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APRESENTACAO

A herpetologia trata do ramo da zoologia responsavel pelo estudo de répteis
e anfibios, abordando temas como classificacéo, fisiologia e comportamento, entre
outros. Atuando tanto como presa quanto como predador na complexa rede de
interacOes ecolOgicas, os répteis e anfibios sao fundamentais para o funcionamento
adequado dos ecossistemas - aquatico e terrestre.

Dentro da herpetologia, o estudo ecologico de répteis e anfibios € um campo
bastante amplo, no qual sdo analisadas caracteristicas como interagdes sociais,
comportamento no ambiente, distribuicdo e conservacéao das espécies. Tais animais
s&0 capazes de povoar uma ampla gama de ambientes, com grande variedade de
concentracao de solutos, temperatura e fontes de alimentos. Por serem bastante
sensiveis a alteragcdes nos mesmos, em sua grande maioria decorrentes da intervencao
humana, e dada a grande area de povoamento se tornam importantes bioindicadores
ambientais.

Estudar esses organismos € fundamental para promover sua conservagao, e,
consequentemente, a manutencéo do equilibrio do ecossistema como um todo. Nao
devemos, no entanto, esquecer do impacto direto que a pesquisa de répteis e anfibios
exerce sobre o desenvolvimento do estudo cientifico. Estes animais apresentam um
grande potencial biotecnologico, tendo em vista que as secre¢des por eles produzidas
s&o uma inestimavel fonte de novas moléculas, ou mesmo de analogos de moléculas
ja existentes, que podem auxiliar o desenvolvimento de novos farmacos.

A presente obra se trata de uma coletdnea de textos, e apresenta em seus 6
capitulos novas informagdes na area de herpetologia, tendo como foco a ecologia
destes animais e o potencial biotecnol6gico do estudo dos mesmos. Por fim, esperamos
gue este livro possa colaborar e instigar mais estudantes e pesquisadores na constante
busca de novas tecnologias para esta interessante area de conhecimento.

Daiane Patricia Oldiges
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CAPITULO 1

ANALISE DO PERFIL PROTEICO DA SECRECAO
CUTANEA DE Dermatonotus muelleri UTILIZANDO
OS METODOS DE ELETROFORESE (SDS-PAGE) E
ESPECTROMETRIA DE MASSA (MALDI-TOF)

Luiz Humberto Guimaraes Riquelme Junior
Universidade Catolica Dom Bosco Campo Grande
- MS

Marcos Antonio Ferreira
Universidade Catolica Dom Bosco Campo Grande
- MS

Breno Emanuel Farias Frihling
Universidade Catolica Dom Bosco Campo Grande
- MS

Fernanda de Cassia Goncalves Alves
Universidade Catolica Dom Bosco Campo Grande
- MS

Paula Helena Santa Rita
Universidade Catolica Dom Bosco Campo Grande
- MS

Newton Valério Verbisck
Embrapa Gado de Corte Campo Grande — MS

Ludovico Migliolo
Universidade Catolica Dom Bosco Campo Grande
- MS

RESUMO: A eficacia dos antibiéticos no
combate a infecgbes nas primeiras décadas
do século XX apresentou sucesso, no entanto,
as bactérias adaptam-se as mudancas que
ocorrem em seu ambiente de forma rapida,
desenvolvendo mecanismos de resisténcia
aos antibidticos convencionais. A biotecnologia
propde novas abordagens por meio da

bioprospeccdo de toxinas de animais, como
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anfibios, a qual pode possibilitar a producao de
novos farmacos bioinspiradas nas moléculas
encontradas e caracterizadas bioquimicamente.
Sendo assim, o objetivo desse trabalho foi
analisar o perfil proteico da secrecédo cutanea
do anuro Dermatonotus muelleri utilizando
os métodos de Eletroforese SDS-PAGE e
Espectrometria de Massa com matriz 4cido
sinapinico. O perfil eletroforético demonstrou
16 bandas proteicas onde as majoritarias foram
de 205, 30, 14 e 21 kDa. Ja o perfil obtido por
meio de espectrometria demonstrou quatro
peptideos, onde dois foram relacionados com
os resultados observados por eletroforese.
Diante dos resultados obtidos concluimos que
os dois métodos, apresentou o perfil proteico
da secrecdo cutanea do D. muelleri, sendo
que cada método com suas caracteristicas
€ especifico para um determinado espectro
de massa molecular. Para SDS- PAGE para
visualizar moléculas de alto peso molecular
e MALDI-ToF para a deteccdo das massas
moleculares menores que 10 kDa. Isso, portanto
nao descarta nenhuma das técnicas e o0 uso de
forma complementar aumenta a confiabilidade
dos resultados.
PALAVRAS CHAVES:
Proteina; Anfibio.

Bioprospeccéo;

ABSTRACT: The effectiveness of antibiotics
to combat infections in the first decades of the
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twentieth century was successful, however, bacteria adapt to the changes that occur
in their environment quickly, developing mechanisms of resistance to conventional
antibiotics. Biotechnology proposes new approaches through the bioprospection of
animal toxins, such as amphibians, which may enable the production of new bio-inspired
drugs in the molecules found and characterized biochemically. Thus, the objective of this
work was to analyze the protein profile of the skin secretion of the anuran Dermatonotus
muelleri using SDS-PAGE Electrophoresis and Mass Spectrometry with synapinic acid
matrix. The electrophoretic profile showed 16 protein bands where the majority were
205, 30, 14 and 21 kDa. The profile obtained by means of spectrometry showed four
peptides, where two were related to the results observed by electrophoresis. In view of
the obtained results, we conclude that the two methods presented the protein profile of
the skin secretion of D. muelleri, and each method with its characteristics are specific for
a given molecular mass spectrum. For SDS- PAGE to visualize high molecular weight
molecules and MALDI-ToF for the detection of molecular masses less than 10 kDa.
This therefore does not rule out any of the techniques and the use of complementary
form increases the reliability of the results.

KEYWORDS: Bioprospection; Protein; Amphibian.

11 INTRODUCAO

A eficacia dos antibidticos no combate a infeccées nas primeiras décadas do
século XX teve tanto sucesso que levou a uma confianga quase que total, levando a
perspectiva que as infeccoes seriam resolvidas (GARCIA- REY, 2010). No entanto, as
bactérias, assim como os demais seres vivos, adequam-se as mudangas que ocorrem
em seu ambiente e um dos resultados € a resisténcia a antibioticos (PEREIRA, 2015).

Isso Fleming ja havia percebido ao descobrir a penicilinaem 1929, descobrindo que
naturalmente os microrganismos sdo dotados de resisténcia aos antibioticos (DRAGO,
2007). Essa resisténcia funciona via trocas de genes onde alguns microrganismos que
adquiriram mutacées em seu DNA, devido ja ter uma sensibilidade a algum farmaco,
transferirdao a outros microrganismos incorporando no seu conteudo genético genes
gue ajudaram a resistir aos antibioticos (BETANCOURT et al., 2003).

Associado a esse fenbmeno estd o uso indiscriminado de antibibticos via
automedicagao da populacdo e dentro dos hospitais, muitas vezes devido a
diagnosticos imprecisos ou a medicacao intensiva (WANNMACHER, 2004). Isso tem
intensificado a selecdo de cepas bacterianas resistentes aos antibioticos existentes.
Segundo Behzadnia e colaboradores (2014), mundialmente cerca de 9% dos pacientes
hospitalizados s&o afetados por bactérias que apresentam algum tipo de resisténcia.

Nessa perspectiva, percebe-se a necessidade de novos farmacos antimicrobianos
e, a otimizacao dos principios ativos das classes ja existentes é de suma importancia
para o combate de microrganismos patogénicos, algo que a biotecnologia, com
énfase na bioquimica e microbiologia, vem propondo: novas abordagens na producao
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de novas alternativas a antibi6ticos provenientes de produtos naturais como proteinas
e/ou peptideos isolados de toxinas animais como serpentes, escorpides, insetos,
aracnideos e anfibios (BRITO; CORDEIRO, 2012).

Atualmente sdoconhecidas 7.886 espécies de anfibios nomundo (AMPHIBIAWEB,
2018) tendo o Brasil um lugar de destaque na biodiversidade desses animais com 1080
espécies distribuindo-se em 36 Gymnophiona, cinco Caudata e 1039 Anura (SEGALLA
et al.,, 2016). A pele dos anfibios desempenha fun¢cées extremamente importantes
para sua sobrevivéncia em diversos nichos ecoldgicos, como a respiracéo, regulacéo
hidrica, excrecéo, controle de temperatura, dimorfismo sexual, camuflagem, entre
outros (CLARKE, 1997), sendo considerados excelentes bioindicadores ecolégicos
da qualidade do ambiente (STEBBINS; COHEN, 1995; SILVA, 2004). Além disso, a
secrecao de suas peles demonstra grande diversidade molecular que podem lisar
fungos, virus, protozoarios e bactérias que entram em contato com sua pele, permitindo
uma protecao quimica contra esses microrganismos e também predadores (SIMMACO
et al., 2009).

O estudo da composicao das secrecdes glandulares de anfibios néo é recente.
Segundo Habermehl e colaboradores (1981), desde a década de 80 esses compostos
vém sendo estudados. De acordo com Clarke (1997) e Tyler e colaboradores, (1992)
a diversidade de substancias bioativas encontradas nas secrec¢des cutaneas dos
anfibios inclui além de esterdides e alcalbdides, peptideos bioativos com propriedades
antimicrobianas.

Estdo presentes também as aminas biogénicas: adrenalina, noradrenalina e
dopamina (JARED et al., 2009). Além da atividade antimicrobiana, do ponto de vista
farmacologico, esses compostos podem também apresentar efeitos: miotoxicos,
neurotéxicos, cardiotoxicos, hemotoxicos, colinomiméticos ou simpatomiméticos e
vaso constritores sobre mamiferos de pequeno porte (HABERMEHL, 1981; JARED et
al., 2009).

As espécies da familia Microhylidae, cujo Dermatonotus muelleri faz parte,
possuem ampla diversidade morfoldégica e comportamental tendo como exemplo do
proprio D. muellerio nicho fossorio. O focinho pontiagudo e a capacidade de movimentar
a cabeca para cima e para baixo permite ao animal realizar escavagoes, além das patas
robustas e o corpo arredondado (formato “orbe-like”), diferente de outros microhylideos
como do género Elachistocleis, facilitam a escavacdo. Dermatonotus muelleri
€ a Unica espécie do género encontrada na América do Sul, tem uma reproducao
explosiva, frequentemente com os machos vocalizando por cinco dias em todo o
periodo reprodutivo. Esta espécie apresenta resisténcia e conseguem sobreviver em
temporadas de secas e escassez de alimentos por meio da sua especializagdo onde
os alimentos sao retirados do subterraneo (NOMURA, 2003).

Estudos feitos com anuros da familia Microhylidae sdo escassos, principalmente
com a vertente das secrecdes cutaneas. Como exemplo, pode ser citado a espécie
Dyscophyus guineti (sapo tomate), onde foi encontrada em sua secrecdo cutanea
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inibidores de peptidase serinicas tipo Kunitz, representando ser um componente da
estratégia para defesa desse animal contra micro e/ou macro predadores (CONLON;
KIM, 2000).

Com a resisténcia dos microrganismos as moléculas bioativas adquiridas da
exploracdo bioquimica cutdnea de anfibios anuros representa alternativa para o
desenvolvimento de biofarmacos com atividade antimicrobiana. Diante do exposto
até o momento esse trabalho teve por objetivo analisar o perfil proteico da secrecéao
cutanea do anuro Dermatonotus muelleri e comparar as massas moleculares dos
resultados apresentados por meio de SDS-PAGE e MALDI-ToF.

2| METODOLOGIA

Para esse trabalho, foram utilizados trés individuos de Dermatonotus muelleri
(Figura 1) doados por populares e acondicionados no Biotério da Universidade Catodlica
Dom Bosco (UCDB). Os animais foram mantidos juntos em caixas organizadoras
da marca Sanremo® com tamanhos de 38,5 X 37 X 56 cm. A caixa conteve como
substrato areia com dimenséao fina (125 a 250 ym) uma vez que essa espécie tem
um nicho fossoério, vegetacao artificial e um recipiente de 500 ml com agua ad libitum.
A temperatura foi mantida entre 25 e 27°C e a umidade em torno de 60 a 70%. Para
alimentacao, foram fornecidos artrépodes da ordem Blattodea.

IHII[IIHIHH[IIII|II|I[IIH]H!I e
0 1 2 3 4 5 7 A

Figura 1. Individuo de D. muelleri doado ao Biotério/UCDB por populares.

2.1 Extracao e obtencao da secrecao cutanea

A obtencédo da secrecéo cutanea dos animais foi por meio da eletroestimulacéo
(TYLER et al., 1992) dorsal com uma bateria alcalina de 9V, ligada a dois fios de cobre
onde foram tocados no dorso do animal por trés vezes sendo cinco segundos cada,
fazendo com que por meio da compressao corpérea, estimula-se as glandulas de

Estudo da Herpetofauna Brasileira Capitulo 1



veneno, liberando a toxina juntamente com o muco fabricado pelas glandulas mucosas.
Toda substancia secretada pelo animal foi rapidamente lavada com agua Milli-Q até
que toda a secrecao liberada desprendesse da pele e armazenada em um Becker de
500 mL. Apés a extracéo, a secrecao foi transferida para tubos de polietileno de 50 mL
e congelados a -80°C (Ultra Freezer) para liofilizagcao.

2.2 Quantificacao proteica

Apos a liofilizacédo as amostras foram ressuspendidas no volume minimo com
agua Milli-Q e centrifugadas a 11000 rpm por 30 min. O sobrenadante foi retirado e
armazenado em tubo de polipropileno de 2mL, sendo posteriormente quantificadas
pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976).

2.3 Perfil eletroforético por SDS-PAGE

A separacado das proteinas das toxinas extraidas foi realizada por meio da
técnica de eletroforese em SDS-PAGE conforme o método de Laemmli (1970). O
gel desnaturante foi preparado nas concentracdes de 12%. Para a comparacéo das
massas moleculares, foi utilizado o marcador padréo da PROMEGA® (The Broad
Range Protein Molecular Weight Markers) o qual possui massas moleculares com
205, 116, 97, 80, 66, 55, 45, 30, 21, 14 e 6,5 kDa). A corrida foi realizada nas seguintes
condicoes: 80v, durante aproximadamente 3h. Apos o término das corridas, os géis
foram corados com a solugdo de Coomassie Birilliant Blue R-250 (Sigma-Aldrich).

2.4 Espectrometria de Massa

O extrato bruto liofilizado foi solubilizado em agua Milli-Q, misturados em uma
solucdo saturada de uma matriz constituida por acido sinapinico (SA), depositado em
uma placa do tipo MTP 384 massive e secos a temperatura ambiente. Os compostos
tiveram suas massas moleculares exatas determinadas, utilizando um espectrémetro
de massa do tipo MALDI ToF Smart Bean Ill (Bruker Daltonics). Os espectros foram
calibrados externamente com insulina (5,8 kDa). Os valores de massa molecular
obtidos foram plotados em planilha para comparacdo com os valores experimentais
observados em SDS-PAGE.

