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RESUMO

Serpentes mantidas em cativeiro estdo susceptiveis a diversas alteracdes cutaneas, incluindo
descoloracdo das escamas devido a multiplos fatores. O presente trabalho se propds analisar
a pele de 15 serpentes da subespécie Crotalus durissus cascavella mantidas em cativeiro na
UFPE durante 31 meses, investigar a possibilidade de contaminacgdo bacterioldgica desses
animais, bem como comparar ultraestruturalmente as referidas lesbes com escamas pretas,
brancas e marrons de espécimes saudaveis. Dentre os 15 animais experimentais, sete ja
apresentavam lesGes acrdmicas cutaneas no inicio do estudo, as quais foram primeiramente
visualizadas em cativeiro. Tanto as amostras de sangue quanto as de pele foram submetidas
aos procedimentos de investigacdo bacterioldgica e analise em microscopia eletronica de
transmissdo, respectivamente. Ao final da andlise, o nimero de serpentes enfermas
aumentou de forma linear, atingindo 14 animais; enquanto o nimero de lesdes do plantel
aumentou exponencialmente (618%). A maioria das lesdes foi observada no dorso da
regido rostro-cloacal das serpentes, surgindo em média com 0,45 cm? e alcangcando 20,70
cm?. As lesBes cutaneas em sua fase inicial apresentaram-se discromicas, originando-se na
borda e entre as escamas e se expandindo horizontalmente, principalmente, na regido
dorsal. Os resultados das analises do soro das serpentes descartaram a possibilidade de
contaminagdo por bactérias do género Treponema. Os resultados ultraestruturais das
escamas controles evidenciaram diferencas no perfil epidérmico-dérmico de acordo com a
coloracdo das mesmas, variacdo na densidade de melandforos e a presenca de guanoforos
restritos a derme nas escamas marrom e branca. Nas escamas acrOmicas observou-se
desarranjo nas células da epiderme, destruicdo nuclear progressiva dos melandcitos

epidérmicos e dérmicos, a presencga de corplsculos de inclusdo intranucleares semelhantes
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a coldnias virais e diversas particulas intranucleares e intracitoplasméaticas em células
epidérmicas anucleadas. Os resultados revelam um processo crénico de despigmentacao,

semelhante ao vitiligo, que pode ter sido causado por um agente viral.
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ABSTRACT

Snakes kept in captivity are susceptible to diverse dermal alterations, including scales
discoloration due multiple factors. The purpose of the present work was analyzing the skin
of 15 animals of subspecies Crotalus durissus cascavella kept in captivity for 31 months at
the Federal University of Pernambuco, investigating the possible bacteriological
contamination in the blood samples of those animals, as well as comparing those injuries
ultra-structurally with black, white and brown scales of healthy control animals. Among 15
animals of the research, 7 of these presented achromic skin injuries in the beginning
research. The blood and skin samples were submitted to procedures of bacteriological
investigation and analysis by electronic microscopy of transmission, respectively. At the
end of the analysis, the number of sick snakes linear increased, only one animal did not
present visible lesions. The number of lesions increased exponentially (618%). The
majority of the lesions was observed on the back of the rostro-cloacal region of the snakes
and appeared with the average size of 0.45 cm?, reaching 20.70 cm2. The achromic skin
injuries appeared between the scales and expanded to the neighbor scales, distributing
throughout the body, mainly at the dorsal region. In the initial phase, they were dischromic.
The blood samples did not show bacterial contamination. All the samples were submitted to
procedures of analysis by electronic microscopy of transmission. The ultra-structural
results of the control scales evidenced differences in the epidermis-dermis profile according
to its own coloration, density variation of melanophoros and the presence of guanophoros
restricted to the dermis in the brown and white scales. In the achromic scales, we observed
a disarray of the epidermal cells, gradual nuclear destruction of epidermal and dermal

melanocytes, a restricted presence of intra-nuclear inclusion bodies similar to viral colonies
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and several intra-nuclear and intra-cytoplasmatic particles in anucleous epidermal cells.
The results shows a chronic process of despigmentation similar to vitiligo, can be caused by

a viral agent.
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ACROMIA CUTANEA EM SERPENTES Crotalus durissus cascavella
MANTIDAS EM CATIVEIRO

1. INTRODUCAO

As serpentes ou ofidios sdo popularmente conhecidas como cobras e estdo
classificadas: 1) no grupo dos vertebrados por terem um endoesqueleto e um cranio que
envolve o encéfalo; 2) no filo chordata, por possuirem notocorda e simetria bilateral; 3)
na classe reptilia devido a um corag¢ao com trés cavidades, respiragdo pulmonar e serem
ectotérmicas; 4) na ordem squamata por possuirem o corpo totalmente coberto de
escamas epidérmicas; 5) na subordem serpentes pela presenca de um esqueleto formado
por um cranio, uma longa coluna vertebral, costelas flutuantes, auséncia de osso externo
e, em algumas familias, rudimentos da pélvis e membros posteriores (Pough et al.,
1999; Ophidia, 2005).

A subordem ophidia ou serpente apresenta, aproximadamente, 2.930 espécies
distribuidas por quase todas as regides do globo, principalmente, em regides temperadas
e tropicais, estando ausentes nas regides polares, de altitude e nas fossas marinhas. As
serpentes ocupam, praticamente, todos os ambientes disponiveis, desde os terrestres,
subterraneos, arboreos e aquaticos (dguas oceanicas e continentais) (Melgarejo, 2003).

O registro fossil mais antigo de serpente, Dinilysia patagonica, foi encontrado
em depositos do Cretaceo inferior da Argentina, datando cerca de 135 milhdes de anos.
O desenvolvimento da maior parte das serpentes deve ter ocorrido no Cenozodico
(Marques et al., 2001; Melgarejo, 2003).

Devido as suas caracteristicas, acredita-se que as serpentes originaram-se a partir
da linhagem Anguimorpha onde se encontram, dentre outras, as familias Varanidae

representadas pelos lagartos monitores e Helodermatidae representada pelos monstro-
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de-Gila. Os problemas de parentesco entre as serpentes € os demais Squamata consistem
em hipoteses adaptacionistas entre uma origem fossorial versus uma origem marinha
(Caldwell, 1999). Admite-se que as serpentes podem ter sido derivadas de lagartos de
vida subterranea que por adaptagdo tiveram corpo extremamente alongado, redugdo de
patas e olhos semi-atrofiados que evoluiram quando as serpentes ocuparam o nicho
superficial. Acredita-se que esta dicotomia entre lagartos e as formas primitivas de
serpentes ocorreu, muito provavelmente, antes do final do Juréssico (Carrol, 1988;
Melgarejo, 2003).

De acordo com a classificagdo de McDowell (1987) (apud Melgarejo, 2003), as
serpentes estdo distribuidas em duas infra-ordens, sete superfamilias e 19 familias
(Tabela 1).

Tabela 1. Classificacdo das serpentes vivas no mundo segundo McDowell (1987).

INFRAORDEM SUPERFAMILIA FAMILIA
SCOLECOPHIDIA Typhlopoidea Anomalepididae*
Typhlopidae*
Leptotyphlopidae*
ALETHINOPHIDIA Acrochordoidea Nigeropheidae
Palaeopheidae
Anomalopheidae
Acrochordidae
Anilioidea Loxocemidae
Xenopeltidae
Aniliidae*
Uropeltidae
Tropidopheoidea Tropidopheidae*
Bolyerioidea Bolyeriidae
Booidea Pythonidae
Boidae*
Colubroidea
Série Proteroglypha Atractaspididae
Elapidae*
Série Opisthoglypha Colubridae*
Série Solenoglypha Viperidae*

* Familias encontradas no Brasil
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As serpentes possuem corpo alongado coberto por escamas epidérmicos que
apresentam diversas formas, texturas e tamanhos, muitas vezes resultado de adaptacdes
para exercerem funcdes especificas, utilizam os mais diversos substratos para o
forrageamento, sendo consideradas fossoriais, semi-fossoriais, terricolas, arboricolas,
sub-arboricolas e aquaticas lacustres marinhas (Vanzoline et al., 1980; Borges, 1999).
Esses animais ndo apresentam palpebras moveis, ouvido externo, timpano, ouvido
médio e membros locomotores, sdo exclusivamente carnivoros e possuem grande
elasticidade nos movimentos cranianos, especialmente, nas articulagdes da mandibula
por serem unidas entre si por um ligamento elastico, € com o cranio pelos 0ssos moveis

quadrado e supratemporal (Figura 1) (Melgarejo, 2003; Ophidia, 2005).

Figura 1 - Cranio de uma serpente solenoglifa com reposigao de presas.
Q: osso quadrado; St: osso supratemporal. (Fonte: www.tellmewhereonearth.com).

O esqueleto esta integrado por tecido cartilaginoso e 6sseo. Nas vértebras
existem articulagdes adicionais (Figura 2), zygosphenum e zygantrum, que limitam a
mobilidade entre as vértebras, diminuindo o angulo articular. Estas articulagdes tornam-
se necessarias para garantir o suporte a coluna vertebral que pode ultrapassar os 500

pares de vértebras (Figura 3) (Zug et al., 2001 apud Melgarejo, 2003).
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Figura 2 — Vértebra da regido média do corpo de uma sucuri (Eunectes murinus) mostrando o
zygosphenum (z) e zygantrum (za). A) vista anterior, B) vista lateral direita, C) vista posterior.
(Fonte: Melgarejo, 2003).

Figura 3 - Esqueleto de uma serpente do género Crotalus. (Fonte: www.iabc.cz).

As serpentes apresentam uma grande variacdo de comprimento, as menores
podem atingir até¢ 10 centimetros, enquanto as maiores representantes podem superar os
10 metros (Venenonemia, 2005).

Através das ecdises o crescimento Osseo das serpentes ¢ acompanhado pelo
crescimento tegumentar. Cerca de oito dias antes da ecdise, as serpentes diminuem
bastante sua atividade, recolhem-se a cantos tranqiiilos e ficam com os olhos opacos ¢ a
pele com aparéncia leitosa, devido a interposigdo de liquido entre a pele nova e a velha.

Logo depois da troca da pele (Figura 4), as serpentes ficam novamente muito ativas,
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com um aspecto renovado e cores mais vivas. Por esta causa, desde a Antigiiidade,
principalmente entre os povos orientais, as serpentes passaram a ser consideradas como
simbolo de vida eterna e até os dias atuais sdo usadas de diversas formas na medicina
tradicional, onde remédios sdo produzidos utilizando serpentes inteiras ou seus diversos

orgdos (Ophidia, 2005).

Figura 4 — Inicio da ecdise exibindo o desprendimento das escamas modificadas
que ficam sobre os olhos. (Fonte: www.zoltantakacs.com).

A pele das serpentes € muito importante, pois desempenha varias fungdes: 1)
auxiliar a locomogao por meio da fixagdo das escamas aos substratos; 2) proteger dos
tecidos subjacentes, reduzindo a acdo de agentes traumatizantes; 3) impedir a
penetracdo de agressores, fornecendo uma barreira contra a infeccdo por
microorganismos; 4) evitar a perda de agua para o ambiente; 5) permitir uma
camuflagem eficiente, facilitando a caga de uma presa ou escape de um predador; 6)
detectar sensorialmente as presas e predadores através das fossetas; 7) sinalizar
aposematicamente; 8) reconhecer sexualmente; 9) controlar a sintese de vitamina D; 10)
termorregular e 11) apresentar importante valor taxonomico (Ackerman, 2003; Filho et
al., 1994; Hildebrand, 1995; Pough et al., 1999; Venenonemia, 2005).

A pele ofidica ¢ o maior 6rgdo do corpo e, apesar de formada por escamas,

apresenta uma flexibilidade conferida pela zona de articulagdo ou dobradiga situada



Acromia Cutanea de Crotalus durissus cascavella Mantidas em Cativeiro 6

entre as escamas. A pele ¢ freqiientemente mais permeavel na regiao dorsal do que na
ventral e possui glandulas holocrinas onde a célula é expulsa com sua secrecdo. Ela ¢
composta de duas camadas principais: a epiderme superficial, de origem ectodérmica e
a derme mais profunda, de origem mesodérmica (Ackerman, 2003; Dellmann e Brown,
1982; Venenonemia, 2005).

A epiderme ¢ particularmente complexa, pois além de diferenciar-se em
escamas, apresenta-se estruturalmente estratificada, sendo periodicamente regenerada e
trocada através da ecdise, sempre que necessario, pois as células do estrato germinativo
proliferam-se rapidamente por mitose, permitindo o crescimento corporeo da serpente e
a manuten¢do da sua integridade tegumentar (Ackerman, 2003; Dellmann e Brown,
1982).

