese, sendo esses feroménios derivados de substancias associadas a
vitelogenina (Zacariotti, 2010; Grego et al., 2014). Nessa fase, em algumas espécies
de serpentes, observa-se frequentemente o comportamento de "danca combate” entre
machos, que disputam pela oportunidade de copular com a fémea. O macho vencedor

inicia o comportamento de corte, que varia entre as espécies, estimulando a fémea
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com toques para verificar sua receptividade. Em boideos e pitonideos, os machos
utilizam espordes para intensificar os estimulos tateis nas fémeas para realizar a
copula (Figura 2). Se a fémea estiver receptiva, a cdpula ocorre, com duracgao variavel
de acordo com a espécie.

Outro aspecto importante é a ocorréncia de cruzamentos poliandricos em
algumas espécies, resultando em ninhadas com filhotes de diferentes pais, 0 que
contribui para a diversidade genética dentro da populacdo. (Pizzatto et al., 2006;
Zacariotti et al., 2010; Fraga, 2013; Grego et al., 2014). Apés a cédpula, a fecundacéo
geralmente ocorre algumas horas depois. Em certas espécies, as fémeas podem
armazenar espermatozoides por anos no Utero posterior, mantendo o material seminal
viavel para futuras reproducfes. De acordo com Fraga (2013) e Lima et al. (2019),
essa estrutura anatdmica, anteriormente mencionada no texto, é denominada

espermoteca.

Figura 2 — Espordo de macho da espécie Piton Birmanesa (Python morulus
bivittatus

Fonte: Arquivo pessoal (2022).
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De acordo com Lima et al., (2019) o tempo médio de gestacdo e nascimento
dos filhotes e postura dos ovos também é variavel (4 a 6 meses) de acordo com as
espécies. Nas espécies viviparas, os filhotes podem ser expelidos em pequenos
grupos ou de forma individual, podendo estar envoltos ou ndo pelo saco amniético.
Durante o parto, os foliculos ndo fecundados também s&o expelidos, e em alguns
casos, como nos bhoideos, as fémeas podem se alimentar deles (Lima et al., 2019).
Apdés 0 nascimento ou eclosédo dos ovos, os filhotes estdo prontos para a vida livre,

uma vez que as serpentes nao apresentam cuidados parentais (Lima et al., 2019).

2.5 Desafios da aplicacéo de biotecnologias da reproducdo em animais

silvestres

As aplicacbes de biotecnologias de reproducdo, amplamente observadas na
criacdo de animais domeésticos, ainda ndo estdo plenamente desenvolvidas no
contexto da manutencao de animais silvestres (Pizzatto et al. 2021). Apesar disso,
representam uma ferramenta extremamente Util, pois auxiliam na preservacdo da
diversidade genética, tanto de animais mantidos sob cuidados humanos quanto de
animais em vida livre.

A aplicacdo dessas técnicas ainda enfrenta desafios que limitam sua
implementacdo. Entre estes destaca-se a diversidade de espécies animais, ja que
cada uma possui particularidades anatdmicas, fisioldgicas e comportamentais. Essas
especificidades dificultam a escolha e o0 sucesso das biotécnicas, impedindo muitas
vezes a padronizacao de protocolos. Como apontado por Pizzutto et al. (2021), ainda
h& uma grande caréncia de informac6es sobre essas particularidades, que resultaram
de adaptacdes evolutivas necessarias para a sobrevivéncia em diferentes ambientes.
Muitas dessas adaptacfes estdo diretamente relacionadas a influéncia seletiva do
meio ambiente, sendo observadas tanto em animais de vida livre quanto em cativeiro.

O uso de biotécnicas representa uma ferramenta eficaz para a conservacgéao e
perpetuacdo das espécies, tanto em condi¢des in situ quanto ex situ. No entanto, o
desenvolvimento e a aplicacdo dessas técnicas enfrentam desafios devido a
complexidade dos processos reprodutivos, que incluem o entendimento em separado
da processos como a gametogénese, fertilizacdo, desenvolvimento embrionario, além
de fatores enddcrinos e comportamentais. Essas informac¢des sdo fundamentais para

0 avango e a criacao de novas biotécnicas reprodutivas (Comizzoli et al., 2019). Para
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muitas espécies, ainda ha poucos estudos acerca da eficiéncia do uso de
determinadas técnicas, além de um baixo investimento nesse ramo da ciéncia. O que
se tém é material genético de pouquissimas espécies armazenadas em bancos de
germoplasma, e apesar de ser uma maneira eficaz de proteger a vastiddo da
diversidade animal, ainda se mostra insuficiente insuficiente (Pizzutto et al., 2021).