31 RESULTADO E DISCUSSAO

A eletroestimulacéo leve foi eficiente para a aquisicdo da secrecdo dos trés D.
muelleri,onde ap6s a ressuspensao foi obtido 5mL de amostra (Figura 2A), Esse método
de extracao possibilita que todas as glandulas do animal, mucosas e granulosas, sejam
contraidas e estimuladas sem causar lesdes, além promover 0 uso de um individuo
facilitando a conservacéo desses animais, uma vez que antigamente eram-se usados
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centenas de individuos, retirando sua pele para obter a secrecédo cutanea (KONIG et
a., 2015). Além disso, essa extracdao promoveu pouco manejo do individuo diminuindo
ainda mais o contato com a mao do manejador. O método convencional de extragao,
0 mecanico, que sao massagens feitas no animal a fim de perturba-lo para que saia a
secrecéo, faz com que o manejador tenha muita amostra perdida aderida nas luvas,
ja a eletroestimulagcéo, onde em seguida o animal é lavado com agua, reduz o contato
da secrecaobcom as luvas, permitindo perder menos amostras.

Apoés a extragdo os animais foram devolvidos ao cativeiro imediatamente onde
comecaram a escavar e se enterrar, demonstrando nenhuma lesao ou anormalidade

em seu comportamento fossorio (Figura 2B).

Figura 2. (A) Eletroestimulacdo branda para aquisi¢céo da secrecao cutanea de D. muelleri por
meio de baterias de 9V. (B) Cativeiro semiextensivo do D. muelleri com substrato areia (cinco

cm de profundidades), vegetacéo artificial e agua ad libitum.

Na quantificagdo proteica pelo método de Bradford, apresentou uma curva de
calibracao (Figura 3) com cinco pontos e R2 igual a 0,97. Com a extracao utilizando
eletroestimulacéo foi possivel obter uma concentracéo proteica de 190 pyg.mL™".
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Figura 3. Curva de calibragao para quantificacéo utilizando o método de Bradford, tendo a
proteina Albumina como padrdo. Os cinco pontos demonstram valores limites para o calculo do
R quadrado. A equacao da reta foi utilizada para quantificar as amostras extraidas da secrecao

cutanea de D. muelleri.
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Os resultados com SDS-PAGE mostraram 16 bandas proteicas (Figura 4), sendo
distribuidas em trés zonas de bandeamento proteico: a primeira variando de 55 a 205
kDa, a segunda de 21 a 55 kDa e a terceira abaixo de 21 kDa. As bandas proteicas
majoritarias no primeiro grupo foi de 205 kDa. No segundo grupo destacaram-se uma
banda de 30 kDa e outra de 50 kDa. No terceiro grupo as mais evidentes foram de 14

e 21 kDa.
a b
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Figura 4. SDS-PAGE 12% corado por Comanssie Birilliant Blue e dividido em trés zonas de
bandeamento proteico: (A) Marcador molecular; (B) Amostra da secrecéo cutanea de D.
muelleri, ambos na unidade de kDa.

Na espectrometria de massa os resultados demonstraram quatro massas
moleculares de peptideos sendo 3,13; 3,88; 5,24 e 6,97 kDa os ions que mais se
destacaram devido a sua ionizacao realizada pela matriz acido sinapinico. Os dois
primeiros foram observados no SDS-PAGE, entretanto foi possivel visualizar duas
massas moleculares menores que 6,5 kDa demonstradas no SDS- PAGE sugerindo
que sejam os ions identificados na espectrometria de massa que sao o de 5,24 e 6,97

kDa (Figura 5).
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Figura 5. Massas moleculares menores que 6,5 kDa demonstradas no SDS-PAGE, comparada
a dois ions identificados na espectrometria de massa da secrecdo de D. muelleri.

Estudos proteémicos com a secrecéo cutanea de D. muelleri s&o escassos pelo
motivo de o nicho dessa espécie dificultar o seu encontro, além de haver uma auséncia
no banco de dados, recorrendo-se comparar suas massas proteicas com trabalhos
realizados com outras classes animais como répteis e/ou com outras familias de
anuros, como Hylidae (Tabela 1).

6,1 <65 52
6,4
6,6 >6,5 6,9
6,7
8 -
10 ;
14 14 -
14,4 >14 -
22 > 21 -
23 >23 -
44 > 44 -

Tabela 1. Massas moleculares encontradas na literatura (Massa teérica) e comparada com as
demonstradas em SDS-PAGE, MALDI-ToF (Massa experimental).

Sendo assim, Cavalcante (2015), demonstrou bandas proteicas da secregcéo
cutédnea de D. muelleri que variavam entre 110 a 160 kDa. Por meio de banco de
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dados, identificou-se que a proteina Octapepetide Repeat Protein T2 encontrada em
Ophiophagus hannah, (cobra rei) (STUART et al., 2016) possui massa semelhante.
Além disso, Cavalcante comparou as massas demonstradas com uma enzima
oriunda da formiga Harpegnathos saltador, que codifica o nucleotideo RHO quanine
(Exchange fator 7).

Com esse perfil proteico demonstrado, foi possivel comparar com compostos
encontrado em anuros da familia Hylidae, familia de anuro onde ocorre a maior parte
dos trabalhos com proteémica nessa vertente. Na terceira zona do SDS- PAGE, as
massas préximas a 6,5 kDa podem representar a hylaserpina, um inibidor de tripsina e
quimiotripsina com atividade antibacteriana que tem 6,1 kDa, descoberta na secrecao
cuténea de Hyla simplex (WU et al., 2011).

Proteinas chamadas de Kazal possuem massas moleculares em torno de 6,6
e 6,7 kDa e foram encontradas na espécie Phyllomedusa sauvagii, séo inibidoras de
peptidases, bactericida e induz a aglutinagdo dos eritrocitos (GEBHARD et al., 2004).

41 CONCLUSAO

A metodologia de SDS-PAGE ndo € um método analitico tédo eficaz, porém
permite estimar rapidamente a quantidade de grupo de proteinas por massa molecular,
estando a carga liquida equalizada negativamente (detergente - SDS). Em uma amostra
heterogénea com a facilidade de separacao e visualizacao esta técnica permite uma
viséo geral das massas moleculares. Esta técnica é mais lenta na aquisicéo de dados,
entretanto tem um custo operacional mais econédmico quando se trata dos reagentes
e equipamentos utilizados. Por outro lado, a espectrometria de massa fornece uma
condicédo altamente precisa e analitica de estimar a massa molecular de proteinas e
peptideos apresentando um resultado rapido, porém com um custo operacional elevado
principalmente devido ao custo do equipamento. Diante dos resultados encontrados
foi possivel concluir que o melhor para aquisicdo de dados é usar as técnicas aqui
descritas em conjunto. As moléculas observadas nas duas técnicas sdo de extrema
importéncia para a selecéo inicial de candidatos para caracterizagcao bioquimica,
biofisica e microbiolégica com potencial biotecnoldgico no desenvolvimento de novas
ferramentas antimicrobianas.
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Estudo da Herpetofauna Brasileira

Staphylococcus aureus

RESUMO: A capacidade das bactérias de
adquirirem multirresisténcias a antibiéticos e de
formarem colbnias sésseis, denominadas de
biofilme, aumentam a morbidade e mortalidade
de pacientes internados. Para combater esse
problema, uma linha importante de pesquisas
ocorre utilizando moléculas naturais, como
por exemplo, proteinas presentes na peconha
de serpentes, onde podemos destacar as
fosfolipases A2, enzimas capazes de hidrolisar
fosfolipidios de membranas. Estas moléculas
apresentam  atividades como: antiviral,
antifingica, antibacteriana e antitumoral.
O objetivo deste trabalho foi purificar uma
fosfolipase A2 (PLA2) da toxina de Bothrops
moojeni, avaliando pela primeira vez o0 seu
potencial contra biofilme de S. aureus meticilina
resistente. A purificacdo da PLA2 foi realizado
por meio de etapas cromatograficas, envolvendo
exclusdao molecular (Sephacryl S-100) seguida
de fase reversa (C-18). A massa molecular,
sugerida por SDS-PAGE para a enzima foi
de 14 kDa. Todos os passos de purificacao
foram monitorados por atividade enzimatica
especifica, com o substrato 4AN3OBA. De posse
da PLA2 purificada, esta foi avaliada contra
a bactéria resistente S. aureus formadora de
biofime. Com o resultado do bioensaio foi
possivel detectar uma redug¢ao no crescimento
bacteriano na concentracdo de 512 pg.mL
(36,6 uM). De acordo com resultados obtidos
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fica demonstrado pela primeira vez a atividade de uma fosfolipase frente a bactéria
formadora de biofilme.
PALAVRAS-CHAVE: Bothrops, fosfolipase, atividade antibiofilme.

ABSTRACT: The morbidity and mortality of inpatients are caused due to bacteria skills
to acquire antibiotics multidrug resistance to form sessile colonies, called biofilms. To
combat this problem, an important line of research is the use of natural molecules, such
as proteins present in the snake venom, highlighting to phospholipases A2 (PLA2),
enzymes capable of hydrolyzing phospholipid membranes. In the literature PLA2 from
snake venom demonstred activities against antiviral, antifungal, antibacterial and
antitumor. Therefore the objective of this work was to purify a PLA2 from Bothrops
moojeni toxin, evaluating for the first time its potential against methicillin resistant
S. aureus biofilm. Purification of PLA2 was performed by chromatographic steps,
involving molecular exclusion (Sephacryl S-100) followed by reverse phase (C-18). The
molecular mass suggested by SDS-PAGE for the enzyme was 14 kDa. All purification
steps were monitored by enzymatic activity, with the specific substrate 4N3OBA. Lastly,
the purified PLA2, was evaluated against the biofilm S. aureus bacteria. The bioassay
results showed clear reduction in biofilm development in the concentration 512 pg.mL"
(36.6 uM). In conclusion, the activity of PLA2 purified was efectiveness against the
biofilm forming bacteria being demonstrated for the first time.

KEY-WORDS: Bothrops, phospholipase, activity antibiofilm.

11 INTRODUCAO

Atualmente, a crescente emergéncia de cepas bacterianas multirresistentes a
farmacos, bem como a capacidade de formarem biofilme (também denominadas de
bactérias sésseis, que formam comunidades multicelulares aderentes a superficies),
tornaram-se uma preocupag¢ao de saude em nivel global (PERUMALSAMY et al.,
2014). Além disso, as bactérias do género Staphylococcus estao entre os principais
agentes etioldgicos associados a infecgdes adquiridas no ambiente hospitalar, em
superficies abidticas e bibticas, podendo estar associadas a dispositivos médicos
(BOLES; HORSWILL, 2011).

Enfatizando, S. aureus, uma bactéria patbgena oportunista, Gram-positiva,
anaeroébio facultativo, responsavel por causar um amplo espectro de infeccoes
agudas e cronicas, incluindo infeccdes de pele, bacteremias, pneumonias, meningites,
abcessos, entre outros (QU et al., 2010).

Os mecanismos envolvidos no processo de formacéo de biofilme podem ser
agrupados como resisténcia adaptativa (SCHROEDER et al., 2017), resisténcia inata
ou, de maior preocupacao para a pratica clinica e agricola moderna; e resisténcia
adquirida com a transferéncia horizontal de genes (ANDERSSON; HUGHES, 2011;
FERNANDEZ; HANCOCK, 2012). Muitas teorias tém sido propostas com relacdo
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a dinadmica de formagdo de um biofilme, mas algumas etapas fundamentais sdo
concordantes em todas elas, sendo as principais: contato, adesdo, formacdo de
micro colbnias, maturacdo e desprendimento (O’'TOOLE et al., 2000). Essas etapas
sé@o dependentes da influéncia do meio ambiente e das caracteristicas genéticas das
bactérias (O’'TOOLE et al., 2000).

Com frequéncia, bactérias de uma mesma comunidade de biofilme bacteriano
possuem diferentes doses inibitérias minimas a antibioticos oferecendo capacidade
aos patdégenos oportunistas permanecerem como agentes infectantes por longo tempo
(ITO et al., 2009). Dados relacionados a ensaios in vitro tém indicado que células
bacterianas em biofilmes (sésseis) podem se tornar substancialmente mais resistentes
a acdo de antibioticos do que aquelas cultivadas de forma plancténica (SMITH et
al., 2011). Isso é preocupante porque a formacdo de biofilmes microbianos podem
ocorrer tanto em superficies naturais como artificiais, como dentes, lentes de contato,
valvulas cardiacas (causando endocardite), pulmdes de pacientes com fibrose cistica
(causando broncopneumonia crénica), ouvido médio em pacientes com otite média
cronica, proteses articulares, cateteres intravenosos e em feridas crénicas (HOIBY et
al., 2010).

Até o presente momento, a saude publica e privada vem sofrendo com patégenos
oportunistas e, as consequéncias da resisténcia sao facilmente mensuradas em termos
financeiros e quantidade de 6bitos (ACAR, 1997), apresentando dados alarmantes e
estima-se que até 2050 a mortalidade causada por bactérias supere o cancer (WHO,
2012). Em contrapartida, varios laboratérios estao pesquisando alternativas para o
combate e controle de patdgenos. A partir disso, 0s animais apresentam-se como
fontes de moléculas bioativas, principalmente os que possuem toxinas.

A Dbiodiversidade, particularmente disponivel no Brasil, expbe a valiosa
oportunidade de pesquisar moléculas farmacologicamente ativas e pode permitir o
acesso a solugdes para patologias (RODRIGUES et al., 2007). Nos ultimos anos, novas
classes de antibibticos, incluindo proteinas de animais e peptideos antimicrobianos,
tém sido investigados como uma alternativa para varios problemas, como a resisténcia
microbiana (MATSUZAKI et al., 1997). Como exemplo de possiveis aplicagdes, o veneno
das serpentes apresenta atividades como: antibacteriano (RODRIGUES et al., 2009;
SILVEIRA et al., 2013; PERUMALSAMMY et al., 2014); antitumoral (RODRIGUES et
al., 2007; BURIN et al., 2013; AZEVEDO et al., 2016); antiviral (MULLER et al., 2014);
antiparasitario (DEOLINDO et al., 2012; ADADE et al., 2011).

O veneno das serpentes peconhentas, € composto majoritariamente por
proteinas, representando 90% do peso seco, aproximadamente, e, a fracdo néo
proteica € representada por carboidratos, lipideos, metais, aminas biogénicas e
nucleotideos (CARDOSO et al., 2003). Segundo Fry e colaboradores, & possivel
observar uma alta especializacdo da glandula de veneno nas serpentes do género
Bothrops, onde encontra-se uma grande variedade de familias protéicas, por exemplo:
Metaloproteases, seriono peptidases, L-aminoacido oxidases, desintegrinas, lectinas
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tipo-C, e fosfolipases A2 (PLA2) (FRY et al., 2003).

Para as serpentes do género Bothrops, é possivel encontrar PLA2 com
abundancia e, além da hidrélise de fosfolipideos, é observado efeitos antiplaquetarios,
anticoagulantes, inflamatorios, hemoliticos, cardiotdxico, neurotéxico, convulsivo e
formador de edema (KINI, 2003). Bothrops moojeni, popularmente conhecida como
caicaca, € uma das principais serpentes que acomete acidente nas areas em que
ocorre (CAMPBELL; LAMAR, 2004). Sua distribuicdo geografica compreende areas
de cerrado das regides Sudeste e Centro-Oeste e pode ser encontrada também no
Nordeste e Sul do Brasil (LIRA-Da-SILVA et al., 2009).

Devido as mais diversas atividades farmacoldgicas, o presente trabalho tem
como objetivo purificar e caracterizar uma fosfolipase presente no veneno da serpente
Bothrops moojeni, verificando sua atividade contra Staphylococcus aureus formador
de biofilme.

2| METODOLOGIA

Material biolégico

Amostras de veneno foram extraidas de exemplares adultos de B. moojeni,
cedidos pelo Biotério da Universidade Catblica Dom Bosco e denominado de extrato
bruto (EB). O armazenameto do EB foi realizado em freezer (-20 °C) para as analises
posteriores.