No momento da ecdise ocorre a liberacdo de uma camada inteira da epiderme, a
geracao epidérmica externa, a qual € constituida por cinco camadas: 1) a oberhdutchen,
camada acelular com espiculas, responsavel pela dureza das escamas; 2) a queratina-f,
onde sdo depositados os granulos de melanina; 3) camada mesos, a qual funciona como
a principal barreira contra a perda de agua; 4) queratina-o, camada de material
anucleado, também responsavel pelo controle da perda de agua e flexibilidade das
escamas; 5) tecido lacunar, que armazena lipidios, especificamente fosfolipidios e
colesterol; e 6) camada clara, local de separacdo entre as geragdes epidérmicas durante a
ecdise (Landmann, 1979; Roberts e Lillywhite, 1983; Hildebrand, 1995).

Logo apos a ecdise, a geragdo epidérmica interna, formada pelas camadas
oberhéutchen, queratina-f3, mesos e a queratina-a parcialmente formada sobre o estrato
germinativo, envolve a superficie corpérea da serpente. De acordo com as mudancgas
histologicas da pele ofidica, o ciclo total da ecdise ¢ dividido em seis estagios

caracterizado por: 1° subdivisdao em trés subetapas: a) periodo imediato apos a muda, no
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qual a maior parte da camada-o da geragdo epidérmica externa ¢ formada; b) perfeita
condicdo de repouso, pois a producdo celular é bastante reduzida e c) conclusdo da
geragdo epidérmica externa, quando o tecido lacunar e a camada clara sdo formados; 2°
surgimento da camada oberhdutchen da geracdo epidérmica interna; 3° surgimento da
camada de queratina-pB da geracdo epidérmica interna; 4° maturacdo da camada de
queratina-f3 e pelo surgimento da camada mesos da geragdo epidérmica interna; 5° final
da maturacdo da camada clara da geracdo epidérmica externa e pela maturacdo das
camadas oberhdutchen e mesos da geracdo epidérmica interna; 6° maturagdo de toda a
geracdo epidérmica externa e das camadas oberhdutchen, queratina-B ¢ mesos da
geracao epidérmica interna, bem como do surgimento e queratinizacdo das células mais
superficiais da camada de queratina-a. O estrato germinativo, camada mais profunda da
epiderme, esta constituido por células pequenas, agrupadas compactamente, que sé
aumentam de tamanho durante os estagios 4° e 5° do ciclo de muda (Figura 5)

(Landmann, 1979).
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Figura 5 - Mudangas histologicas durante o ciclo de muda da pele das serpentes. Os nimeros
indicam os estagios; lips: periodo imediato ap6s a muda; 1prs: perfeita condigdo de repouso;
lcog: conclusdo da geragdo epidérmica externa; W : indica o momento de ecdise; Obo:
oberhédutchen da geragdo epidérmica externa; fo: camada de queratina-f da geragdo epidérmica
externa; mo: camada mesos da geracdo epidérmica externa; oo: camada de queratina-o da
geracdo epidérmica externa; tl: tecido lacunar; cl: camada clara; Obi: oberhdutchen da geragdo
epidérmica interna; Pi: camada de queratina-} da gerag@o epidérmica interna; mi: camada mesos
da geragdo epidérmica interna; ai: camada de queratina-o da geragdo epidérmica interna; sb:
estrato basal ou germinativo. (Fonte: Landmann, 1979).

Durante a diferenciagdo das células da crista neural, ocorre em dire¢do a derme,
a migracdo de precursores das células pigmentares, os cromatoblastos, os quais, apos se
distribuirem uniformemente, diferenciam-se em melandcitos e cromatoéforos. O padriao
tegumentar das serpentes comega a ser observado logo depois que o filhote é formado,
contudo, os melanocitos presentes ainda ndo produzem melanina, pois € necessario que
a densidade celular aumente para o inicio da melanogénese. Esta ¢ iniciada quando
vesiculas do complexo de golgi, juntamente com a enzima tirosinase, sintetizada no
reticulo endoplasmatico rugoso, vao se diferenciar e formar os melanossomos, nos quais
serao depositados os granulos de melanina (Bagnara et al., 1979; Murray ¢ Myerscough,

1991; Cooper e Greenderg in Gans, 1992).

Entre as células do estrato germinativo encontram-se células pigmentares

chamadas melanéforos epidérmicos, os quais durante o crescimento epidérmico enviam




Acromia Cutanea de Crotalus durissus cascavella Mantidas em Cativeiro 9

ramificacdes citoplasmaticas contendo granulos de melanina maduros para serem
depositados nos espagos intercelulares e dentro dos queratinocitos da camada-f. No
momento da ecdise, a geracdo epidérmica externa quando liberada revela o padrao
caracteristico da malha da serpente, pois possui os depdsitos de melanina que
correspondem a distribuicdo horizontal das éareas pigmentadas nas camadas mais

internas da pele (Ranh, 1941).

A presenca dos melanoforos epidérmicos pode variar de acordo com a
localizagdo geografica do animal, a idade, o sexo e as regides do corpo. Nas areas
escuras a visualizacdo torna-se mais facil, pois os melanoforos encontram-se em maior
densidade quando comparados com as areas claras (Murray e Myerscough,1991;

Cooper e Greenderg in Gans, 1992).

A derme vascular localiza-se sob o extrato germinativo, apresenta nervos e esta
conectada ao tecido muscular liso subjacente através de tecido conjuntivo, € rica em
colageno e, além de apresentar cromatoforos, também possui melanoéforos dérmicos de
aspecto estrelado, cujas ramificagdes terminam entre as células epidérmicas podendo
também depositar granulos de melanina na epiderme. Os melandforos sdo as unicas
células pigmentares capazes de produzir seus proprios pigmentos (Ackerman, 2003;

Ranh, 1941; Cooper e Greenderg in Gans, 1992; Pough, 1999; Venenonemia; 2005).

As células pigmentares sdo classificadas conforme o pigmento que armazenam e
a cor que refletem. Quando controladas por agdes do sistema nervoso, essas células
manifestam as rapidas mudangas fisiologicas de cor, e quando controladas por
horménios produzidos pela regido intermediaria da glandula pituitaria, provocam as

lentas modificagdes morfologicas de cor (Cooper e Greenderg in Gans, 1992).
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A presenca ou auséncia, a densidade, a distribuigdo e a interacdo dos
melanocitos com os diferentes tipos de cromatoforos determinam os varios padroes e

cores vistas na pele das serpentes (Kaplan, 2002).

Existem diferentes tipos de cromatdforos: os xantoforos que exibem as cores
amarela e laranja, os eritroforos (vermelho e laranja), os iridoforos (brilhante, sem cor
natural), os guanodforos (azul, branco e amarelo), os leucoforos (branco), os lipoforos
(verde), os al6foros (laranja, vermelha e violeta), e ainda alguns “cromat6foros
hibridos” também conhecidos como mosaico de cromatoforos, pois apresentam
organelas caracteristicas de diferentes tipos de cromatéforos demonstrando sua
plasticidade e sugerindo que estejam em processo de transicdo entre os outros tipos de
cromatoforos (Sherbrooke e Frost, 1989; Cooper e Greenderg in Gans, 1992; Bauchot,

1996 in Venenonemia, 2005; Tartaret, 2005).

As cascavéis possuem o padrao pigmentar do tipo diamante, classificado como
complexo, cujas cores sdo geralmente sombreadas de marrom para amarelo palido, com
escamas pretas e brancas, conferidas pela presenca de melanoforos epidérmicos e
dérmicos, além de dois tipos diferentes de guanoforos que refletem as cores amarela e
branca (Ranh,1941; Coborn, 1991; Murray e Myerscough,1991).

Naturalmente o padrao de pigmentacao das serpentes ¢ diversificado, contudo ha
registros de serpentes da espécie Elaphe guttata que, em ambiente natural,
manifestaram uma doenca auto-imune conhecida como pielbaldismo ou calico,
caracterizada pelo aparecimento de bolhas associadas com manchas brancas de varios
tamanhos que substituem parte da cor e do padrdo habitual da pele deformando as

escamas (Cornsnake, 2005).

Novos padrdes de pigmentagdo podem ser vistos em serpentes mantidas em

cativeiro como resultado de mutagdes. As principais mutagdes sdo: 1) albinismo total,



Acromia Cutinea de Crotalus durissus cascavella Mantidas em Cativeiro 11

quando a falta da melanina torna os animais brancos ou rosa com olhos rosados ou
vermelhos, devido a presenga da hemoglobina; 2) albinismo parcial, no qual um ou mais
pigmentos estdo ausentes, porém os animais possuem alguma coloracdo, como as
serpentes que possuem o corpo branco e os olhos negros; 3) aneritrismo, quando a
coloracdo vermelha ¢é ausente; 4) axantico, quando a pigmentacdo amarela é ausente; 5)
xantico, quando a coloragdo amarela ¢ muito intensa; 6) amelanismo, quando o
tegumento ndo possui melanina, porém, devido a presenca de outros pigmentos os
animais podem apresentar coloragdo palida, geralmente rosa ou vermelha; 7)
hipomelanismo, quando a pele do animal apresenta-se alaranjada pela reducdo na
quantidade de melanina e aumento na quantidade de pteridinas e carotenoides; 8)
melanismo, caracterizado pelo excesso de melanina provocando um escurecimento de

toda a superficie corporea dos animais (Thle et al., 2000).

Individuos da mesma espécie podem apresentar variagdes na coloracdo de sua
pele, as quais estdo relacionadas com diferencas individuais nos padrdes de desenho ou
na quantidade de pigmentos, e outras variagdes ontogenéticas, de modo que a coloragao
dos adultos ¢ diferente daquelas que tinham quando jovens, € mesmo quando adulto a
cor pode variar intraespecificamente de acordo com o dimorfismo sexual, como ocorre
em Crotalus lepidus klauberi, onde os machos apresentam a coloragdo esverdeada ¢ as
fémeas a coloragao cinza (Marques et al., 2001; Venenonemia, 2005).

Apesar do padrdo cromatico ser determinado geneticamente, algumas serpentes,
incluindo cascavéis, podem apresentar mudanga morfologica de cor induzida pela
incidéncia de radiagdo solar sobre a pele (Orr, 1986; Rehak, 1987 apud Cooper ¢
Greenderg, 1992; Pough, 1999). Este fendmeno ¢ controlado pelo hormdnio estimulador

de melanoforo (MSH) que estimula o aumento de producdo de melanina nos
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melanoforos epidérmicos, bem como a dispersdo de melanossomos nos melanoforos

dérmicos (Cooper e Greenderg in Gans, 1992).

As modificagcdes morfologicas de cor produzidas pela glandula pituitaria sdo
reversiveis, contudo, apenas a retirada de sua regido intermediaria através da
hipofisectomia, ¢ suficiente para, em uma hora, manifestar sinais de um clareamento
permanente na pele de serpentes da espécie Crotalus viridis viridis. Isto ocorre devido a
uma concentracdo pigmentar em todos os melanoforos, inclusive nos melanoforos
dérmicos que, ao retrairem suas ramificacdes terminadas na epiderme, formam maculas
acromicas diferentes da coloragdo branca normal exibida pelos guandforos, os quais nao
sofrem qualquer alteracdo. O clareamento torna-se mais evidente apos a realizagdo da
ecdise (3 - 4 semanas apos a hipofisectomia), pois os depodsitos de melanina presentes
na queratina-f da geracdo epidérmica externa sdo liberados sem que haja nova

deposicao deste pigmento na pele subjacente (Ranh, 1941).

Alteracdes na coloracdo tegumentar das serpentes também podem ocorrer
quando as células pigmentares adquirem a propriedade metastatica, podendo ser capazes
de manifestar o fendtipo de outro cromatdforo, dando origem aos melanosarcomas e

cromatoforamas (Ball, 1945; Frye et al., 1975; Jacobson et al., 1989).

A familia Viperidae estd subdividida em duas subfamilias: a subfamilia
Viperinae, onde estdo agrupadas as viboras verdadeiras, encontradas por todo Velho
Mundo; e a subfamilia Crotalinae, encontrada no continente americano e sul da Asia,
representada pelas viboras que apresentam fosseta loreal (um par de orificios com

fungdo termorreceptora, localizados entre o olho e a narina) (Figura 6) (Stocker, 1990).
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Figura 6 — Cabeca de uma cascavel mostrando, entre o olho e narina, a fosseta loreal.
(Fonte: www.saude.pr.gov.br).