2.6 Métodos de coleta seminal em serpentes

O uso de biotecnologias em serpentes ainda € pouco documentado, o que
acaba dificultando seu desenvolvimento. No entanto, estudos acerca da biologia
reprodutiva desses animais, vem trazendo a tona métodos que auxiliem na coleta de
material gamético, para que por sua vez seja utilizado em biotécnicas que auxiliem na
conservacgao desses animais.

Diversos sdo métodos de coleta seminais, sendo mais comumente utilizado o
método desenvolvido por Mengden et al. (1980), que consiste na massagem
interdigital do terco médio-final na regido ventral do animal, afim de propiciar o
relaxamento da musculatura do animal e a regido cloacal para coleta seminal.
Entretanto, a técnica em si ndo é tao eficiente para serpentes com densidade
muscular. Zacariotti et al., (2007), adaptaram a técnica desenvolvida por Mengden et
al. (1980), onde os mesmo associaram as massagens interdigitais na regiao ventral
do animal, com a aplicacédo e Lidocaina (15mg/kg) ao redor da cloaca, com a finalidade
de aumentar o relaxamento da regido cloacal, sendo este método eficaz para
serpentes com menor densidade muscular, como os viperidae. Quanto aos animais
cuja musculatura é mais desenvolvida, a exemplo das jiboias, este método costuma
resultar na liberacdo de conteudo fecal (Tourmente et al., 2007; Silva, 2022).

Tourmente et al., (2007), descreveram outro método de coleta seminal para
serpentes. Este consistiu na friccdo da base do hemipénis do animal com uma sonda
de plastico de 1,5mm de diametro inserida na abertura cloacal em movimentos para
frente e para trds. Desta forma, obtiveram a eversdo do hemipénis e em seguida a
ejaculacdo. Os autores apontaram que com este método as amostras tiveram sua
contaminacgao reduzida, uma vez que nao ha estimulo das glandulas anais, que por
sua vez reduz as chances de liberagéo de excretas.

O uso do eletroejaculador também é descrito na literatura, e consiste no uso de
um aparelho que emite pulsos elétricos na regido cloacal. Esta técnica ja foi utilizada

por Quinn et al., (1989) em uma serpente da espécie Thamnophis marcianus, onde
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foi utilizado o eletroejaculador, e em seguida realizaram a massagem interdigital no
terco final do animal com a finalidade de expelir o sémen Apesar de terem obtido
sucesso na coleta, o material acabou sendo contaminado por urato, o que inviabilizou
0 uso das amostras.

Outro método utilizado é o descrito por Tavares-Bastos et al., (2024) e Carvalho
et al., (2024), onde foi realizada a coleta pds-morte apds a eutanasia dos individuos e
coleta de material diretamente dos epididimos.

Assim como a coleta seminal, a utilizacdo e disponibilidades de meios de
diluicdo seminal especificos para serpentes sado escassos. Entretanto, € possivel
encontrar na literatura meios que podem ser facilmente encontrados e utilizados para
serpentes, como os meios de cultivo celular M199 e Ham’s F-10 indicados por
Zacariotti (2008), bem como solugéo salina tamponada com fosfato (PBS) utilizada
por Tourmente e colaboradores (2007).

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Estabelecer um método eficiente para a coleta e caracterizacdo seminal em
serpentes de diferentes espécies mantidas em zooldgicos da Paraiba.
3.2 Objetivos especificos
e Viabilizar um método de coleta seminal eficaz para diversas espécies de
serpentes;
e Determinar caracteristicas seminais fisicas e quimicas dos ejaculados obtidos,
tais quais coloracédo, aspecto e pH;
e Determinar caracteristicas microscopicas motilidade, vigor, concentracao e as

patologias espermaticas.

4 MATERIAL E METODOS
4.1 Local e animais

Os plantéis utilizados no estudo eram compostos por individuos mantidos em
cativeiro em dois zooldgicos do estado da Paraiba. O primeiro, o Zoolégico Museu
Vivo dos Répteis da Caatinga, esta situado na Zona Rural do municipio de Puxinana
e se dedica a conservacéo e ao estudo da herpetofauna, especialmente de espécies

nativas da Caatinga. O segundo, o Parque Zoobotanico Arruda Camara (BICA),
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localizado em Jodo Pessoa, capital do estado, é uma unidade de conservacao que
abriga diversas espécies da fauna silvestre, além de desenvolver atividades de
pesquisa e educacdo ambiental.As avaliacdes de concentracdo e morfologia foram
realizadas no Laboratorio de Estudos de Conservacdo de Animais Selvagens
(LECAS) da Universidade Federal da Paraiba, Campus Il, no Centro de Ciéncias
Agrarias em Areia, Paraiba.