Quantificacao

As proteinas presentes na peconha foram quantificadas a partir do método de
Bradford (1976), utilizando albumina sérica bovina (BSA) como padrdo. Nesta técnica,
a interferéncia das proteinas com absorbancia do corante Comassie Brilliant Blue
G-250 em meio altamente acido resulta em modificagcao proporcional da cor detectavel
em um comprimento de onda 595 nm.

Eletroforese em gel de poliacrilamida em condicoes desnaturantes (SDS-PAGE)

A massa molecular da peconha e das fragdes em adicdo com o grau de pureza
da proteina purificada, foram estimadas por eletroforese em gel de poliacrilamida,
nas concentracdes de 12% para o gel separador e 5% para o gel empilhador, na
presenca de SDS, a partir da metodologia descrita por Laemmli (1970). Para essa
finalidade, as amostras foram diluidas em tampao da amostra (redutor) 2x (Tris-HCI
1 M pH 6,8; glicerol 30%, SDS 9%; azul de bromofenol 1%, B-mercaptoetanol 20%),
sem processo de incubacédo. A corrida foi realizada com voltagem constante (75 V),
por aproximadamente 2 horas conduzidas com tamp&o de corrida (Tris 25 mM; glicina
0,1 M, SDS 1%; pH 7,6). Em cada poco do gel, foi aplicado 15 pg de proteina. Para a
comparacéao de peso molecular, foi utilizado o padrao de peso molecular PROMEGA®
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(The Broad Range Protein Molecular Weight Markers). Apds o término das corridas,
os géis foram corados com a solucéo corante de Comassie Brilliant Blue R-250, agua,
metanol e acido acético, durante 30 min e, logo em seguida, descorados com agua
destilada, sendo mantidos sobre leve agitacéo (50 rpm).

Purificacao da PLA2

Oveneno bruto de B. moojenifoiparcialmente purificado, por meio de cromatografia
de exclusao molecular. Apés a quantificacdo, foi aplicado 10 mg do veneno bruto,
diluido em 1 mL de tamp&o AMBIC (Tampao bicarbonato de aménia, 50 mM, pH 7,6),
em um sistema aberto de cromatografia, contendo 300 mL de resina Sephacryl S100,
equilibrada com o mesmo tampéo. O fluxo constante de 0,625 mL.min" foi utilizado.
A deteccao foi realizada por meio da leitura da absorbéancia em 280 nm. Além da
exclusédo molecular, foi utilizado dois passos de cromatografia de fase reversa em
sistema HPLC (coluna analitica - Waters XTerra MS C18, 4.6x250 mm column), usando
gradiente linear de 5-95% de acetonitrila em acido trifluoracético 0,1% (v:v). O fluxo
de 1,0 mL.min""foi utilizado. As fracdes eluidas foram monitoradas a 216 e 280 nm. As
fracOes coletadas foram identificadas e liofilizadas para as analises posteriores.

Atividade fosfolipasica

O protocolo utilizado para a dosagem de PLA2 foi descrito por Holzer e Mackessy
(1996), com algumas modificacdes. A atividade fosfolipasica foi mensurada em uma
placade 96 poc¢os, utilizando o substrato especifico acido 4-nitro-3-octanoyloxybenzéico
(4N3OBA, Enzy Life Science, USA). Em cada poco, 200 pL do tampao (10 mM Tris
/ HCI, 10 mM CaCl, e 100 mM NaCl mM, pH 7.8), 20 uL de substrato (1 mg.mL" em
100% acetonitrila), 20 pL de agua e 20 uL de fosfolipase comercial como controle
(SIGMA-ALDRICH, Fosfolipase A2 de pancreas bovino - P8913). Areacéo foi incubada
por 40 min a 37 °C, e sua absorbancia monitorada em 425 nm, durante 150 min em
intervalos de leituras de 10 min. Todos os passos de purificacdo foram monitorados
pela atividade enzimatica, utilizando uma PLA2. Todos os ensaios foram realizados
em triplicata e representados com desvio padrao.

Atividade antibiofilme

A formacéo de biofilmes foi obtida utilizando o meio liquido BM2 [fosfato de
potassio 62 mM, (NH,),SO, 7 mM, MgSO, 2 mM, FeSO, 10 uM e glicose 0,4%)].
Culturas bacterianas de S. aureus crescidas durante 18 h em caldo Mueller-Hinton
(MHB) foi diluida (1:100, v:v) em BM2. Em placas de fundo redondo de 96 pocos
a cultura foi adicionada com a amostra em diluicdo em serie de 4 a 1024 ug.mL™,
finalizando o experimento em 100 pL e foi incubado por 24 horas a 37 °C. O controlo
de crescimento negativo continha apenas bactérias e, como controle positivo foi
utilizado ciprofloxacino nas mesmas concentracdes da amostra. O crescimento
de células planctdnicas foi avaliado utilizando a absorbancia a 600 nm. O meio foi
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removido, e 0os po¢os da microplaca foram lavados duas vezes com agua deionizada.
Células aderentes foram coradas com cristal violeta a 0,01% por 20 min. Os pogos da
microplaca foram lavados duas vezes com agua deionizada, secadas ao ar e o cristal
violeta aderido a células, foi solubilizado com 110 uL de etanol a 60%. A formacgao de
biofilmes foi obtida utilizando absorbancia a 595 nm. Todas as leituras de absorbancia
foram realizadas com o leitor de microplacas (Bio-Teklnstruments, Inc., United States).
Para cada experimento foram realizadas repeticdes técnicas.

31 RESULTADOS E DISCUSSOES

Os componentes isolados dos venenos de serpentes em geral podem servir de
base para o entendimento das fun¢des desses constituintes ao relacionar a processos
fisiopatolégicos em um envenenamento, assim como aplicagdes biotecnoldgicas. A
escolha da metodologia apropriada para a purificacdo de uma determinada molécula
deve serdirecionadade acordo com suas caracteristicas. Conhecendo essainformacao,
o processo de cromatografia tende a facilitar a purificagdo desejada (STABELI et al.,
2012).

No presente trabalho, trés etapas cromatograficas foram utilizadas para isolar a
fosfolipase de interesse: cromatografia de exclusao molecular (tampéao de bicarbonato
de aménia pH 7,8) e cromatografia de hidrofobicidade em sistema HPLC. Na primeira
etapa cromatografica, foi possivel observar 5 fragdes principais, sendo a fragéo 3 alvo
do estudo, pois além de apresentar atividade especifica, apresentou em SDS-PAGE
massa molecular relativo a outras fosfolipases descritas na literatura.

Apos este primeiro passo cromatografico, a fracdo escolhida foi submetida a um
passo de purificacédo por HPLC, onde as novas fragdes foram coletadas e monitoradas
in vitro pela atividade. Nesta segunda etapa cromatografica, foi possivel observar a
presenca de 4 fragbes, denominadas 3.1, 3.2, 3.3 e 9. Os passos cromatograficos
adotados para o presente estudo foram similares aos observados nos trabalhos de
Kanashiro e colaboradores (2002) e Ponce-Soto e colaboradores (2007).

A andlise eletroforética do extrato bruto em gel de poliacrilamida foi realizada,
obtendo-se 8 bandas de aproximadamente 15; 20; 25; 30; 35; 50; 70 e 110 kDa. A
fim de realizar uma breve caracterizacdo do perfil proteico do extrato bruto do veneno
de B. moojeni, podemos observar bandas que indicam a presenca de: Fosfolipases
(15 kDa) (MOURA et al., 2014); Serinoproteases e lectinas tipo C (de 20 a 30 kDa)
(NOLTE et al., 2012); L amino&cidos oxidases (subunidades de aproximadamente 50
kDa) (STABELI et al, 2007); Metaloproteases de todas as classes (KAYANO et al,
2015), entre outros grupos de proteinas.

Purificacao da PLA2

ApoOs a quantificagdo proteica (pelo método de Bradford), 10 mg da amostra,
diluidos em 1 mL do tampéao de eluicdo (50 mM de bicarbonato de aménio, pH 7,8)
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foram aplicados. Foram coletados 2,5 mL por tubo, totalizando 120 tubos em cada
cromatografia realizada (Figura 01). O extrato bruto do veneno apresentou um perfil de
exclusdao molecular com 5 fragées diferentes, conforme indicado na figura 01.
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Figura 01. Perfil cromatografico do EB de B. moojeni ap6s a eluicdo em uma coluna de
Sephacryl S-100 (3 x 45 cm). Coluna previamente equilibrada com a solug&o tampao de
eluicéo (50 mM AMBIC) com um fluxo de 0,625 mL.min", obtendo 5 fracdes (F1, F2, F3, F4 e
F5). Todas as fracdes foram aplicadas em gel de poliacrilamida para validar a metodologia de
exclusao molecular.

As 5 fracOes obtidas por exclusédo molecular foram denominadas de F1, F2, F3,
F4 e F5 com tempos de eluicdo de 110, 140, 150, 190 e 237 minutos. Esses resultados
séo semelhantes quando comparados ao trabalho de Ponce-Soto et al. (2007), onde
uma cromatografia de exclusdo molecular em sistema fechado, foi realizada com a
finalidade de purificar uma fosfolipase da toxina de B. alternatus, utilizando a resina
Superdex 75, obtendo 4 fracoes onde os tempos de eluicdo das fracées foram 70,
95, 130 e 140 minutos, e a fragdo utilizada pela maior atividade de fosfolipase foi a
terceira, de 130 minutos de eluicdo (PONCE-SOTO et al., 2007).

No presente trabalho, a presenca de fosfolipase foi observada na fracédo 3
da cromatografia de exclusdo molecular, inicialmente indicada apenas pela massa
aproximada, por SDS PAGE (Figura01) (massa molecularum pouco abaixode 15kDa) e
posteriormente comprovada por atividade enzimatica com substrato especifico (Figura
04). Por conta disso, a fragcao 3 foi a escolhida para ser aplicada em cromatografia de
fase reversa.

A cromatografia de fase reversa pode separar as moléculas de acordo com as
diferencas na hidrofobicidade, a partir dos passos de eluicdo. Com isso, F3, uma das
fracOes resultantes do primeiro passo cromatografico, foi escolhida para ser aplicada
no sistema de HPLC (Figura 02). A presenca de quatro fracoes, com diferentes tempos
de eluicao, variou de acordo com a concentracao de acetonitrila (3.1: 42; 3.2: 45,4; 3.3:
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49,7 e 3.4: 52,2% de acetonitrila). Apés as cromatografias, as fracbes obtidas foram
liofilizadas e armazenadas.
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Figura 02. Perfil cromatografico da fragdo 3 apds a exclusdo molecular da toxina de B. moojeni,
em uma coluna C-18 (HPLC) equilibrada com agua e 0,1% de &cido tricloroacético, eluido sobre
um gradiente de 5 a 95% de acetonitrila e 0,1% de &cido tricloroacético. As fragdes obtidas
apobs esse processo, foram denominadas de 3.1, 3.2, 3.3 e 3.4. Todas as fragdes obtidas foram
aplicadas em SDS-PAGE a fim de verificar o grau de pureza das mesmas.

Para verificar a pureza das fracbes ap0Os a primeira passagem na coluna C-18,
foi realizada uma aplicacao das fracoes coletadas em SDS-PAGE (figura 03), onde foi
possivel observar a presenca de bandas abaixo de 25 kDa e, mais especificamente,
a presenca de uma banda majoritaria na fracéo 3.4, com aproximadamente 14 kDa,
guando comparado ao marcador, indicando a presenca de uma fosfolipase.

Como mencionado anteriormente, a porcentagem de acetonitrila necessaria
para a eluicdo da fracao 3.4 foi de 52,2%. A fosfolipase BaTX foi obtida com 49%
de acetonitrila apdés um processo de cromatografia de fase reversa (PONCE-SOTO
et al., 2007). Apdés um Unico passo cromatografico (fase reversa), Ponce-Soto et al.
(2007) obtiveram uma fosfolipase, denominada BaTXIl, do veneno de B. alternatus,
apresentando 52% de acetonitrila para sua eluicdo (PONCE-SOTO et al., 2007). Para
purificar duas fosfolipases do veneno de B. atrox, Kanashiro et al. (2002) observaram
a eluicdo das moléculas com 50% (BaPLA2l) e 54% (BaPLA2lll) de acetonitrila
(KANASHIRO et al., 2002).

Toyama e colaboradores (2014) obtiveram uma fosfolipase do veneno
de C. durissus, em aproximadamente 14 kDa, onde mostrou uma eluicdo com
aproximadamente 54% de acetonitrila (TOYAMA et al., 2014). Apds dois processos
cromatograficos, ambos de fase reversa, foi obtida uma fosfolipase, apresentando
55% de acetonitrila para eluicdo. Esta molécula foi purificada do veneno de B. asper
(CASTILLO et al., 2012).

Uma fosfolipase, denominada crotoxina B, presente no veneno de C. durissus,
foi purificada a partir de uma cromatografia de exclusdo seguida por cromatografia de
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fase reversa, apresentando 54% de acetonitrila para eluicdo (QUINTANA et al., 2012).
Para purificar Lys-49, uma fosfolipase presente no veneno de B. pauloensis, foram
utilizados dois passos cromatograficos onde a molécula alvo tinha aproximadamente
14 kDa, necessitando 47% de acetonitrila para a sua eluicdo (AZEVEDO et al.,
2016). Segundo Moura e colaboradores (2014), foi possivel eluir uma fosfolipase
com 47% de acetonitrila, a Asp49, que foi purificada da toxina de B. mattogrossensis.
Aproximadamente 80% de acetonitrila foi utilizada para eluir uma fosfolipase do
veneno de B. jararacussu, uma porcentagem maior se comparada com as outras
citadas (MOURA et al., 2014).

Apb6s o segundo passo cromatografico, a fracdo 3.4 foi recromatografada para
obtencao de uma fracdo pura (Figura 03). A cromatografia consistiu no mesmo processo
previamente adotado, com concentragdo de acetonitrila variando de 5-95%, a unica
diferenca foi no tempo adotado para a eluicéo. Apds este terceiro passo cromatografico,
as frac6es foram recolhidas e liofilizadas.
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Figura 03. Cromatograma da fragéo 3.4, definido como recromatografia, a fim de obter uma
fragéo pura. A porcentagem de acetonitrila observada no tempo retencéo foi de 52%.

Todos os passos cromatograficos realizados foram monitorados com sua atividade
enzimatica especifica para fosfolipase (Figura 04). As fracdes avaliadas foram: extrato
bruto, F3 (exclusdo molecular), PLA purificada (recromatografia da fracdo D do
primeiro passo em HPLC), Fosfolipase comercial (controle positivo) e BSA (controle
negativo proteico). Todos os testes enzimaticos realisados foram monitorados a 425
nm, com leituras feitas a partir do tempo 0 a 150 minutos, em intervalos de 10 minutos,
incubados a 37 °C.
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Figura 04. Atividade enzimética dos passos cromatogréficos utilizados para a purificacédo de
uma fosfolipase A2 presente na toxina de B. moojeni. A atividade acima descrita, foi realizada
utilizando o substrato especifico para atividade fosfolipasica (4AN3OBA) EB: Extrato bruto (linha
tracejada); PLA purificada: Fragc&o correspondente ao passo de recromatografia (traco e ponto);
BSA: Controle negativo proteico (linha continua com a marcacgéo de X); PLA comercial: controle
positivo (linha continua); F3 excluséo: Fracéo obtida apds o primeiro passo cromatografico
(linha pontilhada).