Mundialmente sdo membros da subfamilia Crotalinae 31 espécies de jararacas,
uma espécie de surucucus e 26 espécies de cascaveis (Campbell e Lamar, 1989). No
Brasil existem duas familias de serpentes peconhentas de importancia médica:
Viperidae ¢ Elapidac. A familia Viperidae esta representada pelos géneros Bothrops
(jararacas), Crotalus (cascavéis) e Lachesis (surucucus), e Elapidae pelos géneros
Micrurus e Leptomicrurus (corais verdadeiras) (Borges, 1999).

Os viperideos apresentam denti¢do tipo solenoglifa, caracterizada por presas
moveis inoculadoras de pegonha, grandes, totalmente canaliculadas e cobertas por uma

membrana (Figura 7) (Pough, 1983).
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Figura 7 — Dentes solendglifos cobertos por membrana indicado por setas.
(Fonte: www.museum.state.il.us).

A origem do género Crotalus, segundo registros fosseis e biodistribuicdo, ¢é
norte-americana (Vanzolini e Heyer, 1985) e a sua migracdo para América do Sul
parece ter ocorrido no Plioceno, quando estes dois continentes achavam-se interligados
(Estes e Baez, 1985; Campbell e Lamar, 1989).

Além da fosseta loreal, o género Crotalus apresenta um apéndice caudal,
conhecido como guizo ou chocalho, formado pela modificagdo das escamas que envolve
a fusdo das ultimas vértebras caudais, formando uma peca tUnica, o estilo, no qual se
inserem os musculos que movimentam esta estrutura (Figura 8). Os segmentos corneos
do chocalho se articulam frouxamente entre si, por sua estrutura e forma peculiares
(Figura 9), e cada um representa uma por¢ao remanescente da ecdise, evento durante o
qual o antigo segmento basal ¢ puxado, e se desloca sem desprender-se (Melgarejo,

2003).
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Figura 8 — Estrutura do chocalho de uma cascavel mostrando a adaptagao terminal da coluna
vertebral (estilo), e 0 mecanismo de crescimento do chocalho: durante a ecdise, o segmento
corneo basal (a) é puxado em sentido posterior, mas enquanto o restante da epiderme se
desprende, ele se desloca para a posicdo (c), enquanto que o novo segmento formado (b)
permanece na base. (Fonte: Melgarejo, 2003).

Figura 9 — Estrutura do segmento cérneo do chocalho de uma cascavel. A) vista anterior,
B) vista da lateral esquerda mostrando o setor que permanece externo (*), € o que internamente,
sustenta o segmento continuo (**), C) vista superior. (Fonte: Melgarejo, 2003).
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A fungdo do guizo ou chocalho ¢ advertir os potenciais predadores da sua
posi¢do. Apenas o género Sistrurus, grupo filogenético mais proximo de Crotalus
(Cadle, 1988), possui estrutura semelhante e a distingdo entre ambos se faz pelo padrao
de arranjo das escamas da regido cefalica (Tu, 1982).

Por conservar os vestigios de cada ecdise, geralmente de oito a 20 anéis corneos,
muitos acreditam ser possivel determinar a idade da serpente pela quantidade de anéis
presentes na cauda, contudo, as ecdises acontecem varias vezes por ano, os anéis mais
antigos se desgastam e se desprendem do guizo e qualquer movimento brusco da cauda
contra os substratos pode fazé-lo quebrar (Melgarejo, 2003).

Embora os trabalhos que enfoquem a distribuicdo de serpentes neotropicais
sejam relativamente escassos (Sazima, 1992), a zona de ocupacdo de habitats pelo
género Crotalus ¢ bastante ampla, ocorrendo em quase todos os ambientes abertos do
continente americano ou, até mesmo, em regides desérticas (Campbell e Lamar, 1989).

Na América do Sul, o género Crotalus ¢é representado apenas pela espécie
Crotalus durissus, subdividida em seis subespécies, a saber: 1) Crotalus durissus
dryinus, encontrada na costa da Guiana, Suriname e Guiana Francesa, além do interior
do Amapa; 2) Crotalus durissus ruruima, do sul da Venezuela, sudoeste da Guiana e
leste de Roraima; 3) Crotalus durissus marajoensis, endémica da Ilha de Marajo, estado
do Para, 4) Crotalus durissus collilineatus, a qual habita os estados de Rondonia, Mato
Grosso, Goias, sudoeste da Bahia, oeste de Minas Gerais, S3o Paulo e provavelmente,
oeste do Parana; 5) Crotalus durissus terrificus, distribuida pelo Peru, centro da Bolivia,
parte do Paraguai, norte da Argentina e norte do Uruguai, Rio Grande do Sul, Mato
Grosso do Sul, Minas Gerais e Sdo Paulo e 6) Crotalus durissus cascavella, que ocupa
regides de caatinga no Nordeste do Brasil (Figura 10) (Campbell e Lamar, 1989).

Possivelmente, devido ao alto grau de antropizagdo do seu habitat natural, Crotalus
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durissus cascavella tem sido registrada em ambientes de mata remanescente no litoral

pernambucano (Aquino, 1999).

Figura 10 — Area de ocorréncia da serpente Crotalus durissus na América do Sul.
(Fonte: Campbell e Lamar, 1989).

As serpentes da espécie Crotalus durissus cascavella (Figura 11) sdo terricolas e
de habitos predominantemente crepuscular e noturno. Esses animais atingem um
comprimento de 180 centimetros alimentando-se de lagartos, aves e, principalmente, de
roedores que capturam através do bote predatorio com comprimento equivalente a um
terco do seu corpo a uma velocidade de 0,004 segundos. Os machos, no periodo de
acasalamento, realizam a chamada “danga combate”, cujo vencedor sera aquele que se
mantiver mais alto (Figura 12). As serpentes sdo viviparas (Figura 13) e tem em média
de 20 filhotes por ninhada, porém, podem dar a luz até 45 filhotes, os quais nascem com

aproximadamente 30 centimetros de comprimento (Figura 14) (Coborn, 1991).
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Figura 11 — Crotalus durissus cascavella exibindo padrdo tegumentar em forma de diamante e
guizo com 19 anéis corneos. (Fonte: www.zoologiarn.hpg.ig.com.br).

Figura 12 - A) Machos de Crotalus durissus em danga combate. B) Detalhe do vencedor no
momento da vitdria. (Fontes: A) Marques e Sazima, 2003; B) www.naturescapes.net).
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Figura 13 — Crotalus sp. durante o parto. (Fonte: www.massasauga.ca).

Figura 14 — Filhote de Crotalus durissus cascavella com oito dias de vida. (Foto: Araujo, L.S.).

Sdo escassas as informagdes sobre enfermidades em serpentes encontradas livres
em seu ambiente natural, contudo, em cativeiro tem-se a maior quantidade de registros
de doengas com agentes infecciosos envolvendo serpentes mantidas em zooldgicos e
colecdes para pesquisa cientifica (Jacobson, 1993; 2004), o que nao significa dizer que
as serpentes selvagens sejam, necessariamente, menos suscetiveis as mesmas

enfermidades que atingem serpentes mantidas em cativeiro (Cheatwood, 2000).

Serpentes em cativeiro, freqlientemente, estdo submetidas a condigdes climaticas
diferentes das encontradas em seu habitat natural. Quando relacionados a temperatura, a

umidade, a luminosidade, o fotoperiodo, a disponibilidade de agua, a super populagéo e
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ao espagco fisico diferente do habitat natural (Ackerman, 2003; Barnard, 1996; Cubas in
Francisco, 1997), com variagdo na freqiiéncia alimentar, deficiéncia nutricional,
deficiéncia na higiene do local de acondicionamento e erros de manejo; as serpentes sdo
conduzidas a depressdo de seu sistema imune e, portanto, tornam-se mais vulneraveis a
invasdo de agentes patogenos oportunistas (Ferreira, 1999; Jacobson, 2004).

As serpentes também podem ser afetadas por muitas doencas parasitarias,
infecgdes bacterianas, fungicas e até virais, que associadas ao periodo reprodutivo,
contusdes e problemas na ecdise, podem provocar varios problemas clinicos locais ou
sistémicos nos o6rgdos internos € também na superficie tegumentar, os quais requerem
diagnose e tratamento imediatos (Jacobson, 1993; Barnard, 1996; Cheatwood, 2000;
Kaplan, 2002). A realizacdo de estudos detalhados sobre doencas infecciosas ¢
freqiientemente impedida, principalmente, pela falta de suporte financeiro devido ao
alto custo do diagndstico, contribuindo para que, dentre os vertebrados, os répteis sejam
o grupo menos estudado do ponto de vista dos patdgenos, especialmente em populacdes
selvagens (Jacobson, 2004).

As enfermidades cutaneas em serpentes sdo expressas por diferentes sinais
clinicos como sangramentos, edemas, abscessos, tumores, bolhas, nddulos, cistos,
vermelhidao e descoloragdo (Kaplan, 2002; 2003; Jacobson, 2004).

A despigmentacao da pele e a formagdo de maculas acrémicas que tendem a
expandir-se aumentando a superficie da area lesionada é um sinal clinico compartilhado
tanto pelo vitiligo (Souza Filho, 1991), enfermidade ja registrada em humanos, cavalos,
porcos, ratos e galinhas (Palkowski et al., 1987), quanto pela pinta, uma doenga infecto-
contagiosa nado-venérea causada por Treponema carateum cujo diagndstico ¢ feito

através de testes sorologicos (Fitzpatrick, 1979).
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Todas as espécies de serpentes estdo sujeitas a uma diversidade de patologias,
contudo existem algumas que sdo especificas para determinadas familias e géneros,
especialmente no caso de enfermidades virais (Uplge, 2005). Serpentes das espécies C.
durissus e C. basiliscus sdo as primeiras a morrerem quando expostas ao paramyxovirus
ofidio (OPMV), enquanto outras espécies da familia Viperidae sdo mais resistentes
(Jacobson, 1993).

Diversas enfermidades sdo causadas em serpentes, pelos seguintes grupos virais:
adenovirus, herpesvirus, paramyxovirus, reovirus, picornavirus, flavovirus, retrovirus,
parvovirus e iridovirus (Ackerman, 2003; Essbauer e Ahne, 2001; Hoser, 2003; Kaplan,
2003; Jacobson, 2004; Ulpgc, 2005; James e April, 2005).

Em caimans dos Estados Unidos, Africa do Sul, Colémbia e Brasil foram
diagnosticados uma dermatite causada por poxvirus, o qual apresenta um periodo de
laténcia determinando o status de portador ao animal que em condigdes de estresse,
desenvolve manifestacdo clinica. Segundo Francisco (1997) a sintomatologia
apresentada por uma dermatite causada por poxvirus em jacarés é caracteriza por lesdes
circulares e esbranquigadas espalhadas por todo o corpo e podem persistir por meses,
apresentando baixa mortalidade (Francisco, 1997; Huchzermeyer, 2002; Sarkis-
Gongalves et al., 2005).

Durante o ano de 2003, sete cascavéis mantidas em cativeiro no serpentario do
Laboratorio de Animais Peconhentos e Toxinas (LAPTx) da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE) apresentaram macroscopicamente lesdes acromicas na pele.
Histopatologicamente observou-se que as escamas acrOmicas apresentavam um
distirbio pigmentar caracterizado pela destruicdo nuclear dos melandcitos epidérmicos
com conseqiiente diminuicdo ou auséncia da producdo de melanina, bem como o

desaparecimento da camada de cromatoforos. Tendo sido descartada a possibilidade da
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acromia cutidnea nas cascavéis mantidas no serpentdrio do LAPTx ser causada por
fungos e bactérias (Aratijo, 2003), tornou-se necessario utilizar a microscopia eletronica
de transmissdo para aprofundar a pesquisa a nivel ultraestrutural, pois a hipotese de

contaminagao por virus passou a ser considerada.
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2. OBJETIVOS

Neste trabalho nos propusemos a:

2.1. Analisar macroscopicamente a evolugdo da acromia cutinea na pele
das serpentes da subespécie Crotalus durissus cascavella mantidas em cativeiro
na UFPE;

2.2. Investigar a possibilidade de contaminacdo bacteriologica entre as
serpentes da subespécie Crotalus durissus cascavella mantidas em cativeiro na
UFPE;

2.3. Comparar ultraestruturalmente as lesdes acromicas tegumentares das
serpentes da subespécie Crotalus durissus cascavella enfermas com escamas

pretas, brancas e marrons de serpentes saudaveis da mesma subespécie.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Serpentes

Para este estudo foram utilizadas 17 serpentes da subespécie Crotalus durissus
cascavella mantidas em cativeiro no serpentario do LAPTx — UFPE, sendo 15
experimentais e dois controles.

Os animais do grupo controle, Rg 438 e 442 eram fémeas adultas, procedentes de
Pernambuco, coletadas em julho e agosto de 2005, medindo 119 c¢cm e 135 cm de
comprimento total, respectivamente. Os animais controles ndo foram mantidos em
cativeiro para garantir a integridade das amostras.