Foram utilizados 15 machos de serpentes disponiveis em cativeiro de
zoolégicos da Paraiba, pertencentes a quatro familias distintas, sendo elas Boidae de
espécies como Jiboia (Boa constrictor constrictor Linnaeus, 1758) (2 individuos),
Jibdia arco-iris da caatinga (Epicrates assisi Machado, 1945) (1 individuo), Colubridae,
de espécies como Cobra-do-milho (Pantherophis guttatus (Linnaeus, 1766)) (6
individuos), King-snake (Lampropeltis spp.) (2 individuos), Caninana (Spilotes pullatus
pullatus (Linnaeus, 1758)) (1 individuo), Viperidae como a Cascavel (Crotalus durissus
cascavella Wagler in Spix, 1824) (2 individuos) e Pythonidae como a Piton birmanesa
(Python molurus bivittatus (Kuhl, 1820)) (1 individuo) conforme mostrado na figura 1.
Na tabela 1 encontram-se dados referentes as espécies utilizadas, como dentigcéo,

status de conservacao e interesse comercial.
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Tabela 1 — Informagfes sobre as espécies utilizadas

Espécie Nativa ou Denticao Status de Interesse
Exética conservacao comercial
Corn snake Exética Aglifa Pouco N&o, venda
preocupante proibida no
(IUCN, 2015) Brasil
King snake Exética Aglifa Pouco Sim
preocupante
(IUCN, 2016)
Jiboia Nativa Aglifa Pouco Sim
preocupante
(IUCN, 2014)
Cascavel Nativa Solendglifa Pouco Sim (Medicina)
preocupante
(IUCN, 2015)
Jiboia arco-iris Nativa Aglifa Pouco Sim
da Caatinga preocupante
(IUCN, 2012)
Caninana Nativa Aglifa Pouco Sim
preocupante
(IUCN, 2015)
Piton Exoética Aglifa Vlneravel Sim
Birmanesa (IUCN, 2011)




28

Figura 3 — Serpentes nas quais foram realizadas as coletas de material.
4 (7
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Legenda: A: B. constrictor, B: E. assisi, C: P. guttatus, D: Lampropeltis sp., E: S. pullatus, F:
C. durissus, G: P. morulus bivittatus.

Fotos: Arquivo pessoal & Gabriel Barreto Pinto (2024).

4.2 Coleta Seminal

As coletas seminais foram realizadas durante exames de rotinas dos animais,

tendo acompanhamento dos veterinarios e técnicos responsaveis pelos animais.
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A coleta seminal seguiu o método descrito por Mengden et al. (1980) e
adaptado por Zacariotti et al. (2007). Inicialmente, os animais foram pesados para
garantir a dosagem correta da lidocaina a 1% (15 mg/kg) (Tabela 2). Em seguida,
foram contidos em tubos de acrilico (Figura 4) para facilitar o manejo durante o
procedimento.

Posteriormente, a regido cloacal foi higienizada com alcool 70% para remover
impurezas, garantindo a assepsia do local. A anestesia local foi administrada por meio
da aplicacdo subcuténea de lidocaina a 1% em quatro pontos ao redor da cloaca,
utilizando seringa e agulha hipodérmica. Essa técnica teve como objetivo promover o
relaxamento da musculatura e facilitar a obtencdo da amostra.

Apés um periodo de espera de 15 minutos para permitir a acdo completa do
anestésico, os animais foram novamente contidos, e uma massagem foi aplicada no
terco final do corpo (Figura 4). Durante a massagem, um tubo do tipo Eppendorf® foi
posicionado lateralmente a cloaca para realizar a coleta do sémen, que foi entdo
armazenado para andlises subsequentes. No entanto, apds a realizacdo de testes
piloto, identificaram-se algumas dificuldades no método de coleta seminal, o que levou
a necessidade de adaptacdes para garantir o sucesso do procedimento. As

modificagOes realizadas estao detalhadas na se¢ao de discusséo deste trabalho.

em e coleta seminal.

Figura 4 — Contencdo, massag

Legenda: A: Animal contido em tubo de acrilico; B: Massagem para coleta seminal, setas
indicam a direcdo que a massagem deve ser realizada; C: Insercdo de capilar para coleta seminal

Foto: Arquivo pessoal & Gabriel Barreto Pinto & Joyce Kamilly (2024)

Apés a colheita, os animais foram mantidos em observacdo, uma vez que
alguns individuos apresentaram exposi¢cdo do hemipénis durante o procedimento.
Nesses casos, 0s animais foram colocados em caixas plasticas com agua fria até que

o hemipénis retornasse a sua posi¢cdo anatdémica interna.
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Tabela 2 - Dados dos animais (Local, tamanho peso e dose de lidocaina
utilizada).