Um dos objetivos do isolamento e caracterizacdo dos componentes do veneno
de serpentes é entender melhor a participacédo de cada componente em diferentes
procesos fisiopatoldgicos decorrentes do envenenamento e em possiveis aplicacdes
médicas. Com isso, foi possivel observar uma elevada atividade fosfolipasica nas
fracOes avaliadas, quando comparado a enzima comercial.

Se relacionarmos os géis de SDS-PAGE com o grafico de atividade enzimatica,
podemos observar a presenca de fosfolipase em todas os passos cromatograficos. Na
atividade enzimatica da fracdo purificada, € possivel observar nos tempos avaliados,
uma maior atividade quando comparado a atividade da enzima comercial. Resultado
esse que indica uma elevada atividade especifica da enzima purificada. Outros
trabalhos disponiveis na literatura mostram essa atividade enzimética, utilizando o
mesmo substrato (MOURA et al., 2014; SUCASACA-MONZON et al., 2015).

Apos a incubacao da fragdo purificada com a S. aureus formadora de biofilme, foi
possivel observar que nas duas maiores concentracdes da fracéo, a bactéria apresentou
um crescimento inferior quando comparado ao crescimento bacteriano incubado com
o antibidtico testado (512 yg.mL" ou 36,3 yM). Isso sugere uma importante aplicacao
médica de fosfolipases oriundas de serpentes do género Bothrops.

Para a atividade antibiofilme, avaliou-se a formacé&o de crescimento de biofilme
apos a incubacgéao da fracdo purificada da toxina de B. moojeni com a bactéria S.
aureus. O tempo para avaliagdo do crescimento foi de 24 horas e os resultados foram
expressos em percentual de crescimento bacteriano comparados com o controle
positivo (100%) (Figura 05).
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Figura 05. Avaliagéo do crescimento bacteriano na formagéo de biofilme S. aureus incubado
com diferentes concentragdes de antibiético (barras pretas) e fracdo purificada da toxina de B.
moojeni (barras cinzas). O crescimento de S. aureus sem nenhuma interferéncia, foi adotado
como o controle positivo, indicado para comparar o crescimento da bactéria com o controle e
com a fragéo purificada.

E importante ressaltar que nenhum dos trabalhos citados na discussdo desse
tépico utilizou bactérias formadoras de biofilme, apenas bactérias plancténicas,
sugerindo um leque maior de aplicacbes para essas enzimas.

Foi observado, no trabalho de Perumalsamy e colaboradores (2014) a atividade
de CaTx-1l, uma fosfolipase proveniente do veneno de C. adamanteus. Nesse estudo,
os autores relataram uma atividade fosfolipatica e, quando incubado com S. aureus,
a molécula apresentou uma atividade antimicrobiana similar ao antibitico testado
(clorofenicol). A atividade inibitéria minima do crescimento bacteriano foi com 20
pg.mL" da fosfolipase e 30 yg.mL" do antibiético (PERUMALSAMY et al., 2014).

Uma fosfolipase (presente no veneno de C. durissus terrificus foi isolada,
apresentando 14 kDa. Sua atividade antibacteriana foi testada contra Clavibacter
michiganensis e apresentou uma atividade inibitoria no crescimento bacteriano. Apés
uma andlise de microscopia eletronica, a bactéria testada apresentou uma extensa
formacdo de vesiculas e poros na membrana bacteriana, mostrando somente um
crescimento de aproximadamente 12%, quando comparado ao grupo controle
(TOYAMA et al., 2014).

A BthA-I-PLA,, uma fosfolipase purificada da pegonha de Bothrops jararaca,
contendo 13 kDa, foi incubada com S. aureus e, apés 60 minutos de avaliagdo,
160 pg da molécula avaliada foi capaz de reduzir o crescimento da bactéria para
aproximadamente 20%, ao comparar com o crescimento controle (ROBERTO et al.,
2004). A partir do veneno de B. moojeni foi obtido a BmooPLA,, uma fosfolipase que
apresentou 13 kDa. Para verificar a atividade dessa molécula, 80 e 160 pyg.mL™ foi
incubada com S. aureus, verificando sua atividade antibacteriana. Apés 60 min, foi
verificado um crescimento de apenas 20% bacteriano (SILVEIRA et al., 2013).




Segundo Stabeli e colaboradores (2006), a MjTX-Il, uma fosfolipase provinda da
peconha de B. moojeni, apresentou uma atividade que inibiu em 80% o crescimento
das unidades formadoras de colénias de Escherichia coli (STABELI et al., 2006).
Essa atividade das fosfolipases podem estar relacionadas ao fato das mesmas serem
responsaveis pela hidrélise de fosfolipideos de membrana (SAJEVIC et al., 2011).

41 CONCLUSAO

O presente estudo mostra o isolamento de uma fosfolipase presente na toxina
de uma serpente presente no cerrado brasileiro, a Bothrops moojeni. Essa enzima
purificada, mesmo nado sendo descrita sua massa molecular exata, apresentou
atividade enzimatica em um substrato especifico para fosfolipases, além de ter sua
massa aproximada por SDS-PAGE, demonstrando uma alta similaridade com outras
fosfolipases presentes na toxina de outras serpentes do mesmo género. Além disso,
foi possivel observar uma atividade antimicrobiana significativa a estirpe formadora
de biofilme testada, fato ainda nao relatado para fosfolipases presente na toxina de
serpentes.
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ABSTRACT: Atresia is a process of cell
death or apoptosis of the majority of ovarian
follicles, known by a variety of morphological
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or pathological conditions. A large number of
atretic eggs was released by diferent groups
of captive females snakes, in the Laboratory
of Ecologia and Biological Museum, from
Instituto Butantan. Lipoperoxidation induces
tissue damage, related to the pathogenesis of
distinct diseases, which can lead to cell death.
We investigated the released atretic eggs
doing analysis of lipoperoxidation. Extraction
and purification of the lipids were done by
the method adapted from Bligh & Dyer. The
reaction method of the malondialdehyde
biomarker (MDA), a secondary product of lipid
peroxidation complexed with thiobarbituric acid
(TBA), was used. The Reading was done at
532 nm. Analyzing the results, a great variation
in MDA concentration was found in different
atretic eggs at the same pit viper specimen.
For example: Bothrops insularis (from 7.4 to
58 nmols/mL +13.7 of lipid), B. jararaca (from
9.4 to 100 nmols/mL+26), B. leucurus (from
6.1 to 182 nmols/mL £53.7), B. erythromelas
(from 3.6 to 66nmol/mL + 21.6) and B. moojeni
(from 6.1 to 428.4 nmols/mL + 32.7). However,
in comparisons of species, using a Kruskal-
Wallis test, B. moojeni presented highest value
of oxidative stress when compared to the other
species (> 100 nmols/mL). This is the first
lipoperoxidation assay with atretic snake eggs,
showing a high content of MDA and of oxidative
stress. This could induce apoptosis or control
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cell proliferation and may induce the repair of this damage.
KEY WORDS: Lipoperoxidation, Apoptosis, Atresia, cell death, pit viper, lancehead

RESUMO: A atresia € um processo de morte celular ou apoptose da maioria dos
foliculos ovarianos, conhecido por uma variedade de condicoes morfoldgicas ou
patolégicas. Um grande numero de ovos atrésicos foi liberado por diferentes grupos de
serpentes, fémeas cativas, no Laboratério de Ecologia e Museu Bioldgico, do Instituto
Butantan. A lipoperoxidacado induz ao dano tecidual, relacionado a patogénese de
distintas doencas, que podem levar a morte celular. NOs investigamos por ensaio de
lipoperoxidacdo, os ovos atrésicos liberados. A extracao e purificagao dos lipideos
foram feitas pelo método adaptado de Bligh & Dyer. Utilizou-se o método de reacéo do
biomarcador malondialdeido (MDA), um produto secundario da peroxidacao lipidica
complexada com acido tiobarbitarico (TBA). A leitura foi feita a 532 nm. Analisando os
resultados, houve uma grande variacao na concentracao de MDA em diferentes ovos
atrésicos do mesmo espécime de viperideo. Por exemplo: Bothrops insularis (de 7,4 a
58 nmol / mL + 13,7 de lipidio), B. jararaca (de 9,4 a 100 nmol / mL + 26), B. leucurus
(de 6,1 a 182 nmol / mL + 53,7), B. erythromelas (de 3,6 a 66 nmol / mL = 21,6) e B.
moojeni (de 6,1 a 428,4 nmols / mL +32,7). Entretanto, em comparacgdes das espécies,
utilizando o teste de Kruskal-Wallis, B. moojeni apresentou maior estresse oxidativo
guando comparado com as outras espécies (> 100 nmols/mL). Este é o primeiro ensaio
de lipoperoxidagdo com ovos atrésicos de serpentes, mostrando alta concentraacéo
de MDA e elevado estresse oxidativo. Isso poderia induzir a apoptose ou controlar a
proliferagao celular e induzir o reparo desse dano.

PALAVRAS-CHAVE: Lipoperoxidacao, apoptose, atresia, morte celular, viperideo,
jararaca.

11 INTRODUCTION

1.1 Snakes

Latin America has a rich and diverse fauna of snakes, which has its distribution in
different countries according to specific biotic and abiotic factors. They are distributed
through a wide variety of habitats, from arid environments to forests and wetlands,
except in polar caps (CAMPBELL and LAMAR, 2004). They belong to the order
Squamata, which includes snakes, lizards and amphibians and is the main order of the
Repitilia class with the largest number of reptiles described. Between the 3378 known
snake species, 375 are Brazilian (UETZ, 2011).

Among the snakes of medical importance are those belonging to the families
Viperidae and Elapidae, whose representatives are all venomous, endowed with venom
producing glands and specialized dentition for their inoculation (CAMPBELL; LAMAR,
2004; MARQUES et al., 2001). In Brazil, viperids of public health importance basically
comprise three genera: Bothrops (“‘jararacas”), Crotalus (“cascavéis”) e Lachesis
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(“surucucus”).
1.2 Genus Bothrops wagler, 1824

The name of the genus is derived from the Greek bothros, meaning pit, and ops,
meaning eye or face, alluding to the distinctive pit organ, located on the face, between
the eye and the nostril (CAMPBELL; LAMAR, 2004).

According to the list of Brazilian reptile species (COSTA & BERNILS, 2015)
Neotropical pit vipers of the subfamily Crotalinae (“pitvipers”), genus Bothrops
(“lancehead”), consist of 29 species and are widely distributed throughout South
America in a wide variety of habitats (MARTINS et al., 2001; CAMPBELL, LAMAR,
2004).

1.3 Reproductive aspects

Many manifestations or reproductive events are used to categorize the reproductive
cycles of snakes. In females, the pattern and synchronization of follicular maturation
(as primary and secondary vitellogenesis) and ovulation are among the most important
events (ALDRIDGE, 1982). The secondary vitellogenesis and its duration vary with
the species, period of the year, duration of the active season, availability of prey and
amount of fat reserve (DILLER, WALLACE, 1984; NAULLEAU; BONNET, 1996).

Vitellogenesis is the process of hepatic synthesis of vitellogenin and its transport
to the oocytes. It requires the mobilization of a significant maternal reserve and,
consequently, depends on a threshold level of bodily condition (BONNET, NAULLEAU
& MAUGET, 1994).

On the reproductive aspects, members of the genus Bothrops give birth to young
alive, therefore they reproduce by viviparity. The females of the group have similarly
conserved cycles (ALMEIDA-SANTOS; SALOMAO, 2002), although the fecundity may
vary according to the size of the animal body in the different species of the genus
(MARTINS et al., 2001), being influenced by availability of resources in different regions
or habitats (SHINE, 2005).

The larger snakes are more prolific, being able to generate more than 50 offspring
at one time; however, those of moderate to small size - such as Bothrops jararaca
- can generate 20 offspring or less in a litter (CAMPBELL; LAMAR, 2004; JANEIRO-
CINQUINI, 2004).

1.4 Follicular atresia

Follicular atresia is a degenerative, hormonally controlled process by which the
vertebrate ovarian follicles lose their integrity and are eliminated before ovulation. In
primates, most ovarian follicles undergo atresia during development and are reabsorbed
by the ovary before birth (HUGHES; GOROSPE, 1991).

Several studies suggest that apoptosis is the fundamental molecular mechanism
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for the removal of germ and somatic cells in the ovary of mammals and birds (TILLY et
al., 1991; HUSSEIN, 2005). In teleost fish, atresia occurs in natural conditions, as well
as in captivity, especially after spawning.

In reptiles, morphological and histological studies have been performed on ovarian
follicles in Squamates since the 1970s. Guraya, from the 1960s, studied and compared
follicular atresia of mammals and non-mammals, and reported that vitellogenic follicles
become atretic due to lack of appropriate gonadotropic stimulation or imperfect balance
of various hormones (GURAYA, 1965, 1966, 1969, 1973). At this stage they are called
atretic eggs, since they matured, but did not finish developing.

In captivity, females of Squamatas may have a higher incidence of infertile eggs,
both in oviparous and viviparous species (MACHACHERN, 1991; RONNE, 1996).

1.5 Oxidative stress

Reactive oxygen species (ROS) are highly reactive oxygen groups that damage
cellular components, including DNA, protein and lipid (ESSERS et al., 2004). Generally,
ROS are classified into three categories: non-ERO (H,O,) hydrogen peroxide, oxygen
free radicals (O,) and hydroxyl radicals (OH) (STORZ, 2011). These radicals are
generated by intracellular sources, such as normal aerobic metabolism, nutrient
deprivation and ischemia, as well as environmental stress such as ionizing or UV
radiation (STORZ, 2011; ESSERS et al., 2005).

It is believed that apoptosis induced by oxidative stress is one of the main causes
of follicular atresia (MURDOCH, 1998). It has been reported that the accumulation of
ROS resulting from mutations in different electron transport chain complexes leads
to premature ovarian failure and follicular atresia in the human ovary (KUMAR et al.,
2010).

The present work aims to evaluate the oxidative stress by Lipid peroxidation
assay in lipids extracted from the yolk of the atretic eggs released in large quantities in
captivity by the snakes of the Bothrops group. The snakes are kept and monitored in
captivity at the Laboratory of Ecology and Evolution (LEEV) and Biological Museum,
both of the Butantan Institute.

The species under study: B. insularis (an insular specie, endemic to the Queimada
Grande Island, Sao Paulo-Brazil, critically endangered), B. jararaca, B. erythromelas,
B. leucurus and B. moojeni have presented high rate of deposition of atretic eggs in
captivity, at the same time of parturition. For long years of observation, several species
of Squamata, viviparous and oviparous, has been through this phenomenon, but we
have no data published up to now on the research to provide information on molecular
aspects.
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2| MATERIAL AND METHODS

2.1 Maintenance of the snakes in captivity

We monitored the snakes behavior with emphasis on the reproductive cycle and
oviposture (or release of atretic eggs) of 12 adult, captive viviparous female snakes of the
Bothrops insularis species, kept in the Jararaca-ilhoa Conservation Laboratory, located
in the Laboratory of Ecology and Evolution (LEEV) of the Butantan Institute (IB), under
the responsibility of researcher PhD Selma Maria de Almeida Santos, under license
from IBAMA 25650-1. A specimen of each captive female of the species: B. moojeni
and B. jararaca are also part of the LEEV vivarium in the enclosure, and are monitored.
Two species of female pitviper were included: B. leucurus and B. erythromelas, from
the Biological Museum of the Butantan Institute, kept in captivity on the enclosure in
exhibition to the public.