Os animais experimentais (7 machos e 8 fémeas) foram procedentes dos estados
de Pernambuco, Bahia e Paraiba. No inicio deste trabalho, sete destes espécimes ja
apresentavam lesOes cutaneas originadas em cativeiro (grupo B). Os oito animais
experimentais que ndo apresentavam lesdes foram reunidos no grupo A. Quatorze
serpentes estavam no serpentario desde o inicio da pesquisa € um espécime integrou o
grupo 10 meses ap6s o inicio do experimento (Tabela 2). Estes animais foram
acondicionados em caixas individuais de madeira (54 x 40 x 26 cm, 40 x 35 x 25 cm)
com tampa frontal de vidro, para visualizagdo interna, forradas com papel, dispostas
durante todo experimento em trés estantes conforme esquema da Figura 15. As
serpentes foram alimentadas, mensalmente, com camundongos (Mus musculus), com
oferta de agua “ad libidum”. Tanto a agua quanto a forracdo foram substituidos
semanalmente. As serpentes foram submetidas a um fotoperiodo de 12 horas, mantidas
a uma incidéncia luminosa fornecida por seis ldmpadas daylight F40D-EX, em
temperatura média de 26°C e 78% de umidade relativa do ar, ambas monitoradas por

um termo-higrémetro (Winner).
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Tabela 2 - Dados gerais e pariametros biométricos dos animais experimentais da
subespécie Crotalus durissus cascavella, em julho de 2003.

‘ o PC Peso CT Presenf;a Local de~
Registro  Procedéncia Sexo de lesdo manutenc¢io
(anos) (Kg) (cm) A o
cutinea dos animais
050 PE 6,08 M 0,555 112 Sim Estante 1
137 PB 4,33 M 1,395 129 Sim Estante 1
138 PE 4,33 M 1,305 134,5 Sim Estante 1
148 PE 3,83 F 1,230 126 Sim Estante 1
153 PE 3,24 F 0,330 93 Sim Estante 1
157 PE 3,16 M 1,095 126 Sim Estante 1
170 BA 2,99 F 0,210 94 Nao Estante 2
173 BA 2,99 F 0,335 90 Nao Estante 2
175 BA 2,99 M 0,268 90,5 Nao Estante 2
179 BA 2,99 F 0,435 99 Sim Estante 2
185 PE 2,49 M 0,845 126 Nao Estante 2
221 PE 2,39 M 0,770 129 Nao Estante 2
244 PE 0,33 F I I Nao Quarentena**
249 PE 0,15 F I I Nao Quarentena**
354 PE 0* F 1 1 Nao Quarentena**

PC: Periodo em cativeiro; CT: Comprimento Total; M: macho; F: fémea; I: indeterminado;
*Chegada ao serpentario em maio de 2004. ** Animais transferidos para estante 3, em dezembro de 2004.

ESTANTE 1

ESTANTE 2

ESTANTE 3

SERPENTARIO

.

QUARENTENA

Janela —p

AN

Figura 15 - Representagdo esquematica do serpentario e quarentena do Laboratoério de
Animais Pegonhentos e Toxinas da Universidade Federal de Pernambuco, onde
foram mantidas as serpentes do grupo experimental .
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3.2. Analise macroscopica da pele de Crotalus durissus cascavella

Durante o periodo de experimentacdao (julho de 2003 a agosto de 2005) foram

realizadas quatro determinagdes dos seguintes parametros:
1) Peso dos animais, utilizando balanga Filizola;
2) Comprimento rostro-cloacal e caudal através de fita métrica;
3) Arco mediano do corpo e da cauda através de fita métrica;
4) Numero de lesdes no segmento rostro-cloacal e caudal;
5) Comprimento e largura de cada lesdo, através de paquimetro.
As lesdes foram registradas através de maquina fotografica digital Sony.
A partir dos parametros citados acima foram calculados:
1) Percentual do ganho de peso no periodo;
2) Percentual do crescimento no periodo;

3) Areas totais das regides rostro-cloacal (ARC) e caudal (AC) através das

equagdes 1 e 2.
ARC=2nr.h (1)
AC=05.2nr.g (2), sendo h: altura, r: raio e g: geratriz.

4) Areas das lesdes através da multiplicagio das medidas transversais e

longitudinais das lesoes;

5) Percentuais das areas lesionadas na regido rostro-cloacal em relacdo a area da

regido rostro-cloacal;
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6) Percentuais das areas lesionadas na regido caudal em relagdo a area da regido

caudal;
7) Percentuais das areas lesionadas totais em relagdo a superficie corporea total.

Com o objetivo de avaliar a existéncia de relagdo entre o niimero de lesdes e o
percentual de area total lesionada, entre o tempo de cativeiro e o numero de lesdes, entre
o tempo de cativeiro ¢ o percentual de area lesionada, bem como a localizagcdo das
serpentes na estante e o numero de lesdes, estes dados foram analisados através da

construcado de curvas de correlacao.

3.3. Determinacio de VDRL (Venereal Disease Research Laboratory) e
FTA-abs (Fluorescent Treponemal Antibody Absorption) no

soro das serpentes Crotalus durissus cascavella

As serpentes foram submetidas a coletas de sangue através de puncdo cardiaca
(2 a 3 ml), realizadas por veterinarios, no serpentdrio do LAPTx. As amostras foram
mantidas por 10 minutos a temperatura ambiente, centrifugadas a 2.000 rpm por cinco
minutos. O soro foi utilizado imediatamente nas analises de VDRL e FTA-abs com a
finalidade de identificar anticorpos treponémicos.

Todos os exames foram realizados no Laboratério de Sorologia do Hospital das
Clinicas.

Para a determinacdo de VDRL, as amostras de soro em analise foram colocadas
em contato com a suspensdo antigénica de VDRL em uma lamina apropriada, e
submetida a um processo de rotagdo mecanica por quatro minutos. Os resultados foram
lidos no microscopio optico Leica no aumento de 1000 vezes.

Para a determinagdo de FTA-abs, as amostras de soro em analise foram diluidas

em Sorbent e colocadas sobre esfregacos de antigeno (Imunopallidum) j& fixados em
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laminas. Em seguida, as amostras foram incubadas em cadmara imida a 37° C por 30
minutos e posteriormente lavadas duas vezes, por imersdo, durante cinco minutos com
tampao fosfato salino (PBS). As laminas foram secas e incubadas, desta vez, com
Fluoline e seguiu-se o0 mesmo procedimento assumido apods a primeira incubacdo. Apds
a ultima lavagem, a lamina foi montada e lida no microscopio optico Leica no aumento

de 1000 vezes.

3.4. Coleta das escamas de Crotalus durissus cascavella para processamento em

microscopia eletrénica de transmissao

Para estabelecer o controle da malha de cascavel realizou-se a coleta de escamas
de coloracdes diferentes (branca, preta e marrom) em duas serpentes: uma recém-
chegada ao laboratorio (RG 438) e outra cujas escamas foram coletadas ainda em
campo (RG 442). Para estudar a lesdo foram coletadas escamas acromicas de serpentes
que apresentavam os maiores nimeros de lesoes.

As serpentes foram contidas manualmente, sem necessitar de anestesia, e
submetidas, com auxilio de bisturi, a um incisd@o superficial na ponta de uma das
escamas dorsais da regido mediana do corpo, sem que a pele ficasse exposta a qualquer

infec¢ao.

3.5. Processamento das escamas de Crotalus durissus cascavella em

microscopia eletronica de transmissao

O processamento das amostras de pele de C. d. cascavella iniciou-se
imediatamente apos a coleta das escamas. Inicialmente, as escamas foram trinadas e

imersas, durante toda a noite, em fixador glutaraldeido 3% e tampao cacodilato 0,1 M.
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Em seguida, as amostras foram pos-fixadas em tetroxido de 6smio 1% durante 1 hora e
contrastadas em acetato de uranila 2,5% durante toda a noite. Logo ap0s esta etapa, as
amostras foram desidratadas com acetona em concentragdes crescentes de 30% a 100%
e iniciou-se o processo de infiltragdo com resina do tipo epon até o emblocamento das
mesmas. Finalmente, os blocos foram submetidos a cortes com espessura de 60 nm em
ultra-microtomo Leica e as amostras contrastadas com acetato de uranila 5% e citrato de
chumbo. Apds o encerramento destes procedimentos as amostras estavam prontas para
serem observadas no microscopio eletronico de transmissdo Zeiss EM 109 para

posterior analise.
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4. RESULTADOS

4.1. Aparecimento da acromia em serpentes da subespécie

Crotalus durissus cascavella

Durante o periodo de julho de 2003 a agosto de 2005, houve um aumento linear

do ntimero de serpentes que apresentaram lesdes acromicas tegumentares (Figura 16).

Dentre os 15 animais experimentais, sete possuiam lesdes no inicio do estudo, sete

foram contaminados durante o periodo de avalia¢do e apenas um animal ndo apresentou
lesdes visiveis ao término da andlise.

16 ~

14 -

12 +

10 -

N° serpentes com lesdes cutaneas
(o]
|

6 _
47 y = 0,2861x - 348,44
) R = 0,9982
0 T T
jul/o3 mar/04 nov/04 ago/05

Periodo de analise

Figura 16 — Aparecimento da acromia em serpentes da subespécie Crotalus durissus cascavella,
mantidas na UFPE, no periodo de julho de 2003 a agosto de 2005.

Os resultados da contagem das lesdes tegumentares mostraram o aumento
discreto do nimero de areas afetadas nas serpentes do grupo A (inicio da contaminagao)
e um aumento significativo das lesdes dos animais do grupo B (fase avangada de
contaminacdo) (Figura 17). O nimero total de lesdes do plantel aumentou 618% e de

forma exponencial no periodo de julho de 2003 a agosto de 2005 (Figura 18 e Anexo 2).
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Figura 17 - Desenvolvimento de lesdes acromicas tegumentares em serpentes da subespécie
Crotalus durissus cascavella mantidas em cativeiro na UFPE, no periodo de julho de 2003 a

mar/04 nov/04

Periodo de analise

ago/05

agosto de 2005. A: Serpentes sadias no inicio do estudo. B: Serpentes com lesdes pré-existentes.
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Figura 18 - Total de lesdes acromicas tegumentares no plantel de serpentes Crotalus durissus

cascavella mantidas em cativeiro na UFPE, no periodo de julho de 2003 a agosto de 2005.
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O ntmero de lesoes (Figura 19 e Anexo 2) e o percentual de area lesionada total
(Figura 20 e Anexo 6) observados no plantel ao final do estudo, ndo apresentaram

qualquer relagdo com o tempo em que as serpentes estavam mantidas em cativeiro.

120 - R =0,6704
»w 100 - .
(<P}
2
2 80
=
Y 60 -
s
= 40 +
=
Z 20 -
0 ‘
0 2 4 6 8 10

Tempo de cativeiro (anos)

Figura 19 — Tempo de cativeiro em relagdo ao nimero de lesdes nas serpentes
Crotalus durissus cascavella no final do estudo.
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Figura 20 — Tempo de cativeiro em relacdo ao percentual de area lesionada total nas
serpentes Crotalus durissus cascavella no final do estudo.
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A area das lesOes cutaneas das serpentes do grupo A representou 0,007% a 1,4%
(0,12 cm” a 20,04 cm®) da area total da superficie corporea dos animais ao término da
analise, enquanto no grupo B (contaminagdo em estagio avangado) esta area atingiu
3,1% a 10,4% (82,72 cm’® a 207,76 sz) (Anexos 3 e 4). O aumento da area cutinea
lesionada nas serpentes foi proporcional ao aumento do nimero de lesdes cutaneas no

periodo avaliado, para ambos os grupos (Figura 21 e 22).
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Figura 21 - Comprometimento percentual da pele das serpentes Crotalus durissus cascavella com
lesdes acromicas no periodo de julho de 2003 a agosto de 2005. A: Serpentes sadias no
inicio do estudo. B: Serpentes com lesdes pré-existentes.
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Figura 22 — Percentual da area lesionada total nas serpentes Crotalus durissus cascavella em
relagdo ao numero de lesdes existentes no plantel ao final do estudo.
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As lesoes se distribuiram nas regides dorsal e ventral das serpentes, tanto na
regido rostro-cloacal quanto na caudal, contudo a maioria das lesdes foi observada no
dorso da regido rostro-cloacal (Anexo 2).