Animal Local Ta?g?nn)ho Peso (Kg)* Dose Lidocaina (mL)*
Corn Snake 01 PZAC 110cm 0,28 0,2

Pantherophis guttatus

Corn Snake 02
Pantherophis guttatus PZAC 125cm 0.4 0.3
Corn Snake 03
Pantherophis guttatus
Corn Snake 04
Pantherophis guttatus PZAC 98 cm 0.25 0.1
Corn Snake 05
Pantherophis guttatus

Corn Snake 06
Pantherophis guttatus PZAC 112cm 0,29 0,2

PZAC 100 cm 0,25 0,2

PZAC 112cm 0,30 0,2

King Snake Albina PZAC 110 cm 0.45 0.3
Lampropeltis getula ’ '
King Snake Hibrida MVRC 137cm 0.70 0.5
Lampropeltis sp. ’ ’
Jiboia BICA PZAC 162 cm 26 29
Boa constrictor ! !
Jiblia Repteis da Caatinga MVRC 160 cm 1.9 14
Boa constrictor ’ ’
Cascavel BICA 160 cm
Crotalus durissus PZAC 9.4 0.7
Cascavel Répteis da Caatinga MVRC 138 cm 3.0 29
Crotalus durissus ’ ’
Caninana 210 cm
Spilotes pullatus MVRC 2,5 1.8
Jiboia Arco-iris da Caatinga MVRC 102 cm 0.47 0.3
Epicrates chenchria assisi ’ ’
Piton Birmanesa PZAC 312 cm 17.0 12,7

Python morulus bivittatus

PZAC - Parque Zoobotanico Arruda Camara (BICA); MVRC - Museu Vivo dos Répteis da Caatinga; *
Peso e doses com valores arredondados em duas e uma casa decimal respectivamente

4.3 Andlise seminal

A metodologia empregada para a analise das caracteristicas fisicas e
microscopicas do sémen seguiu as diretrizes estabelecidas no Manual para Exame
Andrologico e Avaliacdo do Sémen Animal, publicado pelo Colégio Brasileiro de
Reproducédo Animal (CBRA, 2013).
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4.3.1 Avaliacao das caracteristicas fisicas do ejaculado

| - Cor: Foi realizada de forma subjetiva por observacao direta, e classificada
entre esbranquicado (coloracdo mais clara), branco, marfim, acinzentado até
amarelado (coloragéo mais escura).

Il - Aspecto: Foi realizada de forma subjetiva por observacéo direta, sendo

classificada dentro dos parametros de aquosa, leitosa, cremosa, gelatinosa ou serosa.

4.3.2 Avaliacao das caracteristicas quimicas do ejaculado

O pH foi avaliado imediatamente apos a coleta com auxilio de fita de aferigéo
de pH (Figura 7), seguindo as recomendacOes do fabricante, onde amostras do
ejaculado puro foram inseridas nas marcacdes coloridas das fitas, sendo elas
classificadas com pH de 1 a 14.

Figura 5. Teste de pH.

A3

FE)to: Arquivo pessoal (2023)
4.3.3 Avaliacao das caracteristicas microscépicas do ejaculado

| - Motilidade: Foi avaliada por meio de uma aliquota de 10uL de sémen pre-
diluido em solucéo salina tamponada com fosfato (PBS) (1:200). Em seguida, 10uL
dessa diluicdo foram depositados entre lamina e laminula, para ser observada em
microscopio 6ptico de luz em aumento de 400x. A avaliacéo foi realizada por meio da
observacéo subjetiva direta da porcentagem de espermatozoides com movimentos
em relacdo ao total de espermatozoides presentes no campo 6ptico, onde foram
avaliados cinco campos por amostra.

Il - Vigor: Foi avaliado na mesma lamina onde a motilidade foi avaliada, sendo
classificado em uma escala de 0 a 5, sendo 0 a auséncia de movimento e 5 o
movimento vigoroso e veloz dos espermatozoides, sendo também avaliados cinco

campos por amostra.
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[Il - Concentracéao: Foi utilizada uma aliquota de 10uL de sémen in natura fixado
em 2 mL de formol salina (1:200). Essa solucéo foi inserida na camara de Neubauer,
e apbés o preenchimento dos dois lados da camara, ela foi deixada em repouso
horizontal por 5 minutos para que houvesse a decantacdo das células. Os
espermatozoides foram contados com auxilio de microscopio Optico de luz, em
aumento de 400X, onde foram contados cinco quadrados em cada um dos lados da
camara e foi realizada a soma dos valores obtidos em cada lado. Quando foi
observado uma diferenca maior do que 10% para os valores de cada um dos lados,
novo preenchimento da camara e uma nova contagem foi realizada, uma vez que essa
diferenca pode indicar uma homogeneizacdo da amostra ou preenchimento
inadequado da camara. Para realizar o calculo da concentracdo por mL de ejaculado

(sptz/mL), foi utilizada a seguinte equacao:
A

Concentragéo = T X 103

Tyn

b 25 10
Onde ‘A’ representa o numero de espermatozoides contados, ‘B’ representa o fator de
diluicdo, ‘n’ o niumero de quadrados contados e 1/10 um parametro fixo que representa
a altura da camara.