The animals of the Laboratory of Ecology and Evolution (LEEV) were kept
individually in transparent plastic boxes (56.4 x 38.5 x 37.1cm), with lid and sides
perforated and lined with corrugated cardboard (FIGURE 1). The natural conditions of
photoperiod (latitude 23°S), temperature and humidity were maintained. The animals’
diet was composed of mice (Mus musculus) from the Central Vivarium (IB) being offered
at regular intervals of 30 days, respecting the proportion of 10 to 20% of the individual’s
weight. Fresh water was supplied ad libitum.

Biometric data were obtained twice a year. Data regarding behavior and sanity
were daily passed on to the archives of the research projects.

Figure 1. Shelter of animals in captivity.

Transparent, perforated box with corrugated cardboard and water pot for the animal. Vivarium of
Laboratory of Ecology and Evolution, Butantan Institute.

Source: Corréa, P.G. (2018). Photo: Giuseppe Puorto.
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In the Biological Museum, all the snakes were kept individualized in enclosures
with an area of 1m?, with a upper metal grille, and substrate of vegetal soil with cover of
bark of trees (Pinus sp). In the room where the animals are exposed to the public were
kept the natural conditions of photo-period of 10-14h, manual humidity control, to suit
the conditions close to the ideal for the species. In all the enclosures there was a heated
rock with temperatures ranging between 28 and 35°C, branches for displacement and
substrate (FIGURE 2). The diet of the snakes was composed of swiss mice (Mus
musculus) and wistar rats (Rattus norvegicus) from the Central Vivarium (IB) that are
offered at regular intervals of 30 days, respecting the proportion of 10 to 20% of the
individual’s weight. Fresh water was supplied ad libitum.

Figure 2. Bothrops jararaca on display at Biological Museum enclosure.

Enclosure with upper metal grille, branches for displacement and substrate.
Photo: Giuseppe Puorto.

2.2 Collection and preservation of atretic eggs

Once an atretic egg was expelled or released by the females snakes, it was
collected under sterile conditions with gloves, avoiding the contact of the hands with
it (FIGURE 3A). The eggs were measured and weighed and then quickly stored in a
freezer (-20°C or -80°C) in zip plastic bags (10x7cm), in order to preserve the cellular
content and humidity of the follicles.

The frozen atretic eggs were processed on an ice bath (Petri dish with dry ice).
The germinal disc, when present (FIGURE 3B) was collected internally and the cells
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processed for flow cytometer analysis - FACS (data not shown). The yolk or fatty
tissue of the atretic egg was cut (in pieces of about 150 mg), and processed for the
lipoperoxidation assay.

SITTEETRRRTIRARARAREIY
11 12 :

13

Figure 3. Atretic eggs from Bothrops erythromelas.

(A) Atretic eggs released at the parturition of offspring, on the substrate of wood gravel,
enclosure of the Biological Museum, Butantan Institute. (B) Atretic egg of the same animal. The
arrow indicates the presence of a germinal disc in the center. Photo: Giuseppe Puorto.

2.3 Lipid peroxidation assay

Oxidative stress on unsaturated lipids in cell membranes was evaluated by
determining the amount of malondialdehyde (MDA), a three-carbon aldehyde, which is
the final product of fatty acid peroxidation (lipoperoxidized radical), which reacts with
two molecules of acid thiobarbituric acid (TBA) to form a pink chromogen complex.
The content of malondialdehyde was quantified using the TBA-reactive substances
test (TBARS) (OHKAWA et al., 1979), formed as a by-product of fat degradation,
unsaturated fatty acids and hydroxy peroxides.

In brief, from 10 to 20 released atretics eggs by specie were collected in captivity,
measured and frozen (-80 °C) to preserve the germinal disc region (GDR) when present,
to further analysis on flow cytometer (FACS). The samples (about 150 mg/homogenate)
were macerated, washed with PBSN#* and the supernatant was collected and mixed
with TCA solution (20%) and aqueous TBA solution (0.86%). The mixture was shaken
and heated using a boiling-water bath for 30 min. After cooling, n-butanol was added,
and the mixture was shaken. After separation of the butanol layer by centrifugation
at 1500 g for 15 min, its optical density was determined using a spectrophotometer
(ThermoPlate®), with wavelength adjusted to 532 nm (FIGURE 4).

Estudo da Herpetofauna Brasileira Capitulo 3




HS. _N._ _OH
T % -0
Ne + C cH—C,
H H H \\ = CH- ( CH— + 21H0
OH

2-Thiobarbituric Acid ~ malondialdehyde #
pink chromogen

(TBA) (MDA) E- E-
‘ 1 100 i sample l'_ }vm“ =532 nm 1‘-
200 il TBA (0.86%, TCA 20%)

Supernatant : 20 min, ice bath
j ‘ Triplicate samples! 20 min, 100 °C

100 pl sample
Atretic folicule tissues 200 pl TCA 20%
150 mg, PAS 1mL
Macerated, vortex-mixed,
centrifugated 5', 1500 g.

Figure 4. Simplified lipid peroxidation assay .

Extraction of yolk mass, maceration in conical microtube. Added solutions react in the
lipid peroxidation and the chromogen product malonaldeido (MDA) is visualized in
spectrophotometer, at 532 nm, in pink color.

Source: Corréa, P.G. (2018).

The difference between results of the two optical density determinations was taken
as the TBA value, and amounts of malondialdehyde (MDA) produced were calculated
and compared to MDA standards and expressed as MDA nmoles/mL. Graphs and
statistics were obtained using GraphPad Prism version 5.0 software and the Kruskal-
Wallis test was used to compare MDA among species.

31 RESULTS

3.1 Released eggs

Some wild snakes arrived pregnant from nature, such as B. jararaca and B.
insularis. All the atretic eggs released by the females were collected in the enclosure or
in the boxes at the time of parturition of the offsprings. The total of atretic egg samples
were:

- B. erythromelas 12 eggs being four with germinative disk (GD); B. jararaca 11
eggs being five with GD; B. insularis 17 eggs of two females and two eggs with GD; B.
leucurus 12 eggs and one with GD; and B. moojeni, 39 eggs, but we used only 12 eggs,
of which, five had a GD. In figure five, we observed the different species of captive
snakes, whose atretic eggs were used in this work, in the lipid peroxidation assay.
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Figure 5. Snakes from Bothrops genus used to the assay.

(A) Bothrops insularis, (B) B. jararaca, (C) B. alcatraz, (D) B.erythromelas, (E) B. leucurus,
Photos: Giuseppe Puorto. (F) B. moojeni. Photo: Bruno M. Costa.

Source: Corréa, P. G. (2018).

3.2 Lipid peroxidation

Samples from 10 to 20 atretic eggs collected from the animals were used in the
lipid peroxidation assay, but not all the samples were possible to obtain the results
in triplicate of MDA reading in a spectrophotometer and were therefore dismissed.
In Figure 6A we observed the pink lipid peroxidation product (MDA) observed in the
presence of a strong acid, thiobarbituric acid (TBA), when heated. In Figure 6B we
observed the samples applied in triplicate in a 96-well plate, flat-bottom, for reading the
concentration of MDA by spectrometry, at the wavelength of 532 nm.
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Figure 6. Lipid peroxidation assay (TBARS).

(A) Samples in the microtubes of 1.5 ml after heating with lipoperoxide chromogen (MDA)
that was generated, pink. (B) 96-well plate with the samples in triplicate. Positive result for the
production of MDA, for example, in wells A8, B8 and C8. Source: Corréa, P.G. (2018).

The formation of lipoperoxidized radicals (MDA) from different samples of fertilized
and unfertilized eggs of the snakes: B. jararaca, B. insularis, B. moojeni, B. erythromelas
and B. leucurus showed significant differences in the levels of lipoperoxidized products.
The analysis and calculations of these radicals, performed in GraphPad Prism software
are present in graphs in figure 7. As we observed, there are significant differences in the
concentration of malonaldehyde from one egg to another, even if they were released
in the same parturition, of the same female. This indicates that one egg is under more
ROS action than the others.
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Figure 7 Statistics on GraphPad Prism - TBARS Assay.

Concentrations of MDA expressed in nmol/mL of sample. It’s shown the concentration and
standard deviation per individual atretic egg. Graphics represented by animal species.
Comparative table of species mean by Kruskal-Wallis test.

Analyzing the results, there was a great variation in the concentration of MDA in

different atretic eggs of the same viperid specimen. For example: Bothrops insularis
(from 7.4 to 58 nmol/mL of lipid + 13.7), B. jararaca (from 9.4 to 100 nmol/mL + 26), B.
leucurus (from 6.1 to 182 nmol / mL +53.7), B. erythromelas (from 3.6 to 66 nmol / mL +
21.6) and B. moojeni (from 6.1 to 428.4 nmols / mL + 32.7). However, in comparisons of
the species, using the Kruskal-Wallis test, B. moojeni presented higher concentration
of peroxidized radicals (MDA) when compared to the other species (> 100 nmol/mL).
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4 | DISCUSSION

4.1 Atretic eggs and reproductive cycle

All the snakes released atretic eggs of medium size (~ 25 mm), yellowish color with
hardened yolk, coincident with the parturition season (late spring and early summer).
The snakes that showed the highest release of atretic eggs coincided with females that
had never copulated since they came from nature.

We observed that the number of atretic eggs increased after the females were
kept in captivity in relation to those females that came from the nature pregnant (or
vitellogenic).

4.2 Lipid peroxidation

Reactive oxygen species (ROS) affect multiple physiological processes in
reproduction and fertility, from oocyte maturation to fertilization, embryonic development
and pregnancy.

In lipid peroxidation, there is a loss of selectivity in the ion exchange and release
of the organelles content, as lysosomal hydrolytic enzymes and formation of cytotoxic
products, as in the formation of malondialdehyde (MDA), capable of inducing cell
death. Malondialdehyde is a reactive aldehyde with low stability and widely used as
a biomarker in the evaluation of oxidative stress (PILZ et al., 2000). The imbalance
between antioxidant and pro-oxidant systems, with predominance of oxidizing action
and consequent damages, results in oxidative stress. It promotes changes such as
lipid peroxidation, DNA fragmentation and oxidation of different molecules, leading to
cell death (apoptosis).

Some snakes in the study group came pregnant from nature, while others were
born in the enclosure (captivity) and were never placed to mate. It was observed
that although the reproductive cycle of Bothrops has been biennial, the snakes when
captive undergo to secondary vitellogenesis and release atretic eggs annually at the
time coincident with parturition. The percentage of germinal disc between atretic eggs
is around 19%, and was higher in B. jararaca specie (45%).

The production of free radicals is a continuous and physiological process,
necessary for functions such as cell signaling, differentiation and cell death to occur
properly. During the metabolic processes, these radicals act as mediators for the transfer
of electrons in the diverse biochemical reactions. Nevertheless, overproduction can
cause oxidative damage. When ROS generation exceeds the capacity of antioxidant
defense systems, oxidative stress occurs in the cell.

4.3 Oxidative damages

The main biological molecules, notably DNA, proteins and lipids, can be adversely
affected by ROS. In addition, the reaction with these macromolecules generates
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additional ROS, starting a cascade of damage if not controlled. It is estimated that ROS
are responsible for 10,000 modifications of the DNA nitrogen bases per cell per day
(AMES et al., 1991). Oxidation or methylation of the bases may have the most severe
phenotypic consequences (FALNES et al., 2007).

We can say that the vitellogenic eggs of the snakes of the Bothrops group,
even when fertilized, either with mating or by parthenogenesis (females born in the
enclosure that never copulated) suffer the action of ROS and that ends up making the
development of the embryos unfeasible.

Oxidative damage to oocyte lipids has been implicated in the cause of loss of
quality of the oocytes. It is believed that the ability to resist oxidative stress may be
a key factor for a specimen, which in turn may have a greater chance of survival and
reproductive success.

A complementary study to elucidate if this is actually cell death by apoptosis would
be the study of these germinative disc with different cell differentiation markers.

51 CONCLUSION

Changes in the levels of peroxidized lipids obtained in this study indicate the
involvement of lipid metabolism in the phenomenon of atresia in snakes, especially the
genus Bothrops, which is an unpublished data.
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RESUMO As duas espécies do género
Trachemys que ocorrem no Brasil, T. adiutrix e
T. dorbigni recentemente foram consideradas
uma mesma espécie, sendo agora classificadas
como T. dorbigni dorbigni e T. dorbigni adiutrix.
Trachemys d. dorbigni (Duméril & Bibron,
1835) é um queldnio da subordem Cryptodira,
conhecido popularmente como Tigre d’agua,
e é uma das tartarugas de agua doce mais
abundantes do Rio Grande do Sul. Ocorre
também naturalmente no Uruguai e nordeste
da Argentina. Além do mais, foi introduzida em
alguns estados brasileiros (SC, PR, SP, RJ, MG,
BA, SE, GO e TO). Este trabalho tem por objetivo
fornecer informagbes de novas ocorréncias
de T. d. dorbigni, na tentativa de elucidar a
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distribuicdo desta espécie no Brasil. Foram
compilados dados de ocorréncia de diferentes
regides através da analise da literatura, além de
consultas em base de dados online. Os novos
registros de ocorréncia (Maringa-PR e Campo
Grande-MS) foram obtidos através da coleta
de dados em campo. Para isso, foi utilizado o
método de busca ativa no periodos matutino
e vespertino para registro dos quelénios em
ambas as localidades. Em Maringa a coleta dos
dados foi realizada entre Janeiro e Margco de
2017 em 20 corpos d’agua , sendo eles lagos,
lagoas e riachos. Capturamos 14 individuos
de T. d. dorbigni (oito fémeas, trés machos
e trés juvenis) em trés lagoas do Municipio
paranaense. Um dos trés juvenis registrados
€ neonato. Ja no Municipio de Campo Grande,
em Agosto de 2018 foi registrada uma fémea de
T. d. dorbigni desovando nas proximidades do
Cérrego Cabaca, no campus da Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul. Em ambas as
localidades ha evidéncias de que a espécie é
invasora. Os novos registros de T. d. dorbigni
da indicios de uma recente colonizacéo desses
ambientes pela espécie. A conectividade
das redes hidricas, bem como a introducao
da espécie pelo ser humano, sao alguns dos
fatores responsaveis pela presenca do Tigre
d’agua nas regides. Os dados apresentados
neste trabalho representam o primeiro registro
de T. d. dorbigni no noroeste do Estado do
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Parana e no Estado de Mato Grosso do Sul. Nossos dados acrescentam informacgdes
essenciais para futuros estudos relacionados a dispersao desta espécie no Brasil.
PALAVRAS-CHAVE: Espécie invasora; Tigre d’agua, Quelbnios; Tartaruga-de-agua-
doce.

ABSTRACT: Trachemys dorbigni and T. adiutrix, the two Brazilian species of the genus
Trachemys, were recently classified as only one species. Now they are considered as
subspecies, T. dorbigni dorbigniand T. dorgigni adiutrix. Trachemys d. dorbigni (Duméril
& Bibron, 1835) is a chelonius of the suborder Cryptodira. Known as “Black-bellied
Slider”, is one of the most abundant freshwater turtles in Rio Grande do Sul state. This
species also occurs in Uruguay, and in northeastern of Argentina. Furthermore, it was
introduced in some other Brazilian states, such as Santa Catarina, Parana, Sdo Paulo,
Rio de Janeiro, Minas Gerais, Bahia, Sergipe, Goias and Tocantins. This work aims to
provide information on new occurrences of T. d. dorbigni, in an attempt to elucidate the
distribution of this species in Brazil. Data from different regions were compiled through
literature analysis, as well as online database. The new occurrence records (Maringa-
PR and Campo Grande-MS) were obtained through data collection in the field. For this,
the active search method was used in the morning and afternoon periods to record
the chelonians in both locations. In Maringa data collection was carried out between
January and March 2017 in 20 bodies of water, being lakes, lagoons and streams. We
captured 14 individuals of T. d. dorbigni (eight females, three males and three juveniles)
in three ponds of the Municipality of Parana. One of the three juveniles registered is
newborn. In the Municipality of Campo Grande, in August 2018 a female of T. d. dorbigni
was recorded near to the Cabaga Stream on the campus of the Federal University
of Mato Grosso do Sul state. In both locations there is evidence that the species is
invasive. The new records of T. d. dorbigni gives evidence of a recent colonization
of these environments by the species. The connectivity of water networks, as well as
the introduction of the species by humans, are some of the factors responsible for the
presence of the Black-bellied Slider in the regions. The data presented in this work
represent the first record of T. d. dorbigniin the northwest of the State of Parana and in
the State of Mato Grosso do Sul. Our data add essential information for future studies
related to the dispersion of this species in Brazil.