Com relagdo a localizagdo das novas lesdes, constatou-se que na regido rostro-
cloacal o numero de areas atingidas cresceu progressivamente (Anexo 2, Figura 23). Ja
na regido caudal, apenas um espécime (Rg 153) apresentou crescimento continuo da
area lesionada enquanto todos os outros mostraram, em algum momento das analises, a
redugdo do tamanho das lesdes nesta regido (Anexo 5, Figura 24). E importante destacar
que os dados referentes ao Rg 185 devem ser desconsiderados tendo em vista que a
diminui¢do no numero de lesdes ocorreu em virtude da coleta de uma biopsia para
analise microscopica (Anexo 2).

Os resultados apresentados no anexo 2 evidenciam que durante todas as analises
realizadas, o maior numero de lesdes manteve-se na regido rostro-cloacal, tendo sido
esta também a localizagdo das lesdes iniciais nos espécimes contaminados no decorrer
do estudo (grupo A). Nenhum destes animais apresentou lesdes caudais no decorrer do

presente trabalho.
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Figura 23 - Comprometimento percentual da pele na regido rostro-cloacal das serpentes
Crotalus durissus cascavella com lesdes acromicas no periodo de julho de 2003 a agosto de 2005.
A: serpentes sadias no inicio do estudo. B: Serpentes com lesdes pré-existentes
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Figura 24 - Comprometimento percentual da pele na regido caudal das serpentes pertencentes
ao grupo B (com lesdes acromicas pré-existentes) no periodo julho de 2003 a agosto de 2005.
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Os resultados mostraram que as lesdes surgem, em média, com 0,45 cem?. O
acompanhamento do crescimento médio das primeiras lesdes observadas nas serpentes
do grupo B ocorreu de forma linear (Figura 25). A maior les@o foi observada no animal
Rg 50, com 20,70 cm?, porém a média de area de cada lesdo ao término da pesquisa, no

grupo B, foi 7,7 cm® (Anexo 7).

tro-cloacal

ia area lesao ros
W D [6)}
| | |

Méd

14° y = 0,2512x - 310,6
R = 0,994

jul/o3 mar/04 nov/04 ago/05

Periodo de analise

Figura 25 - Média da area das primeiras lesdes rostro-cloacais das serpentes pertencentes ao
grupo B (com lesdes acromicas pré-existentes) no periodo julho de 2003 a agosto de 2005.

Durante todo o estudo, as cascavéis pertencentes ao grupo A demonstraram um
ganho de peso entre 21,4% a 207,1%, enquanto nos animais do grupo B esta variacdo
foi de 53,2% a 164% (Anexo 8). O aumento de peso foi acompanhando por uma taxa de
crescimento que variou entre 2,5% a 25,5% nas serpentes do grupo A e 2,4% 30,1%
entre as serpentes do grupo B (Anexo 9).

Embora a pele das serpentes do grupo experimental esteja sendo gradativamente

comprometida pelas lesdes acrOmicas tegumentares, estas ndo influenciaram no
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aumento de peso (Figura 26), nem na taxa de crescimento corporeo dos animais (Figura

27).
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Figura 26 — Percentual do ganho de peso nas serpentes Crotalus durissus cascavella em relagio
ao numero de lesdes existentes no plantel ao final do estudo.
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Figura 27 — Percentual de crescimento nas serpentes Crotalus durissus cascavella em relacdo ao
numero de lesdes existentes no plantel ao final do estudo.
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4.2. Evolugio da acromia na pele de Crotalus durissus cascavella

Na pele dos animais do grupo experimental, principalmente, nas escamas
localizadas na cabega, as lesdes acrOmicas tegumentares originaram-se pela borda
externa das escamas, bem como na regido de dobradiga (entre escamas) expandindo-se
horizontalmente para outras escamas adjacentes aumentando assim a area afetada.

As escamas lesionadas apresentavam-se esbranquigadas, conservando sua
integridade e exibindo brilho e textura semelhantes as escamas sadias, entretanto as
lesdes acromicas demonstraram diferentes expressdes pigmentares em seu estagio
inicial.

Algumas lesdes inicialmente hipocrOmicas tornaram-se gradativamente
acromicas (Figura 28), enquanto outras apresentaram inicialmente uma hipercromia que

progredia até o aparecimento da acromia na regido central da lesdo (Figura 29).

Figura 28 - Aspecto hipocromico de uma lesdo cutanea de Crotalus durissus cascavella.

A) Hipocromia no estagio inicial da lesdo (*). B) Hipocromia nas bordas da lesdo (*)
e acromia no centro (¢) (Foto: A) Larrazabal, M.E.; B) Ramos, C.C.).
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Figura 29 - Aspecto hipercrémico de uma lesdo cutinea de Crotalus durissus cascavella.
Hipercromia nas bordas (0) e acromia no centro () (Foto: Valenga, R).

4.3. Distribuicdo das lesdes tegumentares em Crotalus durissus cascavella

em relagdo a disposicao das serpentes nas estantes do serpentario.

Ap0s analisar a presenca de lesdes tegumentares em relagdo a disposi¢cdo das
caixas de contencdo das serpentes em estantes no serpentario do LAPTX, foi possivel

relacionar o nimero de lesdes nas serpentes e sua localizag@o nas estantes (Figura 30).
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Figura 30 — Relagdo entre o numero de lesdes e a localizag@o das serpentes
Crotalus durissus cascavella nas estantes do serpentario do LAPTx.
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No inicio do estudo as serpentes do grupo B (com lesdes pré-existentes) estavam
acondicionadas nas caixas mantidas na estante 1 (seis espécimes) e na estante 2 (um
espécime). As andlises mostraram que as duas serpentes sadias que primeiro
apresentaram indicios de contaminag@o foram aquelas mantidas na estante 2, seguidas
de outros trés espécimes também mantidos na estante 2 e, por fim, de uma serpente
localizada na estante 3. Além disso, uma serpente mantida na quarentena por 11 meses,
apresentou sinais de contaminacdo. Apenas um unico espécime, mantido ha 25 meses
em caixa localizada na estante mais proxima da entrada de ar do serpentario, ndo
apresentou lesdes acromicas cutineas.

Sendo assim, os resultados revelam que a acromia desenvolve-se a partir das

serpentes mantidas na estante 1 expandindo-se para as demais.

4.4. Determinacio de VDRL (Venereal Disease Research Laboratory) e
FTA-abs (Fluorescent Treponemal Antibody Absorption) no

soro das serpentes Crotalus durissus cascavella

Os resultados dos exames sorologicos (VDRL e FTA-abs) para deteccdo de

anticorpos treponémicos no soro das serpentes foram todos negativos.
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4.5. Aspectos ultraestruturais da pele de Crotalus durissus cascavella

De acordo com a coloracdo da escama controle analisada, alguns aspectos
ultraestruturais apresentaram variagdes: na epiderme, a) quanto a presenca, densidade,
dispersdo e o estado de melanogénese dos melandcitos com diferentes eletrodensidades
citoplasmaticas, b) dentritos melanociticos, ¢) melanossomos; ¢ na derme, a) quanto a
presenca e densidade de melandcitos, b) dentritos melanociticos, c) melanossomos ¢ d)
guanoforos.

Dentre as escamas analisadas, foi possivel observar na epiderme da escama preta
uma grande densidade de melandcitos, os quais apresentavam nucleo e ilhas de
heterocromatina, abundantes dentritos melanociticos e diversos melanossomos. Na
regido dérmica também foi detectada grande densidade de melanocitos com
pseudopodos apresentando polimorfismo nuclear, onde a maioria apresentava nucleos
alongados com ilhas de heterocromatina, numerosos dentritos melanociticos e
melanossomos distribuidos horizontalmente formando uma camada continua na derme
superior, abundantes feixes de colageno e auséncia de guanoforos (Figura 31 e Tabela

3).
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Figura 31 (A-C) - Eletromicrografias da escama controle preta de Crotalus durissus
cascavella. A — Epiderme rica em células: presenca de queratina (o), queratindcitos (q)
apresentando nucleo com nucléolo e cromatina periférica, melandcito epidérmico (me)
apresentando ntcleo com ilhas de heterocromatina, melanossomos (ms), desmossomos (d),
vacuolos (v) e membrana basal (mb) com hemidesmossomos e prolongamentos (3.000x).
B - Derme rica em dentritos melanociticos (dm) e melanossomos (ms), melandcito dérmico
(md) apresentando nucleo alongado com ilhas e heterocromatina e pseudopodo (pd) (3.000x).
C — Regido epidérmica apresentando melandcito epidérmico (me) com ilhas de cromatina,
queratinocito (qq) em estagio de queratinizacdo, dentritos melanociticos (dm), limitada pela
membrana basal (mb) com prolongamentos e hemidesmossomos. Na regido dérmica superior,
distribuida horizontalmente, uma grande quantidade de dentritos melanociticos (dm) e
melanossomos (ms). Presenca dos feixes de coladgeno (fc) em cortes longitudinais e transversais
(4.400%).
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Nas regides epidérmica e dérmica da escama controle marrom de C. d.
cascavella foi possivel visualizar a presenga de cromatéforos mosaicos contendo
pterinossomos e melanossomos. A quantidade de melanocitos epidérmicos e dérmicos,
dentritos melanossdmicos € melanossomos presentes era inferior a existente na escama
preta, contudo, apenas na derme estavam presentes os guanoforos em uma densidade

semelhante a de melanossomos existentes na escama avaliada. (Figura 32 - 33 e Tabela

3).

Figura 32 (A-B) - Eletromicrografias da escama controle marrom de Crotalus durissus
cascavella. A — Epiderme rica em células, presenca de queratina (a), queratindcito (qq) em
estagio de queratinizagdo, melanocitos epidérmicos (me) apresentando nucleo com ilhas de
heterocromatina, melanossomos (ms), desmossomos (d), vacuolos (v) e membrana basal (mb)
(3.000x). B — Na epiderme: presenca de um pterinossomo. Na derme, presenca de poucos
melanossomos (ms), e de guanoforos (g) (3.000x).
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Figura 33 (A-C) - Eletromicrografias da escama controle marrom de Crotalus durissus
cascavella. A — Dentrito melanocitico englobando um pterinossomo (pt) e melanossomos (ms).
(30.000x). B — Detalhe de um melandcito epidérmico (me) exibindo prolongamentos
citoplasmaticos, citoplasma denso apresentando vacuolos (v), nucleo com heterocromatina
periférica com algumas ilhas, presenga de queratindcito (q) com heterocromatina periférica,
melanossomos (ms) e desmossomos (d) (7.000x). C - Detalhe de um melanécito dérmico (md)
com nucleo apresentando nucléolo e heterocromatina dispersa, em estado avangado de
melanogénese apresentando em seu citoplasma diversos melanossomos (ms) agregados,
vacuolos (v). Presenca de dentrito melanocitico (dm) e guandforos (g) (4.400x).
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Na epiderme da escama controle branca de C. d. cascavella, observou-se raros
melanocitos epidérmicos desprovidos de melanossomos; um complexo amorfo
aparentemente formado por acumulo de gordura; células basais com nticleos de
tamanhos variados; auséncia de dentritos melanossdmicos e melanossomos. Na regido
dérmica foram vistos raros melandcitos dérmicos desprovidos de melanossomos,
auséncia de dentritos melanossomicos € melanossomos, € a maior densidade de

guanoforos quando comparadas as escamas preta e marrom (Figura 34 — 35 e Tabela 3).

Figura 34 (A-B) - Eletromicrografias da escama controle branca de Crotalus durissus
cascavella. A — Epiderme rica em células, presenga de queratina (a), queratindcito (q)
apresentando nucleo com nucléolo e cromatina periférica, queratinocitos (qq) em estagio de
queratinizagdo, célula basal (clb) com niicleo volumoso, desmossomos (d) entre as células,
melandcito epidérmico (me) apresentando nucleo com ilhas de heterocromatina e vactolos (v),
membrana basal (mb) com prolongamentos e hemidesmossomos (4.400x). B — Na derme, regido
rica em guanoforos (g), melanocito dérmico raro (md) desprovido de granulos de melanina
(3.000x).



Acromia Cutinea de Crotalus durissus cascavella Mantidas em Cativeiro 46

Figura 35 - Eletromicrografias da escama controle branca de Crotalus durissus cascavella. Na
regido epidérmica ha presenca de célula da camada basal (clb) com nucleo reduzido, um
complexo amorfo (ca), membrana basal (mb) com suaves prolongamentos. Regido dérmica ha
diversos feixes de colageno (fc) e varios guandforos (g) (3.000x).