IV - Morfologia: A morfologia dos espermatozoides foi acessada por meio da
técnica de esfregaco corado com pandtico rapido (Laborclin®). Para isso, uma
aliquota de 10 pL do sémen diluido em formol salina (1:200) foi depositada sobre uma
lamina de vidro sendo o esfregaco realizado com outra lamina em angulo de 45°,
formando um filme fino e homogéneo. Ap0Gs a secagem ao ar, as laminas foram
coradas com o kit de coloracdo pandtico rapido. O protocolo foi seguido conforme as
orientagfes do fabricante, as laminas foram lavadas com agua destilada, secas ao ar
e analisadas em microscépio Optico com aumento de 1000x, utilizando 6leo de
imersdo. Foram avaliados 200 células por lamina, considerando a presenca de
alteracdes morfolégicas na cabeca, peca intermediarias e cauda. A morfologia foi
classificada em porcentagem de células normais, defeito maiores e menores (Bloom,
1973).

4.4 Andlise estatistica

Os dados obtidos das colheitas de sémen de serpentes mantidas em cativeiro
foram submetidos a andlise descritiva, com o objetivo de caracterizar as variaveis

analisadas: coloracao, aspecto, pH, concentragdo espermética, morfologia (proporcao
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de células normais e defeitos esperméaticos). Os resultados foram representados por
gréficos e tabelas, permitindo uma visualizacdo clara dos padrbes e das variacfes
observadas entre as espécies analisadas. Esses elementos foram utilizados para

facilitar a comparacgao e a interpretacao dos dados coletados.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

As coletas seminais foram realizadas ao longo do periodo reprodutivo da
maioria das espécies estudadas, abrangendo as esta¢des do inverno ao verdo. Esse
aspecto € especialmente relevante para as espécies nativas, uma vez que coincide
com seu ciclo natural de reproducédo. No entanto, para algumas espécies exoticas,
como a piton, as coletas ocorreram fora de seu periodo reprodutivo. Esse fator pode
influenciar as caracteristicas do material coletado e serd discutido em detalhes
posteriormente.

Os resultados obtidos neste experimento demonstraram que a metodologia
adaptada por Zacariotti et al., (2007), amplamente utilizada para a coleta seminal de
serpentes, apresenta eficacia em espécies com musculatura menos densa, como as
pertencentes a familia Viperidae. Nesses casos, a associacdo da massagem digital
no terco final do corpo com a aplicacéo de lidocaina contribuiu significativamente para
uma coleta seminal eficaz, menos invasiva e com maior taxa de sucesso em serpentes
com menor musculatura. No entanto, em espécies com maior densidade muscular,
como aquelas das familias Boidae e Pythonidae, observou-se uma resisténcia ao
método, similar a relatada em coletas anteriores realizadas nos mesmos individuos
(Silva, 2022). Durante este estudo, testes piloto evidenciaram essa dificuldade em
serpentes constritoras, demandando adaptacdes na técnica.

Entre as adaptacgOes realizadas, destacam-se a massagem para estimular a
descarga cloacal antes da aplicacdo de lidocaina e a inser¢cao do capilar durante a
massagem para a coleta do sémen. Essas modificagdes permitiram a obtencdo de
material seminal de todos os quinze individuos submetidos ao procedimento, incluindo
espécies com musculatura mais densa, como a piton-birmanesa (Python bivittatus) e
as jiboias (Boa constrictor e Epicrates assisi).

Inicialmente, foi realizada uma massagem na regido ventral para estimular a
descarga cloacal, o que ajudou a minimizar a eliminacao de residuos durante a coleta.
Em seguida, a regido cloacal foi higienizada com alcool 70% para garantir a assepsia

do local antes da aplicacéo da lidocaina, que foi administrada subcutaneamente. A
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coleta do sémen foi realizada pela inser¢cdo de um capilar de vidro na regido da papila
genital, localizada no sulco espermatico, o que possibilitou a aspiracdo do material
seminal.

O sucesso da coleta foi alcangado com a inser¢ao do capilar na papila genital,
especialmente em espécies de musculatura densa, como as serpentes de maior porte.
O tempo necessario para a coleta variou entre os individuos (Tabela 3), sendo
geralmente menor em serpentes de musculatura menos densa, e maior em serpentes
maiores, devido a resisténcia muscular. O tempo de coleta foi cronometrado e o
procedimento foi interrompido assim que n&o houve mais material seminal no capilar,
sinalizando o esgotamento do ejaculado, sendo neste momento que o cronometro era
desligado.

Tabela 3 — Tempo da massagem até obtencdo do ejaculado.