KEYWORDS: Invasive species; Black-bellied Slider; Chelonians; Freshwater turtle;

INTRODUCAO

Testudines refere-se a uma ordem de répteis, animais popularmente conhecidos
como tartarugas, que mostram especializacbes morfolégicas associadas a habitats
terrestres, de agua doce ou marinhos, com uma ocupacéao extensa nesses diferentes
ambientes (POUGH et al, 2008). Sao também chamados de quelbnios e apresentam,
em sua estrutura, um casco (carapacga) que os caracterizam e reflete em sua ecologia.
Em muitas espécies de quelbnios o0 sexo do individuo € determinado pela temperatura
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do ninho (fase embrionaria), 0 que exige planos para conservacao e manejo bem-
sucedidos (POUGH et al, 2008).

O género Trachemys apresenta uma distribuicdo ampla nas Américas, com
ocorréncia desde a Argentina até Michigan, um estado localizado no norte-nordeste
dos Estados Unidos (ERNST, 1990). Apresentam duas divisdes na América do Sul,
como Trachemys adiutrix, no Maranhao (VANZOLINI, 1995) e Trachemys dorbigni
no extremo sul da América do Sul (VANZOLINI, 1997). Contudo, através evidéncias
moleculares Fritz et al. (2012) consideraram T. adiutrix e T. dorbigni sendo uma unica
espécie. Agora séo classificadas como T. dorbigni dorbigni e T. dorbigni adiutrix (Fritz
et al. 2012).

T. dorbigni dorbigni (DUMERIL & BIBRON, 1835) é conhecida popularmente
como Tigre d’agua, este nome se da por possuir uma coloragao com listras verdes
e amarelas na regido cefalica. Além disso, possuem um focinho curto e em suas as
extremidades possuem membranas digitais com fortes unhas (CEI, 1993). Apresentam
dimorfismo sexual, por conseguinte, as fémeas sdo maiores que 0os machos e estes
apresentam a cauda mais longa e tornam-se, progressivamente, melanicos (MOLINA,
1995). Além disso, normalmente, ha uma lista preta que percorre os escudos vertebrais
e na margem destas existem faixas laranjas de larguras e formas variadas (BAGER,
2003).

No Brasil, € uma das tartarugas de agua doce mais abundante do Rio Grande
do Sul, ocorrendo também, naturalmente, no Uruguai e nordeste de Argentina (FRITZ
& HAVAS, 2006). Aléem do mais, esta espécie foi introduzida em outros 9 estados
brasileiros. No Paranda, a espécie ja foi registrada ao norte do estado, em Londrina,
e também no Rio Parana, na divisa com o estado de Sao Paulo. Ja em Mato Grosso
do Sul n&o ha registros sobre a ocorréncia da espécie até o momento. Este trabalho
fornece informagdes de novas ocorréncias de T. d. dorbigni, na tentativa de elucidar a
distribuicao desta espécie.

MATERIAIS E METODOS

Para obter os registros de distribuicao de T. d. dorbigni no Brasil foram compilados
dados de ocorréncia de diferentes regides através da analise de dados da literatura,
além de consultas em base de dados online (Portal da Biodiversidade, Instituto Horus
e Sistema de Informacéo sobre a Biodiversidade Brasileira - SiBBr). Os novos registros
de ocorréncia (Maringad-PR e Campo Grande-MS) foram obtidos através da coleta de
dados em campo.

Coleta dos dados

No municipio de Maringa, noroeste do Parana, a busca ativa dos quelbnios
persistiu em diferentes riachos e parques urbanos, mas o registro de ocorréncia
da espécie ocorreu em apenas trés das 20 areas amostradas. Sao elas: Parque
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do Inga (23°25°37.03"S e 51°55’47.24”0), Parque Alfredo Nyffeler (23°24°39.36”S
e 51°55’47.27’0) e em lagoas proximas a Sede da Policia Ambiental de Maringa
(23°27°19.15”S e 51°55’58.97”0).

O Parque do Inga é uma Area de Preservacdo Permanente (APP), que protege
nascentes de cérregos da bacia do Rio Ivai e esta inserido no Bioma Mata Atlantica e
nos dominios da Floresta Estacional Semidecidual Submontana, constitui-se num dos
raros remanescentes florestais que recobrem a regido norte e noroeste do Parana.
Com uma superficie de 474.300 m2 (47,43 ha), o Parque localiza-se préximo a area
central no perimetro urbano de Maringa (MARINGA, 2007). O Parque Alfredo Nyffeler
foi criado com o objetivo de protecéo a nascente do Ribeirdo Morangueiro, localizado
na bacia do Pirapd. Possui uma area de 104.867, 82m? e apresenta um lago artificial
(FIORELLI, 2015). Os dois lagos préximos a sede da Policia Ambiental, popularmente
conhecida como Forca Verde, séo artificiais e estdo situadas na bacia do Rio Ivai.
Um tem cerca de 250 m de comprimento e 42 m de largura, e o outro tem 137 m de
comprimento e 71 m de largura (GROU, 2015). A &rea pertence a prefeitura e a pratica
da pesca é comum na regido.

No municipio de Campo Grande, centro-oeste de Mato Grosso do Sul, o registro
foi feito em Agosto de 2018, no campus da Universidade Federal De Mato Grosso
do Sul. Proéxima a esta area esta situada o cérrego Cabaga inserido na microbacia
Anhandui, afluente do rio Parana (SEMADUR, 2009).

Analise de dados

Além da andlise dos registros de distribuicdo de T. d. dorbigni, verificamos
também o tipo de area que a espécie foi registrada: sob influéncia antrdpica ou néo.
Uma vez que a espécie é comercializada como pet, esperamos que em areas abertas
para visitacao da populacédo ha uma maior chance dos individuos serem introduzidos.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Ambas as areas onde T. d. dorbigni foi registrado pela primeira vez (Maringa-
PR e Campo Grande-MS) estdo sob influéncia antrépica e sdo areas abertas para
a visitacao da populagcao. Em Maringa, capturamos 14 individuos da espécie, sendo
oito fémeas, trés machos e trés juvenis - sendo um deles neonato (Figura 01). No
Municipio de Campo Grande, foi registrada uma fémea de T. d. dorbigni desovando
no entorno de um cérrego (Figura 02). Dessa forma, as evidéncias apontam que T. d.
dorbigni esta se reproduzindo em ambas as areas, logo podemos classifica-la como
uma espécie invasora na regido. Os novos registros de Tigre d"agua no Estado do
Parana e Mato Grosso do do Sul d& indicios de que houve uma recente colonizacao
desses ambientes pela espécie. A conectividade das redes hidricas, bem como a
introducdo da espécie pelo ser humano, sdo alguns dos fatores responsaveis pela
presenca da espécie nos diferentes locais (SANTOS et al., 2009; SANTANA et al.,
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2014).

Trachemys d. dorbigni ja foi registrada como introduzida em nove estados
brasileiros, sdo eles: Santa Catarina, Parana, Sao Paulo, Sergipe, Rio de Janeiro,
Minas Gerais, Bahia, Goias e Tocantins (Figura 03; MEDRI et al, 2002; MALVASIO,
2005; SANTOS et al., 2009; SANTANA et al., 2014). Em Santa Catarina, ha registros
da espécie como introduzida, mas seu registro estava unicamente nas bases de dados
online ou em notas de ocorréncia, como em Floriandpolis, no Parque Ecoldgico do
Corrego Grande e em Palhoca, no Parque Nacional da Serra do Tabuleiro (MALVASIO,
2005).

No Parana, Trachemys d. dorbigni foi registrado em Londrina, norte do estado,
relatado no Rio Tibagi (MEDRI et al, 2002), em que a introducao da espécie é tratada
como individuos que, eventualmente, sdo soltos na natureza pelo fato de serem
criados como animal de estimacao. Ja no estado de Sdo Paulo, foi feito um registro de
ocorréncia em habitat natural no Parque Estadual do Morro do Diabo em 2006, local
sem acesso livre ao publico, no municipio de Teodoro Sampaio a aproximadamente
500 m do Rio Paranapanema, afluente do Rio Parana (SANTOS et al., 2009). Outro
local de ocorréncia da espécie, no estado de Sao Paulo, é no Rio Itararé, rio este
que também atravessa o estado do Parana (ADLER, 1958). Além de um registro no
Bosque Municipal Fabio Barreto, em Ribeirdo Preto (MALVASIO, 2005).

No estado de Sergipe, em Aracaju, foi registrado um adulto em uma lagoa artificial
(SANTANA et al., 2014). Rio de Janeiro, Minas Gerais, Bahia, Goias e Tocantins sé&o
estados com a ocorréncia de T. dorbigni confirmadas em diferentes trabalhos e nas
bases de dados consultadas. No Rio de Janeiro a espécie ocorre no Parque Estadual
de Mendanha, no Parque Nacional de Tijuca, no Recreio dos Bandeirantes e em brejos
nos municipios de Duque de Caxias e de Marica, além de brejos em Bangu, Guaratiba,
Barra e Recreio dos Bandeirantes (MALVASIO, 2005). Em Minas Gerais, foi registrada
em Juiz de Fora, regidao metropolitana. Na Bahia, o registro foi em ambiente urbano,
em Salvador. No estado de Goias, em Minagu, foi registrada em vila residencial. E, por
fim, em Tocantins, foi encontrada em lagos e lagoas em torno da cidade de Palmas
(MALVASIO, 2005).

As ocorréncias de T. d. dorbigni registrados na literatura e nas bases de dados
online, ocorreram tanto em areas com influéncia antropica, quanto em ambientes sem
esta influéncia. Observando todos os registros no Brasil, concluimos que o animal pode
ter sido tanto diretamente introduzido nessas areas, quanto pode ter se movimentado
e colonizado novos ambientes.

BAGER, 20083, relatou que existem poucos estudos relacionados a capacidade
de deslocamento da espécie. Esta espécie ndo possui a habilidade de deslocamento
em direcdo a nascente de rios em circunstancias de fluxo intenso, desta forma, as
distancias percorridas para grupos de rios ndo devem ser factiveis. Entretanto, estes
animais podem se deslocar até 250m em terra (BAGER & ROSADO, 2010) e podem
apresentar uma alta taxa de deslocamento diaria (800 a 900m/dia) (BAGER, 2003).
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Por outro lado, ha uma intensa comercializacdo da espécie como pet no Brasil,
incluindo a venda no préprio estado do Parana, no municipio de Morretes (MOLINA
& ROCHA, 1987). Esse criadouro opera desde 2004, com registro Ibama (FAZENDO
RESERVA ROMANETTO, 2016). Em virtude da recorrente venda destes animais, falta
de informacéo provida pelos vendedores (ex. n&o especificam o tamanho que o animal
ird alcancar), e ainda por a populagao possuir livre acesso as areas em que o animal
foi registrado, concluimos que a espécie pode também ter sido introduzida nessas
regioes do Brasil.

Para DAVIES, 2009, desde os primérdios da agricultura o homem transporta
praticamente todos os grupos taxondmicos além de suas barreiras naturais de
distribuicdo. Espécies exoticas ou invasoras sdo apontadas como a segunda causa
mundial de perda da biodiversidade, podendo resultar em extingbes de outras
espécies. Uma espécie passa a ser exética quando esta deixa de percorrer sua area
de distribuicdo natural, considerada pelos seus limites ambientais (DA SILVA, 2015).
Para algumas espécies introduzidas o seu ambiente novo é tédo distinto que sua
sobrevivéncia apenas se torna possivel através das mediacées do homem. Entretanto
a influéncia direta e pressao da dispersdo podem influenciar diretamente na chance
de estabelecimento (DAVIES, 2009). E importante a continuagdo dos estudos com
essa espécie nos ambientes em que ela foi introduzida, uma vez que, ao longo do
tempo, elas podem se adaptar, se reproduzir e se dispersarem localmente, gerando
processos evolutivos e proles capazes de colonizar novos ambientes (DAVIES, 2009).

Figura 01. Individuo de Trachemys dorbigni dorbigni registrado no Municipio de Maringa,
Parana.

Foto: Eduardo Grou.
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Figura 02. Fémea de Trachemys dorbigni dorbigni desovando no Municipio de Campo Grande,
Mato Grosso do Sul.

Foto: Lucas de Souza Almeida.
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Figura 03. Distribuicdo geografica de Trachemys dorbigni dorbigni no Brasil: pontos pretos
representam a distribuicdo natural da espécie, no estado do Rio Grande do Sul; pontos brancos
indicam os registros prévios da espécie nos estados de Santa Catarina (SC), Parana (PR), Séo

Paulo (SP), Rio de Janeiro (RJ), Minas Gerais (MG), Goias (GO), Bahia (BA), Sergipe (SE) e
Tocantins (TO); os pontos brancos com preto representam os novos registros da espécie no
noroeste do Parana (PR), em Maringa, e em Campo Grande (MS).
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CONCLUSOES

Os dados apresentados neste trabalho representam o primeiro registro de T. d.
dorbignino noroeste do Estado do Parana, no municipio de Maringa e primeiro registro
no estado de Mato Grosso do Sul, em Campo Grande. Nossos dados acrescentam
informacdes essenciais para futuras investigacdes relacionadas a distribuicao desta
espécie no Brasil e a forma que a relagdo antropica influencia sua distribuicao.

Recomendamos que futuros estudos investiguem o impacto causado pela
introducdo desta espécie em ambientes aquaticos naturais. Além disso, entender a
distribuicdo de uma espécie e analisar quais os fatores influenciam esse processo séo
essenciais para o direcionamento de agdes de conservagao e planos de manejo.
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RESUMO: Atualmente, ainda existem algumas
lacunas na histéria natural de Hemidactylus
agrius, como as variacbes intersexuais de
uma estacdo seca para uma chuvosa. Com
base nisso, 0 objetivo do trabalho é analisar
aspectos da historia natural de H. agrius em
uma vegetacao do tipo Floresta Mista Dicotillo-
Palmacea no municipio de Acarau, CE,
observando as variacles intersexuais quanto
ao uso de microhabitats, composi¢ao alimentar
e estrutura morfométrica entre a transicdo de
um periodo seco (agosto a outubro de 2015)
para um chuvoso (fevereiro a maio de 2016).
As coletas ocorreram por meio de busca ativa
(17:00h as 20:00h) sendo realizadas duas
investidas a campo por més, contabilizando
um esforco amostral de 72 horas-homem. Os
espécimes coletados foram eutanasiados,
fixados, conservados e incorporados a Colecao
Herpetologica do IFCE campus Acarau. No
laboratério seus contetdos alimentares foram
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removidos e analisados. Foram coletados 64 espécimes, 35 machos, 27 fémeas, sendo
53 (82,81%) durante a estacao seca e 11 (17,19%) durante a chuvosa. Os espécimes
obtiveram uma elevada taxa de regeneracao caudal (51,56%), reflexos de competicao
ou predacao na espécie, sendo generalista na utilizacdo de seu espaco. Observou-
se uma elevada taxa de individuos sem conteudo estomacal (20,31%), caracteristica
comum entre os geconideos noturnos. Foram identificadas 11 categorias de presas,
tendo os Isoptera como presa alimentar com indice de importancia relativa (Ix =
29,08). Uma analise individual do volume (mm3) e do indice de importancia relativa
(Ix), demonstrou que as diferentes categorias de presas consumidas apresentam
diferencas significativas entre as estagdes, ndo apresentando dimorfismos sexuais
significativos.