As escamas controles de diferentes cores apresentaram algumas caracteristicas
ultraestruturais semelhantes: na epiderme, a) presenca de uma membrana basal formada
por prolongamentos direcionados a derme; b) presenca de hemidesmossomos unindo a
membrana basal as células da camada basal, as quais apresentavam nucleos volumosos
e alongados; c) presenca de desmossomos unindo as células da camada basal, bem como
os queratinocitos das demais camadas do estrato germinativo; d) vacuolos intra e
extramelanociticos; €) queratindcitos normais com nucléolo e com cromatina periférica
e outros em processo de queratinizacdo, os quais ja demonstravam a perda gradativa do
nucleo; f) presenga da camada de queratina; e na derme: a) presenca de diversos feixes

de colageno e b) fibras nervosas mielinicas (Figura 36 ¢ Tabela 3).
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Figura 36 — Aspectos ultraestruturais da regido dérmica de Crotalus durissus cascavella:
A) Feixes de colageno em cortes longitudinal (fcl) e transversal (fct) (7.000x); B) Fibras
nervosas mielinicas (fn) em corte transversal rodeados por feixes de colageno (fc) (4.000x).

As observagdes ultraestruturais das escamas acromicas de C. d. cascavella
revelaram na epiderme: 1) dreas epidérmicas parcial ou completamente destruidas; 2)
células basais com nucleos volumosos, porém com cromatina em processo de destrui¢cdo
evidenciando corpusculos de inclusdo intranucleares e diversas particulas intranucleares
e intracitoplasmaticas; 3) grande quantidade de células basais e queratindcitos
anucleados limitados por suas membranas plasmaticas contendo diversas particulas
intracitoplasmaticas, as quais estdo restritas exclusivamente a regido epidérmica; 4)
melanocitos epidérmicos em diferentes estagios degenerativos; 5) presenca de raros
dentritos melanossémicos e melanossomos epidérmicos; na derme observou-se: 1) a
presenga de melandcitos dérmicos em diferentes estagios degenerativos, alguns com
condensagdo da cromatina conservando melanossomos no citoplasma, outros com
rompimento de membrana citoplasmatica e derrame de todo conteudo

intracitoplasmatico; 2) muitos feixes de colageno; 3) poucos dentritos melanossémicos
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e melanossomos; 4) presenca de guanoforos e a presenga de cromatdforos mosaicos
apresentando organelas caracteristicas de melanoforo (melanossomos) e eritroforos ou

xantoforos (pterinossomos) (Figura 37 - 40 e Tabela 3).

Figura 37 (A-C) - Eletromicrografias da escama acrémica de Crotalus durissus cascavella.
A — Epiderme com presenca de queratina (o), presenga de uma camada espessa apresentando
queratinocito (q) com nucleo, nucléolo e cromatina dispersa, presenca de varias células
anucleadas (CA) conservando apenas as membranas plasmaticas (3.000x), desmossomos (d)
entre as células e membrana basal (mb) com suaves prolongamentos direcionados a derme.
B — Epiderme com presenga de célula da camada basal (cIb) em processo de degeneracdo ao
lado outras células anucleadas (CA) e membrana basal (mb) apresentando prolongamentos. Na
derme, presenca de muitos feixes de colageno (fc), dendritos melanossémicos (dm) com
granulos de melanina condensados (3.000x). C — Regido epidérmica com evidencia de queratina
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beta (B) e alfa (a), camada germinativa totalmente deformada, apresentando desmossomos (d) e
varios vacuolos (v). (7.000x).

Figura 38 (A-C) - Eletromicrografias da escama acrémica de Crotalus durissus cascavella.
A — Célula basal em inicio de degeneragdo exibindo particulas intranucleares (pin) eletrodensas
no interior do nucléolo danificado (nd) e diversas particulas intracitoplasmaticas (pic).
(12.000x). B - Aumento da area selecionada em A para melhor identificagdo das particulas
intranucleares (pin) eletrodensas no interior do nucléolo danificado (nd) e algumas particulas
intracitoplasmaticas (pic). (30.000x). C — Detalhe de uma célula basal com nucleo volumoso e
alongando, evidenciando um corpusculo de incluso intranuclear (ciin), apresentando ainda
varias particulas, presenca de desmossomos (d), membrana basal (mb) e feixes de colageno (fc).
(7.000x).
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Figura 39 (A-D) - Eletromicrografias da escama acrémica de Crotalus durissus cascavella. A —
Parte de uma célula da camada basal (clb) evidenciando um corpisculo de inclusdo intranuclear
(ciin), particulas intranucleares (pin) e intracitoplasmaticas (pic). (12.000x). B — Ampliagdo da
area selecionada em G para visualizar detalhadamente o corpusculo de inclusdo intranuclear
(ciin) preenchido por varias particulas, a presenca de particulas intranucleares (pin) e
intracitoplasmaticas (pic). (50.000x). C — Regido epidérmica espessa com varias células
anucleadas com numerosas particulas intracitoplasmaticas (CAp) que conservam apenas suas
membranas plasmaticas ligadas entre si por desmossomos (d), membrana basal (mb) com
prolongamentos. Na derme varios feixes de coladgeno (fc). (7.000x). D — Detalhe de um
cromatoforo mosaico apresentando mitocondrias (mi), melanossomos (ms) e pterinossomos (pt).
Presenca de feixes de colageno (fc) (12.000x).
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Figura 40 (A-B) - Eletromicrografias da escama acromica de Crotalus durissus cascavella.
A — Melandcito dérmico (md) danificado em estagio inicial de degeneragdo apresentando nucleo
com cromatina condensada e citoplasma com varios melanossomos (ms) e vacuolos (v). Nota-se
a presenca de feixes de colageno (fc). (7.000x). B — Parte de um melanodcito dérmico (md)
apresentando nucleo com cromatina condensada e membrana plasmatica rompida (mpr)
liberando contetido citoplasmatico, inclusive melanossomos (ms). Nota-se a presenga de feixes
de colageno em corte longitudinal (fcl) e transversal (fct) (7.000x).

Quando comparados os aspectos ultraestruturais das escamas controle e
acromicas de C. d. cascavella constatou-se que os melandcitos epidérmicos ¢ dérmicos,
as células basais e os queratindcitos sdo os tipos celulares mais severamente atingidos.
Nas escamas acromicas, os raros dentritos melanossomicos € melanossomos existentes
vao gradativamente desaparecendo. Neste aspecto, a escama acrOmica tende a
assemelhar-se ultraestruturalmente a escama branca controle (Tabela 3).

As observacdes ultraestruturais da escama acromica de C. d. cascavella
revelaram a existéncia de um processo degenerativo iniciado nos nucleos das células
basais, nos quais foram observados particulas intranucleares eletrodensas. Estas

particulas originaram corptsculos de inclusdo intranucleares repletos de outras
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particulas que foram liberadas no citoplasma das células atingidas. Na etapa seguinte,
estas células tornaram-se anucleadas, com diversas particulas intracitoplasmaticas que,
provavelmente, passaram para as células adjacentes através das membranas plasmaticas
ainda preservadas. Em estagio mais avancado da acromia, as membranas plasmaticas
das células anucleadas apresentam sinais de degeneracdo e a formagdo de diversos
vacuolos epidérmicos de diferentes tamanhos (Tabela 3).

Especialmente nos melanocitos dérmicos, ao contrario do que ocorre nas células
epidérmicas, observou-se que o processo degenerativo provoca, inicialmente, a
condensacdo da cromatina e o rompimento da membrana citoplasmatica com
conseqiiente derrame do conteudo intracitoplasmatico. A quantidade de feixes de
coldgeno na derme das escamas acrOmicas foi superior a encontrada nas escamas
controle. Aparentemente, os guandforos observados na escama acrdmica ndo passam

por quaisquer alteracdes ultraestruturais (Tabela 3).
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e acromicas de Crotalus durissus cascavella.

53

Tabela 3. Aspectos ultraestruturais das escamas controles

Escama controle

Escama controle

Escama controle

Escama acromica

Preta marrom branca
EPIDERME
Queratina Presente Presente Presente Presente
Queratinocitos Normais € em Normais € em Normais € em Anucleados com
processo de processo de processo de particulas
queratinizagdo queratinizagdo queratinizago intracitoplasmaticas
Melandcitos Presentes em grande  Presentes Raros e desprovidos Presentes em processo
quantidade de melanossomos de degeneragio
Dentritos Presentes em grande Presentes Ausentes Raros
melanociticos quantidade
Melanossomos Presentes em grande Presentes Ausentes Raros
quantidade
Cromatoforos Ausentes Presente Ausentes Ausentes
mosaicos
Vacuolos intra e Presente Presente Presente Presentes
extramelanociticos
Desmossomos Presente Presente Presente Presentes

Células basais

Presentes com

Presentes com

Presentes com

Anucleadas e com

nucleos volumosos e nuicleos volumosos polimorfismo nucleos volumosos.
alongados e alongados nuclear Cromatina em
processo de
degeneragdo com
corpusculos de
inclusdo intranucleares
e diversas particulas
intranucleares e
intracitoplasmaticas.
Hemidesmossomos Presente Presente Presente Presente
Membrana Basal Presente Presente Presente Presente
Complexo Amorfo Ausente Ausente Presente Ausente
DERME
Melandcitos Presentes em grande ~ Presentes Raros e desprovidos ~ Presentes em
quantidade de melanossomos diferentes estagios de
degeneragdo
Dentritos Presentes em grande  Presentes Ausentes Presentes em pouca
melanossdmicos quantidade quantidade
Melanossomos Presentes em grande Presentes Ausentes Presentes em pouca
quantidade quantidade
Cromatoforos Ausentes Presentes Ausentes Presentes
mosaicos
Guanoforos Ausentes Presentes Presentes em Presentes
grande densidade
Presente em grande
Feixes de colageno Presente Presente Presente quantidade
Fibras nervosas Presente Presente Presente Presente

mielinicas
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5. DISCUSSAO

Os resultados das andlises macroscopicas tegumentares revelaram um aumento
linear tanto no nimero de serpentes com lesdes acrémicas tegumentares quanto no
crescimento médio das primeiras lesdes observadas nestes animais.

Apesar do aparecimento da acromia cutinea entre as serpentes e o aumento das
lesdes obedecerem a uma funcdo linear, o aparecimento de novas lesdes acromicas foi
exponencial, o que explica a grande diferenga no niimero de lesdes entre os grupos A
(inicio da contaminagdo) e B (fase avangada de contaminacao).

Em todas as serpentes C. d. cascavella avaliadas, o aumento da area da pele que
apresentou lesdes cutidneas foi proporcional ao numero de lesdes acromicas
tegumentares, porém, ambos parametros ndo apresentam relagdo significativa com o
tempo em que as serpentes estdo em cativeiro.

Tendo em vista que as serpentes sao acondicionadas em caixas individuais e ndo
mantém contato direto umas com as outras, além de terem a forragdo e a agua trocadas
sempre que necessario, foi descartada a possibilidade de que a proliferacdo desta doenga
no serpentario tenha sido causada pelo excesso de espécimes na mesma area ou por mas
condi¢des higiénicas (Horner, 1988; Francisco, 1997; Huchzermeyer, 2002). Contudo,
uma via indireta de contaminagdo poderia estar ocorrendo entre os espécimes através do
gancho utilizado durante o manejo.

Apos as analises macroscopicas das lesdes tegumentares em relacdo a disposigao
das caixas de contencdo das serpentes nas estantes do serpentario do LAPTx, foi
possivel verificar uma intima relacdo entre o numero de lesdes nas serpentes € sua

localizacdo nas estantes.
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Tendo em vista que a regido rostro-cloacal apresentou o maior nimero de lesdes
e mostrou ser a primeira area atingida nas serpentes enfermas durante o estudo, e
supondo que a via de disseminagdo da acromia seja aérea, um possivel agente poderia
estar infectando as serpentes através da inalacdo, pois € na regido rostro-cloacal, no
interior dos pulmdes, que ocorre a hematopoese. Assim, o agente etiopatologico estaria
entrando na corrente sangiiinea através dos vasos que irrigam os alvéolos pulmonares ¢
se disseminando mais rapidamente nesta regido de maior vascularizagdo em relacdo a
regido caudal.

Uma outra hipotese de contdgio seria por contato direto do agente com a pele.
Uma vez enrodilhada, posicdo mais comumente adotada pelas serpentes nas caixas, a
regido rostro-cloacal sobrepde-se a regido caudal, tornando-se a area mais exposta ao
agente etiopatologico. Dessa maneira, a regido rostro-cloacal seria naturalmente a
primeira area a ser infectada.

As lesdes acromicas tegumentares nas cascavéis originaram-se tanto na borda
das escamas (onde a queratina ¢ mais espessa ¢ oferece alta resisténcia a penetragdo de
patégenos externos) quanto na regido de dobradica (local onde a queratina reduz sua
espessura no momento da flexdo entre as escamas oferecendo menor resisténcia a agdo
de agentes externos) (Hildebrand, 1995; Cheatwood, 2000). Isto pode indicar que o
agente responsavel pela acromia cutdnea nas cascavéis atua independente do nivel de
resisténcia imposto pela espessura da queratina nas escamas.