Animal Tempo da Massagem (Minutos)
Corn Snake 01

Pantherophis guttatus 3 minutos
Corn Snake 02 4 minutos
Pantherophis guttatus
Corn Snake 03 3 MiNUtos
Pantherophis guttatus
Corn Snake 04 5 MINULoS
Pantherophis guttatus
Corn Snake 05 4 minutos
Pantherophis guttatus
Corn Snake 06 4 minutos
Pantherophis guttatus
King Snake Albina )
) 3 minutos
Lampropeltis getula
King Snake Hibrida .
) 2 minutos
Lampropeltis sp.
Jibdia BICA .
) 10 minutos
Boa constrictor
Jiboia Repteis da Caatinga )
: 8 minutos
Boa constrictor
Cascavel BICA .
. 7 minutos
Crotalus durissus
Cascavel Reépteis qla Caatinga 10 minutos
Crotalus durissus
Caninana .
Spilotes pullatus S minutos
Jlbo!a Arco-iris da_Caatl_nga 6 Minutos
Epicrates chenchria assisi
Piton Birmanesa ,
16 minutos

Python morulus bivittatus




35

Os parametros fisicos dos ejaculados obtidos apresentaram variagdo entre as
espécies e/ou individuos estudados, especialmente quanto a coloracao, refletindo
suas diferencas fisiologicas individuais. A coloracdo do ejaculado variou entre branco
(Figura 6), marfim e amarelado (Tabela 4), sendo que 60% dos ejaculados eram
brancos, 20% tinham coloracdo marfim e 20% amarelada (Figura 7). Essas variagfes
também ocorreram dentro da mesma espécie, a exemplo do que pode ser visto nas
Corn Snakes (P. guttatus).

Além das diferencas fisioldgicas, as alteragBes de cor podem estar associadas
a presenca de urina ou impurezas (CBRA, 2013). Os animais que apresentaram
sémen amarelado (corn snake 03 e 04, e a piton birmanesa) haviam realizado uma
descarga cloacal anteriormente as coletas, um mecanismo de defesa das serpentes,
gue consiste na eliminacdo de urina e fezes para afastar predadores (Pacheco, 2018).
Uma possibilidade é que a descarga tenha sido um fator contaminante para o material,
uma vez que a mesma acrescenta sujidades e microorganismos ao ejaculado e
apresenta coloracao amarelada. Ainda, dentro dos padrées de normalidade do sémen,
amostras de coloracdo mais escura podem ter correlagcdo com maiores concentragoes
esperméaticas ou com o liquido seminal que acompanha as células espermaticas do
ejaculado.

Quanto ao aspecto seminal, 0 material coletado apresentou uma consisténcia
cremosa em todas as espécies. Esse fator se deve ao fato de o sémen ser
extremamente concentrado e apresentar alta viscosidade, o que dificulta a
manipulacdo e diluicdo seminal, seja por capilaridade ou por pipetagem. Esse fator é
importante de ser mencionado, uma vez que essa caracteristica impede a afericado de

alguns parametros com o sémen in natura, a exemplo do volume (Silva, 2022).



Tabela 4 - Caracteristicas fisicas dos ejaculados obtidos

Animal Coloracéo Aspecto
Corn Snake 01 Marfim Cremoso
Pantherophis guttatus
Corn Snake 02 Branco Cremoso
Pantherophis guttatus
Corn Snake 03 Amarelado Cremoso
Pantherophis guttatus
Corn Snake 04 Amarelado Cremoso
Pantherophis guttatus
Corn Snake 05 Branco Cremoso
Pantherophis guttatus
Corn Snake 06 Branco Cremoso
Pantherophis guttatus
King Snake Albina
: Branco Cremoso
Lampropeltis getula
King Snake I_—||br|da Marfim Cremoso
Lampropeltis sp.
Jibdia BICA
) Branco Cremoso
Boa constrictor
Jiboia Repteis da Caatinga
: Branco Cremoso
Boa constrictor
Cascavel BICA
s Branco Cremoso
Crotalus durissus
Cascavel Répteis (_Jla Caatinga Marfim Cremoso
Crotalus durissus
Caninana
) Branco Cremoso
Spilotes pullatus
Jibdia Arco-iris da Caatinga
. . LS Branco Cremoso
Epicrates chenchria assisi
Piton Birmanesa
Amarelado Cremoso

Python morulus bivittatus




37

Figura 6 — Amostra de sémen colhido em capilar.

Foto: Joycé KmiIIy (2024).

Figura 7 - Percentual de coloracédo dos ejaculados obtidos.

Percentual de Coloracdo Seminal

20% 20%

60%

= Marfim «Branco & Amarelado

O pH seminal apresentou-se como uma das Unicas caracteristicas que nao
variou entre as espécies, uma vez que todos 0s animais apresentaram um ejaculado
acido (pH = 6). Ainda existem poucos estudos relacionados ao pH seminal das
serpentes, no entanto, os valores obtidos coincidem com o valor exposto no trabalho
de Oliveira (2024), que descreveu que 0 sémen pertencente a um macho de Cascavel
(C. durissus) apresentou o mesmo valor do pH. Esse é um fator importante para a

manutengcdo e desenvolvimento de meios de diluigdo seminal que auxiliem na



38

integridade e sobrevivéncia dos espermatozoides em ambiente externo ao corpo do
animal.