PALAVRAS-CHAVE: Uso de microhabitats. Composicao alimentar. Estrutura
morfométrica.

ABSTRACT: There are still some gaps in the natural history of specie Hemidactylus
agrius, as the intersexual variations from a dry season to a rainy season. Based on it,
the objective of this paper’s to analyze aspects of the natural history of H. agrius in a
Floresta Mista Dicotilo-Palmacea vegetation on municipality of Acarau, CE, observing
the intersexual variations regarding the use of microhabitats, food composition and
morphometric structure between the transition from a dry period (August to October
2015) to a rainy season (February to May 2016). The collections happened by an
active search (5:00-8:00 p.m.), with two field trips per month, accounting for a sampling
effort of 72 man-hours. The collected specimens were euthanized, fixed, preserved
and incorporated into the Herpetological Collection from IFCE campus Acarad. In the
lab, their food contents were removed and analyzed. 64 specimens were collected,
35 males and 27 females, being 53 (82.81%) during the dry season and 11 (17.19%)
during the rainy season. The specimens obtained a high rate of caudal regeneration
(51.56%), competition reflexes or predation in the species, being generalistin use of their
space. It was observed a high rate of individuals without stomach contents (20.31%), a
common fact among nocturnal geconideos. Eleven categories of prey were identified,
with Isoptera being a food prey with a relative importance index (Ix = 29.08). Individual
analysis of the volume (mm?3) and the index of relative importance (Ix), showed that
different categories of prey consumed presented significant differences between the
seasons, but did not present significant sexual dimorphisms.

KEYWORDS: Use of microhabitats. Food composition. Morphometric structure.

11 INTRODUCAO

No Brasil estima-se que a fauna de répteis corresponde a aproximadamente
a 760 espécies, com mais de 48 subespécies, totalizando 808 taxons, divididos em
Testudines (36 spp.), Crocodylia (6 spp.) € Squamata, com 72 spp. de anfisbenideos,
386 spp. de serpentes e 260 spp. de lagartos (SBH, 2015).
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A quantidade de estudos relacionados a herpetofauna no Cearé ainda é escasso,
devido ao fato dessa tematica ser relativamente recente (FERNANDES-FERREIRA
et al., 2014). No estado existem registros da ocorréncia de 126 répteis de trés
ordens, dois Crocodylia; dez Testudine e 114 Squamata que é representado por sete
anfisbenideos, 41 lagartos, 66 serpentes, que estao distribuidos entre 28 familias e 83
géneros (ROBERTO; LOEBMANN, 2016).

Relacionado aos lagartos, os mesmos séo tradicionalmente descritos como
ectotérmicos, devido a essa caracteristica a maioria das espécies possuem periodos
de atividades diurnos e vespertinos. Entre as exceg¢des, podemos destacar os
representantes brasileiros do género Hemidactylus Oken, 1817, como, Hemidactylus
agrius Vanzolini, 1978, que possui periodo de atividade noturno (ANDRADE, 2014;
RODRIGUES, 2003).

Hemidactylus agrius € conhecido popularmente como lagartixa ou briba, sendo
pertencente a ordem Squamata, da familia Gekkonidae (BERNARDE, 2012). No
Brasil, a espécie foi inicialmente descrita como endémica da Caatinga (VANZOLINI,
1978), mas Andrade et al. (2004), ampliou sua distribuicdo geografica para o Dominio
Cerrado.

No estado do Ceara, H. agrius foi registrado para os municipios de Pacatuba
e Maranguape (BORGES-NOJOSA; CARAMASCHI, 2003); Crateus (BORGES-
NOJOSA; CASCON, 2005); Ibiapina (LOEBMANN; HADDAD, 2010); e para o municio
de Pentecoste (ANJOS et al., 2011; BEZERRA et al., 2011; PASSOS; BORGES-
NOJOSA, 2011; PASSOS et al., 2015).

Devido a sua distribuicdo, os conhecimentos acerca da biologia e ecologia
do H. agrius ainda sao considerados escassos, sendo necessarios mais estudos
herpetologicos para compreender algumas lacunas em sua historia natural (PASSOS,
et al., 2015), como as respostas dos H. agrius as mudancgas de uma estacao seca para
uma chuvosa em um ambiente sazonal. Sendo a compreenséo das alteracbes entre
as estacOes importante, pois sabe-se que as variagdes de temperatura e dos padroes
pluviométricos podem influenciar de maneira significativa a histéria de vida de um
lagarto (BRANDT, 2012).

A compreenséo da dieta é outro fator relevante na historia natural de um lagarto.
Algumas espécies modificam sua composicdo alimentar como uma resposta as
alteracées do meio (BRANDT; NAVAS, 2011; VITT; ZANI, 1996). Associado a isso,
outros fatores como forrageamento e morfometria sao fatores importantes (BRANDT;
NAVAS, 2011).

Recentemente, a espécie foi registada no municipio de Acarau, em trés
fitofisionomias distintas do Dominio Caatinga, dentre elas, a Floresta Mista Dicaotillo-
Palmacea, que é uma das fitofisionomias menos estudadas na Caatinga (IPECE,
2014a; MORO et al., 2014).

Diante disso, o objetivo do trabalho foi analisar aspectos da histéria natural de
Hemidactylus agrius em uma vegetacao do tipo Floresta Mista Dicotillo-Palméacea
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no municipio de Acarau-CE, observando as variagbes intersexuais e sazonais.
Tendo como objetivos especificos, caracterizar o uso de microhabitats de H. agrius;
descrever a composicao alimentar de H. agrius; caracterizar a estrutura morfométrica
da populacao estudada e identificar possiveis variacdes sexuais quanto ao uso de
microhabitats, composicéo alimentar e estrutura morfométrica.

Esse trabalho ganha relevancia por se tratar de um trabalho que avalia a histoéria
natural de uma popula¢do nativa de H. agrius em uma vegetacéo do tipo Floresta
Mista Dicotillo-Palmacea, que é uma das fitofisionomias menos estudadas na Caatinga
(IPECE, 2014a; MORO et al., 2014). Dessa maneira, esse estudo ira complementar
as informacgdes disponiveis, contribuindo para melhor compreensédo das lacunas
existentes na historia natural desta espécie.

2| MATERIAL E METODOS

2.1 Area de estudo

O municipio de Acarau esta situado no litoral oeste do estado do Ceara (2° 53’
08” S; 40° 07’ 12” W), a 198 km em linha reta da capital, Fortaleza, possuindo uma
area territorial de aproximadamente 842,884 km2. A regido esta situada no Dominio
Morfoclimatico da Caatinga, possuindo um relevo formado por Planicie Litoranea
e Tabuleiros Pré-litoraneos e influenciado pela Bacia do Rio Acarau e pelo oceano
Atlantico, promovendo ao longo de sua extensao areas heterogéneas, com distintas
fitofisionomias (SUCUPIRA; PINHEIRO; ROSA, 2006), a citar: Complexo Vegetacional
de Zona Litoranea, Floresta Mista Dicotillo-Palmacea e Floresta Perenifélia Paludosa
Maritima (IPECE, 2014a).

O clima é caracterizado como Tropical Quente Semiarido Brando, com
temperaturas variando entre 26° e 28°C. As chuvas ocorrem geralmente entre os
meses de janeiro a abril, com média historica de precipitacéo pluviométrica de 1.139,7
mm (IPECE, 2014b).

As coletas dos espécimes foramrealizadas em umlocal popularmente denominado
como Carnaubal (2°54’55”S, 40°08’14”W) (Figura 1). O mesmo possui uma vegetacao
do tipo Floresta Mista Dicotillo-Palmacea (mata ciliar com carnauba e dicotiledéneas)
(IPECE, 2014a), no qual se desenvolve associado ao leito do rio Acarau.
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@ Pontos de coleta
aproximados

Figura 1 — Ponto de amostragem de Hemidactylus agrius no municipio de Acarau, CE.
Fonte: Adaptado de IPECE 2014a.

2.2 Coleta de dados

Acoletados espécimes foi autorizada pelo Instituto Chico Mendes de Conservacéo
da Biodiversidade — ICMBio, N° 52437-1.

As capturas dos espécimes foram efetuadas quinzenalmente nos meses de
agosto, setembro e outubro de 2015, correspondendo ao periodo seco; € nos meses
de fevereiro, marco e maio de 2016, correspondendo ao periodo chuvoso. As capturas
foram realizadas por meio de busca ativa no periodo entre as 17:00h e 20:00h.

Os espécimes coletados em campo foram levados para o Laboratério de
Herpetofauna da Caatinga do Instituto Federal de Educacao, Ciéncias e Tecnologia
do Ceara (IFCE) Campus Acarau. Em laboratério, os individuos foram inicialmente
eutanasiados com o anestésico L (cloridrato de lidocaina 2,000 g e Epinefrina 0,0029g),
fixados com injec&o de formalina nas visceras e na musculatura do corpo e conservados
posteriormente em alcool 70%. Os espécimes coletados foram incorporados a Colecéo
Herpetologica do IFCE Campus Acarau.

A diferenciacao entre machos e fémeas adultos foi feita a partir da presenca de
poros femorais e pré-cloacais nos machos (ANDRADE, 2014), e através de exame
direto das gbnadas nas fémeas.

A verificacdo dos espécimes que possuiam amputacdes de digitos e/ou marcas
de regeneracdes caudais, ocorreu com 0 auxilio de um microscopio estereoscopico
(ANDRADE, 2014).

Os lagartos foram dissecados e seus conteudos estomacais foram removidos e
analisados sob um microscépio estereoscdpico. Foi observada a quantidade de presas
ingeridas, sendo tomadas as medidas de largura e comprimento dos itens alimentares
para a determinagdo dos seus volumes em mms3. As medi¢cbes foram realizadas com
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a utilizacdo de um paquimetro digital de 0,5mm de precisdo. Os itens alimentares
foram identificados apenas em nivel de ordem, sendo considerados apenas os itens
presentes no estbmago (ROCHA; ANJOS, 2007).

As medidas morfométricas também foram obtidas com a utilizagdo de um
paquimetro digital (preciséo de 0,05 milimetros). Foram obtidas as seguintes medicoes:
rosto-cloacal (CRC), distancia entre os membros (DM), largura do corpo (LC), largura
da cabeca (LCa), comprimento da cabeca (CCa) (Figura 2) e altura da cabeca (Alc)
(Figura 3) (ANDRADE, 2014; ARAUJO, 1991; PASSOS et al., 2015; ROCHA; ANJOS,
2007).

Figura 2 — llustracdes das medicdes que foram realizadas nos espécimes coletados.

Fonte: elaborado pelo autor.

Legenda: Rosto-cloacal (CRC) [vermelho]; distancia entre os membros (DM) [marrom]; largura do corpo (LC)
[verde]; largura da cabega (LCa) [amarelo] e comprimento da cabega (CCa) [azul].

H

Figura 3 — llustracb6es da medicao da altura da cabeca (Alc) [Preto].

Fonte: elaborado pelo autor.

2.3 Analises estatisticas

A normalidade dos dados foi testada através do indice de Shapiro-Wilk.
O volume das presas ingeridas foi calculado em mm3, com base na formula
elipséide (ANDRADE, 2014).

V= (r.comprimento.largura?)/6

Foi estimado o indice de importancia relativa “Ix” de cada categoria de presa no
qual foram calculados seus valores numéricos, volumétricos e frequéncias percentuais.
Os valores obtidos foram divididos por trés (HOWARD et al., 1999).

A verificacdo de possiveis diferencas sexuais na dieta dos lagartos foi realizada
através do teste de Mann-Whitney (teste U). Para a realiza¢ao do teste foi feitado uma
comparagao do volume (mm3) total, comprimento (minimo e maximo) e o numero dos
itens alimentares ingeridos pelos machos e fémeas (ANDRADE, 2014).

Ja a determinacédo das diferencas sazonais na composi¢ao da dieta de machos
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e fémeas em relacdo ao volume (mm3) e o indice de importancia relativa (Ix) das
presas ingeridas, foi feito através do teste de Kolmogorovf-Smirnov de dois grupos
(ANDRADE, 2014). Neste caso, foram utilizados os volumes (mm3) e o indice de
importancia relativa (Ix) durante cada estacédo das categorias de presas consumidas
por machos e fémeas.

Para avaliar a diferenca no tamanho corporal (CRC) entre machos e fémeas, foi
utilizado teste tde Student (ZAR, 1999).

t=x—u
S
\n
Também foram analisadas as diferengcas nas medidas da cabeca (LCa, CCa,

Alc, CM) e do corpo (LC, DM) entre os sexos, por analise de covariancia (ANCOVA),

utilizando CRC como covariavel (um modelo por variavel resposta) (PASSOS, et al.,
2015).

31 RESULTADOS

A coleta de dados em campo teve um esforco amostral de 72 horas homem, sendo
36 horas na estacédo seca e 36 horas na chuvosa. Foram coletados 62 individuos,
sendo 53 (82,81%) na estacao seca e apenas 11 (17,19%) durante a estacao chuvosa
(Figura 4). Foram coletados 35 machos e 27 fémeas de H. agrius.

60 -
50 -
40 -
30
20

10 -

Numero de individuos

- B

Seca Chuvosa

Figura 4 — Comparativo da quantidade de individuos capturados entre a estacéo seca e
chuvosa.

Fonte: elaborado pelo autor.

A taxa de individuos com regeneracao caudal foi elevada, ocorrendo em 51,56%
(n = 33) dos espécimes coletados, sendo mais comum nos machos 60,60 % (n = 20)
do que nas fémeas 39,40 % (n = 13).

Dos espécimes coletados, 4,84% (n = 3) apresentavam amputacdo de digito,
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sendo dois machos e uma fémea. Entre os machos, um possuia dois digitos amputados,
enquanto que o outro apenas um. E a fémea possuia apenas um digito amputado.

Quanto ao uso de microhabitats, H. agrius foi registrado em quatro categorias
(barranco, troncos de arvores, solo e tronco e galhos de arvores caidos). Os micro-
habitat mais utilizados em ambas as estacdes por machos e fémeas foram os troncos
de arvores (Figura 5). Durante a estagcado chuvosa os espécimes foram coletados
apenas sobre os troncos de arvores (Figura 7).
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Figura 5 — Comparativo da utilizacéo de micro-habitat por machos e fémeas entre a estagéo
seca e chuvosa.

Fonte: elaborado pelo autor.

Dos 64 H. agrius coletados, 20,31% (n = 13) ndo possuiam conteudo alimentar
e destes, 69,23% (n = 9) eram machos e 30,77% (n = 4) fémeas. Entre as estacoes,
a proporcao de individuos coletados com estdbmago vazio foi similar, ocorrendo em
20,25% dos individuos na estacéo seca e 18,18% na chuvosa.