Embora os sinais clinicos apresentados pelas cascavéis mantidas no serpentario
da UFPE sejam semelhantes aqueles causados por Treponema carateum, agente
patoldgico da pinta, doenga infecto-contagiosa ndo-venérea (Fitzpatrick et al, 1979);
neste estudo, esta possibilidade foi afastada pela negatividade dos testes sorologicos

antitreponémicos.
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As cascavéis estudadas, por terem desenvolvido lesdes acrdmicas cutdneas em
diferentes tamanhos que substituem parte da coloracdo e do padrdo natural da pele,
poderiam estar desenvolvendo uma doenca auto-imune conhecida como pielbaldismo
(Cornsnake, 2005), pois quando mantidas em cativeiro, estdo susceptiveis a alteragoes
de seu sistema imune (Jacobson, 2004; Ferreira, 1999), contudo as lesdes estudadas ndo

estdo associadas a bolhas nem a deformidades das escamas.

Em estudo anterior, as analises histologicas das escamas acromicas revelaram a
existéncia de um disturbio pigmentar caracterizado por danos na membrana basal,
destruicdo nuclear dos melandcitos epidérmicos com conseqiiente diminuigdo ou
auséncia da producdo de melanina, derrame pigmentar, bem como o desaparecimento da
camada de cromatoforos e hipocromia nos escassos cromatoforos existentes (Aratjo,
2003). Tendo sido descartada a possibilidade da acromia cutanea nas cascavéis mantidas
no serpentario do LAPTx ser causada por fungos e bactérias (Araujo, 2003), tornou-se
necessario aprofundar a pesquisa a nivel ultraestrutural e investigar a natureza do agente
responsavel por esta acromia cutinea.

As escamas de diferentes cores dos animais controle apresentavam em comum
os seguintes resultados ultraestruturais: presenca da camada de queratina, de
queratindcitos normais € em processo de queratinizagdo, de vacuolos intra e
extramelanociticos, de desmossomos entre as células do estrato germinativo, de células
basais com nucleos volumosos ¢ alongados unidas por hemidesmossomos a uma
membrana basal formada por prolongamentos direcionados a derme, bem como de
células pigmentares em diferentes densidades, além de diversos feixes de colageno e
fibras nervosas mielinicas a nivel dérmico, o que esta de acordo com Ranh (1941), Roth
et al. (1970), Miscalencu e Ionescu (1972), Landmann (1979), Murray ¢ Myerscough

(1991), Tu et al. (2002) e Alibardi (2002).
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A pele de C. d. cascavella apresentou diferentes densidades de melandcitos e
guanoforos de acordo com a coloragdo da escama avaliada. A escama controle preta
apresentou muitos melandcitos epidérmicos e dérmicos, bem como auséncia de
guanodforos; a escama controle marrom apresentou alguns melanécitos epidérmicos e
dérmicos e a presenga de guandforos; enquanto que a escama controle branca
apresentou escassos melanocitos epidérmicos e dérmicos desprovidos de granulos de
melanina e a presenca abundante de guanoforos. Estes resultados corroboram as
afirmacdes de Murray e Myerscough (1991) e Kaplan (2002), tendo em vista que a
coloracdo e o padrio da pele das serpentes sdo determinados pela presenga ou auséncia,
densidade e distribui¢do dos melanocitos e cromatdforos no interior de cada camada do
tegumento.

As lesdes das cascavéis analisadas neste estudo estdo relacionadas diretamente
com a coloracdo da pele e sua distribui¢do corpdrea, o que poderia indicar a existéncia
de um disturbio pigmentar com propriedades metastaticas caracterizado pela presenca
de células pigmentares naturalmente restritas a derme entre as células epidérmicas,
organelas com perfis desordenados, bem como a presenga de cromatéforos mosaicos em
areas de transi¢do (Jacobson et al., 1989). Porém, a observagdo de melandforos e
melanossomos na epiderme e derme, bem como a de guanoforos restritos a derme,
demonstra caracteristicas normais da pele de C. d. cascavella (Ranh, 1941) e, mesmo
tendo sido observado a existéncia de cromatdforos mosaicos na derme da escama
acrdmica, isto ndo indica a existéncia de um disturbio pigmentar, pois estes também
foram observados na escama marrom controle, o que descarta a possibilidade de um
cromatoforama (Jacobson et al., 1989).

O clareamento tegumentar observado nas serpentes estudadas poderia estar

sendo causado por mutagdes como o albinismo parcial ou o hipomelanismo (Ihle et al.,
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2000), pela dispersao de melanossomos na derme (Cooper e Greenderg in Gans, 1992),
bem como pela diminuicdo na quantidade de melanina depositada na epiderme devido a
auséncia de incidéncia solar direta sobre a pele (Orr, 1986; Pough et al., 1999; Rehak,
1987 apud Cooper e Greenderg, 1992). Contudo, nossos resultados ultraestruturais
revelaram que os melanossomos existentes nos citoplasmas dos melandcitos, os
dentritos melanossomicos e os melanossomos ja dispersos na epiderme e¢ derme sdo
liberados a cada troca de pele sem que ocorra a reposicdo dos mesmos, pois os
melanocitos epidérmicos e dérmicos estdo degenerando-se, tornando-se incapazes de
realizar a melanogénese.

As lesdes acroémicas tegumentares existentes nas serpentes mantidas no LAPTx
poderiam estar sendo causadas por alteragcdes hormonais na hipofise. Segundo Ranh
(1941), algumas cascavéis apresentaram lesdes acromicas causadas pela concentracdo
dos pigmentos no interior dos melanodcitos quando submetidas a hipofisectomia.
Contudo, os resultados da analise ultraestrutural da escama acromica revelaram a
auséncia de qualquer concentragdo pigmentar.

Especialmente nas células basais das escamas acrOmicas, as analises
ultraestruturais revelaram a existéncia de corpusculos de inclusdo intranucleares, os
quais apresentaram diferentes localizagdes, tamanhos e formas. No interior dos
corpusculos notou-se a existéncia de diversas particulas envolvidas por nitidas
membranas que se assemelhavam a capa protéica que encapsulam coldnias virais. Estas
particulas devem ser dispersas quando o corpusculo, provavelmente, se desloca do
centro nuclear em dire¢@o a carioteca, na qual ocorreria um rompimento e pela qual as
particulas seriam liberadas. Algumas dessas particulas se tornam intranucleares e,
provavelmente, irdo degradar o nucleo internamente. Por outro lado, as particulas

intracitoplasmaticas, ocupariam toda a area celular degradando o nicleo externamente,
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0 que explicaria a existéncia de uma grande quantidade de células basais ¢
queratinocitos anucleados com diversas particulas intracitoplasmaticas limitados apenas
por suas membranas plasmaticas.

Conforme os resultados obtidos através das fotomicrografias ultraestruturais,
sugere-se que algumas particulas intracitoplasmaticas consigam atravessar a membrana
plasmatica das células danificadas e alcancar as células adjacentes, espalhando-se pelos
seus citoplasmas e, em seguida, atuando em seus nucléolos. Tendo atingido certo grau
de maturidade correspondente com a inexisténcia do nucléolo, ¢ provavel que as
particulas sejam envolvidas por um novo corpusculo de inclusdo intranuclear.

E interessante destacar que a maioria absoluta das particulas intracitoplasmaticas
¢ restrita a regido epidérmica, porém os resultados revelam destruicdo nuclear nos
melanocitos dérmicos, acompanhado de um agressivo rompimento de suas membranas
citoplasmaticas e, conseqiientemente, o derrame de suas organelas intracitoplasmaticas.
Este fato sugere que as particulas também consigam atravessar a membrana basal e
atinjam as células dérmicas. Sendo assim, apos atingirem a vascularizada regido
dérmica (Young et al., in Burkitt, 2001; Aragjo, 2003), as particulas poderiam
disseminar-se por via sangiiinea para todo o corpo da serpente (Kaplan, 2002). Isto
explicaria o porqué das lesdes acromicas tegumentares de C. d. cascavella
apresentarem-se descontinuamente distribuidas por todo o corpo.

Existem algumas doencas que sdo especificas para determinadas familias e
géneros de serpentes, especialmente no caso de enfermidades virais (Uplge, 2005). Com
base em observagdes realizadas no serpentario do LAPTx, constituido de Crotalus
durissus cascavella, Bothrops erythromelas, Bothrops leucurus e Boa constrictor, é
possivel sugerir que apenas as cascavéis (C. d. cascavella) expressam esta enfermidade

através da acromia cutanea, tendo em vista que as 3 jararacas (2 Bothrops erythromelas
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e uma 1 Bothrops leucurus) apds contato com um possivel agente etiopatologico foram
a Obito sem o desenvolvimento das lesdes e que a jiboia da espécie Boa constrictor,
mantida no serpentario ha 10 anos nio apresentou qualquer sinal cutaneo. E possivel
que serpentes da espécie Boa constrictor apresentem anticorpos naturais contra este
possivel agente viral como ¢ o caso de serpentes da espécie Natrix eryhtrogaster que
apresentam anticorpos naturais contra um virus causador da estomatite vesicular da
familia rhabdoviridae (Hoff e Trainer, 1973 in Essbauer ¢ Ahne, 2001).

Alguns grupos virais ja foram registrados em serpentes, dentre eles os calicivirus
aparentemente ndo patdégenos e os adeno-, herpes-, paramyxo-, reo-, picorna-, flavo-,
retro-, parvo-, e iridovirus responsaveis pelas seguintes sintomatologias: dificuldade
respiratoria, letargia, pneumonia, hemorragias, necrose pancredtica e gastrointestinal,
perda de apetite, emagrecimento rapido, reducdo da temperatura corpdrea, ingestdo
excessiva de liquido, ecdises constantes, convulsdes, tumores, distirbios nervosos como
desorientacdo e regurgitacdes cronicas (Ackerman, 2003; Essbauer e Ahne, 2001;
Hoser, 2003; Kaplan, 2003; Jacobson, 2004; Ulpgc, 2005; James e April, 2005). As
cascavéis com lesdes acromicas tegumentares mantidas no serpentdrio da UFPE ndo
demonstraram nenhuma destas alteragdes, como também nenhum grau de
comprometimento quanto ao aumento de peso e taxa de crescimento.

Até o momento, ndo existem registros de agentes virais responsaveis pela
despigmentacdo tegumentar em serpentes. Em crocodilos, tartarugas e lagartos foi
diagnosticada uma dermatite que, na maioria dos casos, estd associada com lesdes
circulares e esbranquicadas espalhadas por toda a superficie do corpo, causada por
poxvirus (Francisco, 1997; Essbauer e Ahne, 2001; Huchzermeyer, 2002; Sarkis-

Gongalves et al., 2001 in Mattos; James e April, 2005).
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Embora as poxviroses estejam associadas a corpusculos de inclusdo
intracitoplasmaticos, os quais podem ser encontrados em eritrocitos (James e April,
2005), os resultados ultraestruturais das escamas avaliadas de C. d. cascavella
revelaram a presencga de corptsculos de inclusdo intranucleares.

As lesdes acromicas tegumentares de C. d. cascavella até poderiam ser
comparadas, macroscopicamente, as manchas brancas observadas na carapaca de vérias
espécies de camardes do género Penaeus, provocadas por um baculovirus conhecido
como “white spot baculovirus” (WSBV), o qual age na formagdo de corpusculos de
inclusdo intranucleares, porém, estas manchas sdo conseqiientes a um aciimulo anormal
de calcio na epiderme cuticular e ndo por destruicdo de células pigmentares (Lightner,
2003).

Macroscopicamente, as lesdes acromicas tegumentares de C. d. cascavella sdo
semelhantes as do vitiligo. Através de avaliacdo histopatologica constatou-se a
existéncia de danos na membrana basal da epiderme, derrame pigmentar, auséncia da
camada de cromatoforos distribuida horizontalmente na derme superior e hipocromia
nos escassos cromatoforos existentes, sugerindo um processo vitiligoide de

despigmentacdo (Aratjo, 2003).

O vitiligo, alteracdo cutdnea caracterizada pela despigmentagdo da pele e pela
formagdo de maculas acrémicas que tendem a expandir-se aumentando a superficie da
area lesionada (Souza Filho, 1991), ndo ¢ uma patologia restrita aos humanos, ja tendo
sido registrada em cavalos, porcos, ratos e galinhas (Palkowski et al, 1987; Pardue et al,
1987). Apesar de sua origem ser desconhecida, varios fatores t€ém sido propostos como
seus agentes desencadeadores, entre eles estdo os distirbios genéticos, os nervosos € os

auto-imunes, os radicais livres, os hormonios, as enzimas, deficiéncia nutricional,
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autodestrui¢do celular provocada por quimicos fendlicos, o estresse e os virus (Iverson,

2000).