Os parametros microscopicos como o vigor e motilidade do presente estudo,
apresentaram variacdes entre os individuos (Figura 9 e 10). O vigor exibiu valores
entre 2 e 5, com espermatozoides apresentando movimento vigoroso e rapido, o que
indicou uma boa qualidade seminal. Quanto a motilidade espermatica, todos os
animais, exceto a Corn Snake 03, apresentaram uma alta porcentagem de motilidade
total dos espermatozoides, tendo a maioria dos animais uma motilidade igual ou
superior a 70%. A Unica amostra com baixo vigor e baixa motilidade foi obtida da
serpente Corn Snake 03. Essa baixa motilidade pode ter ocorrido devido a
contaminacgéo da amostra por uma descarga cloacal realizada durante a coleta, o que
comprometeu a qualidade dos espermatozoides. Apesar disso, 0s parametros de vigor
e motilidade encontrados sdo semelhantes aos ja descritos por Silva (2022) e Oliveira
(2024).

Figura 8 — Vigor espermatico dos ejaculados obtidos
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Figura 9 — Motilidade espermatica dos ejaculados obtidos.
Motilidade (%)

100% 90% 90% 90% 90%
0, 0,

90% 80 80% 85% 500 85% 80% 80%

80% 70% 5%

70% 60%

60%

50% 40%

40%

30%

20%

10%

0%

) ) ) ) ) ) O N S ) N
NN T NE N N > XD S F L
& & & & & L& X e PSS P
% & & ¥ e F O O O
O SO S S S S NV P SEIR
F &£ £ J &2 g O SRS
ARNAY R R &
& & N
6\0 R4 -~
NS <4 &
N & N
O

A elevada motilidade e vigor observados nos espécimes estudados reforcam o
potencial reprodutivo desses animais, evidenciando o excelente estado de saude dos
individuos mantidos em cativeiro nos zoolégicos da Paraiba. Esse estado de saude
esta diretamente relacionado aos principios do bem-estar animal, com destaque para
o0 dominio comportamental, que prioriza a oferta de um ambiente que favoreca o
comportamento instintivo das espécies. A reproducdo, como um dos principais
indicadores de bem-estar, € significativamente influenciada por fatores externos,
incluindo manejo nutricional, ambiental e sanitario.

Nos zooldgicos analisados, os animais sdo acompanhados por profissionais
especializados que asseguram uma alimentacdo balanceada, um ambiente
enriquecido e devidamente equilibrado (com controle de luminosidade, umidade e
temperatura), além de cuidados médicos constantes. Essas praticas contribuem para
a manutencdo do bem-estar animal e exercem impacto direto na capacidade
reprodutiva dos individuos.

A concentracdo espermatica apresentou diferencas significativas entre as
espécies (Tabela 5), onde pode-se observar que a King snake apresentou a maior
concentracgdo (1.690 x 10° sptz/mL), enquanto a Piton birmanesa apresentou a maior
(210 x 108 sptz/mL). Essas diferencas podem estar associadas ao ciclo reprodutivo
das espécies, que é espécie-especifico. Estes achados estdo de acordo com Lima et
al., (2019), que destacaram a influéncia da sazonalidade e do ambiente na reproducéo
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das serpentes. Outro fator relevante acerca da baixa concentracdo espermatica da
Piton birmanesa, pode estar relacionado com o fato de o animal apresentar agenesia
testicular. A condicdo morfolégica atipica foi descoberta durante um exame
ultrassonogréfico, que constatou a presenca de apenas um testiculo. A agenesia
testicular consiste na falha completa do desenvolvimento do testiculo (Macedo et al.,
2011), que pode ser unilateral ou bilateral, e no caso do individuo em questdo, a

anomalia morfolégica era unilateral direita.

Tabela 5 — Concentracdo espermatica das serpentes mantidas em cativeiro no
estado da Paraiba.

Animal Concentracao (Sptz/mL)
Corn Snake 01
Pantherophis guttatus 565 x 10°
Corn Snake 02
Pantherophis guttatus 500 x 10°
Corn Snake 03
Pantherophis guttatus 515 x 10°
Corn Snake 04
Pantherophis guttatus 540 x 10°
Corn Snake 05
Pantherophis guttatus 630 x 10°
Corn Snake 06
Pantherophis guttatus 635 x 10°
King Snake Albina
Lampropeltis getula 610 x 10°
King Snake Hibrida
Lampropeltis sp. 1.690 x 10°
JibGia BICA
Boa constrictor 415 x 10°
Jibdia Repteis da Caatinga
Boa constrictor 295 x 10°
Cascavel BICA
Crotalus durissus 590 x 10°
Cascavel Répteis da Caatinga
Crotalus durissus 350 x 10°
Caninana
Spilotes pullatus 475 x 10°
Jibdia Arco-iris da Caatinga
Epicrates chenchria assisi 530 x 10°

Piton Birmanesa
Python morulus bivittatus 213 x 10°
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Quanto a morfologia espermatica, estes apresentaram-se como uma estrutura
filiforme para todas as espécies (Figura 11), com cabeca, peca intermediaria e cauda
bem definidas, assim como descrito por Silva (2014) e Silva (2022). No que se refere
a relacdo de células normais e células com alteracdes morfolégicas (Figura 12), a
porcentagem de células normais foi superior ao niamero de células que apresentavam
algum tipo de alteracdo em sua estrutura. Em sua maioria, os defeitos mais
observados foram encontrados na cauda (Figura 13), quando se apresentavam
levemente dobradas. Ja os defeitos de cabeca foram os menos encontrados, quando
se apresentavam com macrocefalia, assim como ocorreu no trabalho de Silva (2022).
Alteracdes morfolégicas sdo facilmente encontradas no ejaculado das mais diversas
espécies, e estdo relacionadas com os mais diversos fatores, como choques
osmaticos e térmicos. As anormalidades podem, por fim, alterar a motilidade dos
espermatozoides e reduzir a taxa de fertilizagao (Gracia, 2011; Mies Filho (1987) apud.
Silva 2014; De Arruda et al. 2015). As anomalias identificadas podem comprometer
significativamente a fecundacédo, diminuindo ou até mesmo impedindo a reproducao
dos individuos. Alteragbes na cabeca dos espermatozoides podem afetar a
integridade do material genético e dificultar a penetracao no évulo. Ja as anomalias
na peca intermediaria e na cauda prejudicam a motilidade espermatica, aceleram sua

capacidade de deslocamento e, consequentemente, a eficiéncia da fecundacao.
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Figura 10 — Espermatozoides de serpentes.

¥ s ool e ] i s
Legenda: A: Espermatozoides de Corn Snake (P. guttatus); B: Espermatozoides de Jibdia arco-iris da
Caatinga (E. assisi); C: Espermatozoide de King Snake (L. getula); D: Espermatozoides de Jiboia (B.
constrictor).
Fotos: Arquivo pessoal (2025).
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Figura 11 — Porcentagem de células normais e com defeitos.
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Figura 12 — Defeitos espermaticos
" nkr

+

,1

Legenda: A: Cauda dobrada; B: Cauda fortemente dobrada; C: Gota citoplasmética proximal; D:
Cauda dobrada.
Fotos: Arquivo pessoal (2025).

Os resultados obtidos reforcam que, apesar da presenca de defeitos em
algumas células, a maioria dos individuos analisados apresentou grande parte dos
espermatozoides com boa integridade estrutural. Contudo, a baixa motilidade e o vigor
reduzido observados em uma situacdo especifica (Corn snake 03) ressaltam a
necessidade de aprimorar os protocolos de manejo e coleta, a fim de minimizar o
impacto de fatores adversos.

Estes resultados reforcam a importancia da adaptacao de biotécnicas para o
manejo reprodutivo de serpentes em cativeiro, destacando a aptabilidade e a boa
condicao reprodutiva dos animais mantidos nos Zoolégicos da Paraiba. A eficacia dos
métodos aplicados e a alta qualidade do material seminal coletado evidenciaram a
viabilidade da técnica empregada e ampliam o conhecimento sobre a biologia

reprodutiva de serpentes para que seja possivel o desenvolvimento de estratégias
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eficientes direcionadas a conservacao de espécies selvagens, tanto in situ quanto ex

situ.

6 CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo demonstrou que as técnicas de coleta e andlise seminal adaptadas
para serpentes mantidas em cativeiro sao eficazes e seguras, inclusive em espécies
com musculatura mais densa. A alta qualidade espermética e a viabilidade celular
observadas confirmam a eficiéncia das técnicas aplicadas e refletem o manejo
cuidadoso realizado pelos zoolégicos participantes. Os dados obtidos representam
uma contribuicdo significativa para o entendimento da biologia reprodutiva dessas
espécies, estabelecendo uma base cientifica solida para o desenvolvimento de
biotecnologias reprodutivas avancadas e protocolos eficazes para a conservacéo de
germoplasma. Ao expandir o conhecimento sobre as caracteristicas reprodutivas das
serpentes, este trabalho reforca o papel das biotecnologias como ferramentas
essenciais nas estratégias de conservacao, tanto em cativeiro quanto em habitats
naturais, promovendo a preservacao da biodiversidade e mitigando os impactos das

atividades humanas sobre a fauna silvestre.
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