A hipocromia em areas escuras da pele de C. d. cascavella e hipercromia em
areas claras até o aparecimento definido da acromia sugere que, em alguns casos, as
células antes de serem degradadas estejam, inicialmente, com alta concentracdo de
melanina. Este fato ¢ um dos suportes da hipotese etiopatogénica autodestrutiva do
vitiligo. Esta se caracteriza pelo acumulo de uma substancia toxica precursora da
melanina com agdo melanocitolitica, o aumento de oxidagdo do acido araquidénico e
leucotrienos responsaveis pela exaustdo dos melanocitos apos proliferacao inicial, com
conseqiiente descontrole do mecanismo natural de eliminacdo dos melanossomos,
levando os melandcitos a disfun¢do e morte (Nordlund apud Thiers, 1986; Mosher apud
Fitzpatrick, 1987).

Os efeitos provocados por virus das familias herpesviridae e retroviridae estdo
de acordo com os sintomas causados pelo vitiligo, os quais podem ficar em estado de
laténcia por alguns anos antes de atacarem diretamente o DNA dos nucleos

melanociticos em formagao ou ja formados (Grimes et al., 1996; Iverson, 2000).

Portanto, os resultados ultraestruturais sugerem que a acromia cutanea nas
cascavéis mantidas no serpentario do LAPTx esteja sendo causada por um agente viral
que provoca a destruicdo de todas as células da epiderme e derme, as quais
conservavam apenas as membranas plasmaticas, sem qualquer conteudo citoplasmatico,
indicando que o prejuizo na pele das cascavéis ndo esta restrito somente a questdo da
colora¢do, mas atinge também a producdo de todo seu complexo epidérmico. Essa
patologia deve, futuramente, comprometer gradualmente a formacdo das geracdes
epidérmicas, impossibilitando a realizacdo das ecdises e afetando o crescimento destas

serpentes.
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6. CONCLUSOES

Neste estudo concluimos que:

6.1. O numero de serpentes enfermas aumentou de forma linear,
atingindo 14 espécimes da subespécie Crotalus durissus cascavella mantidas em
cativeiro na UFPE, enquanto o numero de lesdes do plantel aumentou
exponencialmente (618%).

6.2. Os resultados das analises do soro das serpentes da subespécie
Crotalus durissus cascavella mantidas em cativeiro na UFPE descartaram a
possibilidade de contaminag@o por bactérias do género Treponema.

6.3. Os resultados ultraestruturais das escamas controles das serpentes
saudaveis da subespécie Crotalus durissus cascavella evidenciaram diferencas
no perfil epidérmico-dérmico de acordo com a coloracdo das mesmas, variacdo
na densidade de melanoforos e a presenga de guanoforos restritos a derme nas
escamas marrom e branca. Nas escamas acrdmicas das serpentes enfermas da
subespécie Crotalus durissus cascavella observou-se desarranjo nas células da
epiderme, destrui¢do nuclear progressiva dos melandcitos epidérmicos e
dérmicos, a presenca de corpusculos de inclusdo intranucleares semelhantes a
colonias virais e diversas particulas intranucleares e intracitoplasmaticas em

células epidérmicas anucleadas.
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ANEXO 1

Registro da area corporea total de 15 serpentes da subespécie
Crotalus durissus cascavella no periodo de julho de 2003 a agosto de 2005.

Area Corporea Total (cm?)

Grupo Registro Julho/2003  Abril/2004 Novembro/2004  Agosto/2005

170 889,70 1105,21 1105,21 1429,26
173 1019,45 1271,20 1318,21 1489,60
175 997,26 1145,87 1170,34 1261,34
A 185 1941,00 1948,85 1948,85 2174,85
221 1818,09 1933,64 1933,64 1981,00
244 Nd Nd Nd 0960,38
249 Nd Nd Nd 1071,26
354 Nd Nd Nd 1718,00
050 1255,28 1835,00 2010,35 2004,85
137 2174,88 2529,85 2654,88 2851,38
138 2361,70 2414,38 2548,84 2677,88
B 148 1999,00 2229,75 2345,73 2429,85
153 873,23 1317,28 1317,26 1488,60
157 1941,00 2582,85 2582,85 2544,85
179 1121,28 1525,88 1615,26 1612,00

Nd: ndo determinado
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ANEXO 2

74

Registro do niimero de lesdes acromicas tegumentares rostro-cloacais e caudais
em 15 serpentes da subespécie Crotalus durissus cascavella no periodo
de julho de 2003 a agosto de 2005.

Numero de Lesoes nas Regides Rostro-Cloacal/Caudal

Grupo  Registro Julho/2003 Abril/2004 Novembro/2004 Agosto/2005
170 0/0 6/0 10/0 12/0
173 0/0 0/0 5/0 5/0
175 0/0 2/0 5/0 11/0
A 185 0/0 0/0 3/0 2/0
221 0/0 0/0 1/0 6/0
244 0/0 0/0 0/0 2/0
249 0/0 0/0 0/0 0/0
354 0/0 0/0 0/0 1/0
050 9/2 19/2 51/4 62/4
137 6/1 23/1 40/1 63/3
138 8/2 16/5 34/3 39/3
B 148 8/3 15/1 35/4 73/5
153 9/1 2/1 32/2 41/4
157 18/6 39/4 59/3 94/8
179 2/2 13/4 19/5 35/3
Total 77 153 316 476
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ANEXO 3

Registro do percentual da area lesionada rostro-cloacal em relacio a area
rostro-cloacal de 15 serpentes da subespécie Crotalus durissus cascavella
no periodo de julho de 2003 a agosto de 2005.

Percentual da Area Lesionada Rostro-Cloacal em Relacdo a Area Rostro-Cloacal

Grupo Registro  Julho/2003 Abril/2004 Novembro/2004  Agosto/2005

170 0 0,2 0,8 1,4
173 0 0 0,2 0,4
175 0 0,1 0,2 0,4

A 185 0 0 0,7 0,4
221 0 0 0,008 0,4
244 Nd Nd Nd 0,1
249 Nd Nd Nd 0
354 Nd Nd Nd 0,007
050 1,2 4.9 8,1 10,4
137 0,3 1,7 3,9 5,7
138 0,5 1,2 2,5 3,1

B 148 0,6 1,6 3,1 4,5
153 0,9 2,6 3,0 4.6
157 1,8 3 3,9 9,3
179 0,1 1 1,5 3,8

Nd: ndo determinado
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ANEXO 4

Registro da area lesionada total de 15 serpentes da subespécie
Crotalus durissus cascavella no periodo de julho de 2003 a agosto de 2005.

Area Lesionada Total (cm?)

Grupo  Registro Julho/2003  Abril/2004 Novembro/2004  Agosto/2005

170 0 2,24 8,50 20,04
173 0 0 3,30 5,50
175 0 1,12 2,27 4,52

A 185 0 0 12,90 9,66
221 0 0 0,15 7,40
244 Nd Nd Nd 1,06
249 Nd Nd Nd 0
354 Nd Nd Nd 0,12
050 16,00 90,72 161,99 207,76
137 8,22 47,61 160,92 169,43
138 12,50 34,95 65,45 082,72

B 148 20,05 40,20 77,03 118,80
153 7,95 34,85 40,83 71,89
157 44,00 79,03 102,42 239,39
179 1,85 16,64 24,92 60,60

Nd: ndo determinado



Acromia Cutanea de Crotalus durissus cascavella Mantidas em Cativeiro 77

ANEXO 5

Registro do percentual da area lesionada caudal em relacio a area
caudal de 15 serpentes da subespécie Crotalus durissus cascavella
no periodo de julho de 2003 a agosto de 2005.

Percentual da Area Lesionada Caudal em Relacéio a Area Caudal

Grupo Registro Julho/2003  Abril/2004 Novembro/2004  Agosto/2005

170 0 0 0 0
173 0 0 0 0
175 0 0 0 0

A 185 0 0 0 0
221 0 0 0 0
244 Nd Nd Nd 0
249 Nd Nd Nd 0
354 Nd Nd Nd 0
050 4,9 43 6,4 6,1
137 6,1 15,5 12,7 21,4
138 0,5 15,4 7.8 43

B 148 31,5 20,5 19,2 33,3
153 3,8 4.6 8,2 19,9
157 23,9 6,9 7,6 17,1
179 3,9 6,3 6,3 3,8

Nd: ndo determinado
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Registro do percentual da area lesionada total em relacdo a area

ANEXO 6

corporea total de 15 serpentes da subespécie Crotalus durissus cascavella

no periodo de julho de 2003 a agosto de 2005.

78

Percentual da area lesionada total em relacio a area corpoérea total

Grupo Registro

Julho/2003 Abril/2004 Novembro/2004 Agosto/2005

170 0 0,2 0,8 1,4
173 0 0 0,2 0,4
175 0 0,1 0,2 0,4

A 185 0 0 0,7 0,4
221 0 0 0,008 0,4
244 Nd Nd Nd 0,1
249 Nd Nd Nd 0
354 Nd Nd Nd 0,007
050 13 4.9 8,1 10,4
137 0,4 1,9 6,1 5,9
138 0,5 1,4 2,6 3,1

B 148 1 1,8 3,3 4.9
153 0,9 2,6 3,1 4.8
157 2,3 3,1 4 9,4
179 0,2 1,1 1,5 3,8

3

Nd: ndo determinado
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ANEXO 7

Acompanhamento do crescimento médio das primeiras dreas lesionadas
rostro-cloacais de 15 serpentes da subespécie Crotalus durissus cascavella

no periodo de julho de 2003 a agosto de 2005.

79

Média das primeiras areas lesionadas rostro-cloacais

Grupo Registro Julho/2003 Abril/2004 Novembro/2004 Agosto/2005
170 0 0,37 1,11 2,62
173 0 0 0,66 1,10
175 0 0,56 0,84 0,93
A 185 Nd Nd Nd Nd
221 0 0 0,15 4,20
244 Nd Nd Nd 0,53
249 Nd Nd Nd Nd
354 Nd Nd Nd 0,12
050 1,67 7,58 10,24 13,71
137 1,04 4,75 7,95 8,55
138 1,36 2,50 4,94 6,11
B 148 1,44 3,60 5,32 4,79
153 0,83 2,31 2,93 4,57
157 1,50 3,35 3,48 4,30
179 0,67 2,88 3,83 11,90
Média 1,21 3,85 5,53 7,70

Nd: ndo determinado
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Registro do peso (kg) de 15 serpentes da subespécie
Crotalus durissus cascavella no periodo de julho de 2003 a agosto de 2005.

ANEXO 8

80

Peso (kg)
Ganho
Grupo Registro Julho/2003  Abril/2004 Novembro/2004 Agosto/2005 de peso
(%)
170 0,210 0,340 0,550 0,645 207,1
173 0,335 0,455 0,640 0,875 161,2
175 0,268 0,420 0,560 0,600 120,1
A 185 0,845 1,130 1,250 1,520 79,9
221 0,770 0,750 0,860 0,935 21,4
244 Nd Nd Nd 0,440 Nd
249 Nd Nd Nd 0,545 Nd
354 Nd Nd Nd 0,965 Nd
050 0,555 1,040 1,260 1,465 164,0
137 1,395 2,080 2,250 2,515 80,3
138 1,305 1,755 1,950 2,095 60,5
B 148 1,230 1,485 1,685 1,885 53,2
153 0,333 0,565 0,730 0,840 1522
157 1,095 1,585 1,600 1,735 58,4
179 0,435 0,715 0,775 0,820 88,5

Nd: ndo determinado
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ANEXO 9

Registro do comprimento total de 15 serpentes da subespécie
Crotalus durissus cascavella no periodo de julho de 2003 a agosto de 2005.

Comprimento Total (cm)

Grupo Registro Julho/2003  Abril/2004 Novembro/2004  Agosto/2005 Cres(c,,‘/f)‘e““’
170 94 98 98 108 14,9
173 90 97 97 113 25,5
175 90,5 99 99 106 17,1
A 185 126 126 126 134 6,3
221 119 120 120 122 2,5
244 Nd Nd Nd 93 Nd
249 Nd Nd Nd 98 Nd
354 Nd Nd Nd 114 Nd
050 112 123 123 126 12,5
137 129 135 135 137 6,2
138 134,5 138,5 139 139 3,3
B 148 126 126 126 129 2,4
153 93 112 112 121 30,1
157 126 135 135 139 10,3
179 99 107 107 114 15,1

Nd: ndo determinado