A espécie se alimentou de 10 categorias de presas (Tabela 1). Sendo sua
alimentacao composta principalmente por Insecta. Em uma analise geral, notou-se que
os itens alimentares mais frequentes foram os Blattodea (25,00%; n = 11), seguindo
por Hymenoptera (15,91%; n = 7), Orthoptera e Arachnida, ambos com (13,64%; n = 6)
(Tabela 1). Mesmos os Orthopteras nao apresentando uma frequéncia de ocorréncia
alta (13,64%; n = 6), sua massa corporal representou 51,05% de todo o volume
(mm3) ingerido por H. agrius, considerando o periodo seco e chuvoso, indicando que
esse item alimentar € muito importante na alimentacdo dos mesmos (Tabela 1). Em
relacdo ao indice de importancia relativa (Ix) que considera os valores percentuais de
frequéncias, abundéancia e volume (mm3), as categorias de presas mais importantes
sao os Blattodea (Ix: 32,54), seguindo pelos Orthoptera (Ix: 24,69) e os Hymenoptera
(Ix: 14,06).
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Frequéncia

Abundancia

Volume em mm?3

Classe Ordem (%) (%) (%) 1X
ARACHNIDA
Araneae 6 (13,64) 6 (9,38) 4146,26 (2,08) 8,36
INSECTA
Blattodea 11 (25,00) 29 (45,32)  54533,71 (27,29) 32,54
Coleoptera 4 (9,09) 4 (6,25) 1126,78 (0,56) 5,3
Hemiptera 2 (4,55) 2 (3,13) 1432,10 (0,72) 2,8
Hymenoptera 7 (15,91) 9(14,06)  24369,83 (12,20) 14,06
Liar:;’:tge 2 (4,55) 2(3,13) 227,10 (0,11) 2,59
Lepidoptera 4 (9,09) 4 (6,25) 11849,87 (5,93) 7,09
Mantodea 1(2,27) 1(1,56) 86,08 (0,04) 1,29
Orthoptera 6 (13,64) 6 (9,38) 1(2;?8065)1 2 24,69
CRUSTACEA
Isopoda 1(2,27) 1(1,56) 30,2 (0,02) 1,28
TOTAL 44 (100%) 64 (100%) 1 Sz?ggs;; 6 100

Tabela 1 — Presas consumidas por H. agrius na Floresta Mista Dicotillo-Palmacea do municipio
de Acarau, com suas respectivas frequéncias de ocorréncia, abundancia relativa, volume em
mm?2 e indice de importancia (Ix).

Fonte: elaborado pelo autor.

Em um comparativo entre o periodo seco e chuvoso é possivel observar que nem
todos os 10 itens alimentares identificados estdo presentes em ambas as estacodes.
Os Araneae, Blattodea, Isopoda e Mantodea nao estavam presentes na alimentacao
dos espécimes durante o periodo chuvoso (Tabela 2).

No periodo seco, a categoria de presa mais abundante foram os Blattodea
correspondendo a 50,00% (n = 24) dos itens alimentares identificados. Os Orthoptera
mesmo com uma abundancia de apenas 5 individuos (10,42%), representam 82,28%
do volume (mm3) total da dieta dos H. agrius nesse periodo, obtendo o maior indice de
importancia (Ix = 72,57) (Tabela 2).

No periodo chuvoso, os Blattodea representaram o item alimentar mais importante
tanto em valores de frequéncia como em volume (mm3), obtendo consequentemente
o maior indice de importéancia relativa (Ix = 37,61) (Tabela 2). A segunda categoria
de presa com maior indice de importancia relativa (Ix) sdo os Lepidoptera (Ix =
19,95), mesmo com sua frequéncia e abundancia ndo sendo muito representativa, a
contribuicdo em valores volumétricos correspondeu a 31,97% do volume (mm3) total
consumido nesse periodo (Tabela 2). Outra presa importante na época das chuvas
séo os Hymenoptera, sendo o segundo em frequéncia de ocorréncia 23,08% (n = 3)
e o primeiro em abundéncia 31,25% (n = 5) juntamente com os Blattodea (Tabela 2).
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CLASSE /

ORDEM Frequéncia (%) Abundancia (%) Volume em mm?® (%) Indice de importincia (Ix)
SECA  CHUVOSA  SECA CHUVOSA SECA CHUVOSA SECA  CHUVOSA
ARACHNIDA
Araneae 6 (19.35) — 6(12.5) _— 414626 (5.02) — 142 —
INSECTA
Blattodea 7(22.58)  4(30.77) 24 (50,00) 5(31.25) 1564646 (16,70) 660524 (5080) 16,70 37,61
Coleoptera  3(968)  1(7.69) 3 (625) 1(6.25) 447,68 (0,54) 20,93 (0,16) 048 4,70
Hemiptera 1(323)  1(769)  1(2.08) 1(6.25) 99.87(0.12) 288,22 (222) 0,11 5.39
Hymenoptera 4 (1290)  3(23.08)  4(8.33) 5(31.25) 492967(596) 170859 (13,14) 526 2249
Larva ‘:e 1623 1(769)  1(2.08) 1(6.25) 23.99 (0,03) 32,83 (0.25) 0,03 473
nseto
Lepidoptera  2(645)  2(1538)  2(4.17) 2(12.5) 29939 (036)  4157.69(3197) 032 19.95
Mantodea  1(323) 1208) e 86.08 (0,10) — 0,09 —
Orthoptera  5(16,13)  1(769)  5(1042) 1(6.25) 6300474 (8228) 189,57 (146) 72,57 5,13
CRUSTACEA
Isopoda  1(323) 1208) e 30,32 (0.04) — 0,03 —
TOTAL  31(100%) 13 (100%) 48 (100%) 16 (100%) 82.617.04 (100%)  13.003,06 (100%)
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Tabela 2 — Comparativo das frequéncias de ocorréncia, abundancia relativa, volume em mm3 e
indice de importancia (Ix), das ordens de presas presente na composi¢do alimentar de H. agrius
na Floresta Mista Dicotillo-Palmécea na estacdo seca e chuvosa.

Fonte: elaborado pelo autor.

Quando avaliadas as diferencas entre o volume (mm3) alimentares entre machos
e fémeas entre as estacbes seca e chuvosa, ndo se verifica diferengas significativas
[Mann-Whitney U, (seca: Z =0,8112, p = 0,4172); (chuvosa: Z = 1,0445, p = 0,2963)],
como podemos observar na Figura 6 obtida através do Mann-Whitney.
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Figura 6 — Comparacéo entre o volume (mm?3) consumido por machos e fémeas no periodo
seco e chuvoso utilizando o teste de Mann-Whitney U.

Fonte: elaborado pelo autor. Eixo X = valor em milimetro cubico (mm3); Eixo Y = média do volume em mm3 de
machos e fémeas no periodo seco (A) e no periodo chuvoso (B).

Em relacdo a amplitude minima e maxima das presas consumidas, também néo
foram observadas diferencas intersexuais significativas {Mann-Whitney U, [minimo,




(seca: Z =0,9734, p = 0,3303); (chuva: Z =1,1750 p = 0,2400) ], [maximo, (seca: Z =
0,8465, p = 0,3973); (chuva: Z =1,1314, p = 0,2579) ]} (Figura 07 e 08).
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Figura 7 — Comparagéo da amplitude minima dos itens alimentares ingeridos por machos e
fémeas utilizando o indice de Mann-Whitney U.

Fonte: elaborado pelo autor. Eixo X = valor em milimetro cubico (mm3); Eixo Y = média do volume em mm? de
machos e fémeas no periodo seco (A) e no periodo chuvoso (B).
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Figura 8 — Comparacgéo da amplitude maxima dos itens alimentares ingeridos por machos e
fémeas utilizando o indice de Mann-Whitney U.

Fonte: elaborado pelo autor. Eixo X = valor em milimetro cubico (mm3); Eixo Y = média do volume em mm3 de
machos e fémeas no periodo seco (A) e no periodo chuvoso (B).

Também nao ocorreram diferencas entre o numero total de presas consumidas
pelos H. agrius [Mann-Whitney U, (seca: Z=0,9801, p =0,3270); (chuvosa: Z = 00,8528,
p = 0,3938) ] (Figura 9).
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Figura 9 — Comparacgéao entre a quantidade de itens alimentares ingeridos por machos e fémeas
utilizando o indice de Mann-Whitney U.

Fonte: elaborado pelo autor. Eixo X = valor em milimetro cibico (mm3); Eixo Y = média do volume em mm3 de
machos e fémeas no periodo seco (A) e no periodo chuvoso (B).

Uma analise do volume (mm3) e do indice de importancia (Ix) da composicao
alimentar de machos e fémeas entre as estacdes, demostraram que as diferentes
categorias de presas consumidas apresentam diferencas significativas no volume
(mm3) e no Ix do periodo seco para a chuvoso {Kolmogorovf-Smirnov [Machos, volume
em mm?3: Dmax = 0,9207, p =< 0,01; Ix: Dmax = 0,5291, p =< 0,01], [Fémeas, volume
em mms3: Dmax = 0,5056, p =< 0,01; Ix: Dmax = 0,3050, p =< 0,01}.

Em relacdo a estrutura morfométrica, machos e fémeas possuem o CRC médio
similar. Machos obtiveram um CRC médio de 47,57 + 3,26 e uma amplitude de 41,27
— 58,42 mm, enquanto que as fémeas o CRC foi de 47,84 + 3,41, com sua amplitude
variando entre 40,58 — 53,12 mm. Nao foram observadas diferencas intersexuais
significativa entre o CRC [t = 0,3189, p = 0,7509] (Figura 10).
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40 -

Figura 10 — Teste t de Student entre o comprimento CRC (mm) de machos e fémeas.

Fonte: elaborado pelo autor.
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Quanto a caracterizagdo da estrutura morfométrica da populacédo estudada
(Tabela 3), verificou-se que as medi¢cdes morfométricas da cabeca (Cca, Lca, CM e
Alc) das fémeas, possuem um comprimento médio menor que as dos machos. Porém
em relacdo a Lc e DM, obtiveram um tamanho médio maior (Tabela 3).

MEDIDAS MACHOS | FEMEAS
MORFOMETRICAS  pgdia  Desvio Amplitude Média Desvio Amplitude
padrao padrao

Lc 10.71 1,19 7,72 — 13,26 11,41 1,59 7,14 — 14,64

DM 18,85 2,16 14,44 — 23,06 19,20 2,40 15,67 — 24,59

Cca 12,63 0,76 11,26 — 14,23 12,47 0,74 10,59 - 13,70

LCa 9,78 0,63 8,60 — 11,04 9,59 0,74 8,39 - 10,77

Alc 6,21 0,55 5,40-7,72 6,07 0,54 518 -7,17

Tabela 3 — Média, desvio padrao e amplitude (minima e maximo) das medi¢coes morfométricas
realizadas nos espécimes coletados.

Fonte: elaborado pelo autor. Largura do corpo (LC); distancia entre os membros (DM); comprimento da cabeca
(CCa); largura da cabega (LCa) e altura da cabega (Alc).

N&o ocorreu variacéo significativa na disténcia entre os membros — DM (ANCOVA,
F =0,1624; p = 0,6885); largura do corpo — LC (ANCOVA, F = 3,349 p = 0,07238);
largura da cabeca — LCa (ANCOVA, F = 1,481; p = 0,2286); comprimento da cabeca
— CCa (ANCOVA, F= 0,1154; p = 0,7353); altura da cabeca — Alc (ANCOVA, F =
0,001763; p = 0,9667), com os CRC dos mesmos.

Observou-se que as medidas morfométricas em mm dos machos (em preto) e
das fémeas (em vermelho), estéo correlacionados com seus respectivos comprimentos
rosto-cloacal em mm, ou seja, com o0 aumento no tamanho do comprimento rosto-
cloacal ocorre um aumento entre a distancia entre os membros (DM) (Figura 11), na
largura do corpo (Figura 12), na largura da cabeca (LCa) (Figura 13), no comprimento
da cabeca (Cca) (Figura 14) e na altura da cabeca (Alc) (Figura 15).
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Figura 13 — Analise de covariancia entre
a largura da cabeca (LCa) em mm de
machos e fémeas com seus respectivos
comprimentos rosto-cloacal (CRC) em
mm utilizando-se o teste ANCOVA.

Fonte: elaborado pelo autor. Preto = machos;
Vermelho = fémeas.

Figura 14 — Anélise de covariancia entre o
comprimento da cabeca (CCa) em mm de
machos e fémeas com seus respectivos
comprimentos rosto-cloacal (CRC) em mm
utilizando-se o teste ANCOVA.

Fonte: elaborado pelo autor. Preto = machos; Vermelho =
fémeas.
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Figura 15 — Andlise de covariancia entre a altura da cabeca (Alc) em mm de machos e fémeas
com seus respectivos comprimentos rosto-cloacal (CRC) em mm utilizando-se o teste ANCOVA.

Fonte: elaborado pelo autor. Preto = machos; Vermelho = fémeas.
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4 | DISCUSSAO

A grande quantidade H. agrius coletados durante a estacdo seca (82,81%) em
comparacao a estacdo chuvosa (17,19%), pode ser um reflexo do adensamento da
vegetacdo na época das chuvas. Durante a estacdo chuvosa a vegetacao torna-se
mais densa dificultando as observacdes e capturas dos H. agrius (ANDRADE, 2014).
Ainda como consequéncia do adensamento da vegetacao, nao foi observado nenhum
H. agrius “escondido” e utilizando o barranco, solo e troncos e galhos de arvores caido
como micro-habitat durante a estagao chuvosa.

A elevada taxa de regeneracao caudal, pode ser decorrente da predacao de
outras espécies sobre os H. agrius ou de agressoes intraespecificas. Entao a espécie
para escapar de agressor, geralmente se utiliza da autotomia caudal, que € o principal
método de defesa utilizados pelos lagartos (BATEMAN; FLEMING, 2009).

Os microhabitats mais utilizados foram os troncos de carnaubas e os de arvores
de modo geral. O resultando foi decorrente da abundancia dos individuos no local
amostrado.

De modo geral, os H. agrius, assim como no estudo realizado por Andrade (2014)
e Passos et al. (2015), foram generalistas na utilizacdo de seu espaco, utilizando-se
de quatro categorias de micro- habitat, que foram barranco, troncos de arvores, solo e
tronco e galhos de arvores caidos.

Os H. agrius apresentaram uma elevada taxa de individuos sem conteudo
estomacal (20.31%), corroborando com os trabalhos de Huey; Pianka; Vitt, 2001
com geconideos noturnos, pois esses animais apresentam um baixo sucesso de
forrageamento, mas compensado por grandes quantidades de presas, como enxames
de cupins. Desse modo, foi observado que os Isoptera obtiveram as maiores taxas de
frequéncia e abundancia, proporcionando maior indice de importancia na dieta dos H.
agrius, o que verificou-se também no trabalho de Andrade (2014), no qual a autora
efetuou 0 comparativo entre a estacdo seca e chuvosa e os Isoptera obtiveram o
segundo maior indice de importancia (Ix).

Uma analise individual das estagdes indicou que na estacao seca os Orthoptera
foram a presa com o maior indice de importancia (Ix), assim como resultando observado
por Passos et al., (2015). Enquanto que na época de chuvas, os Isoptera foram a
presa com maior indice de importancia (Ix).

Apesar das larvas de insetos serem componentes importantes na dieta alimentar
dos Hemidactylus (ANDRADE, 2014; PASSOS, et al., 2015; ROCHA, ANJO, 2007),
nesse estudo elas foram somente a nona presa mais importante.

Nao foram observadas variagbes morfométricas entre machos e fémeas,
corroborando que o dimorfismo sexual nao é uma tendéncia comum entre o género
Hemidactylus (ANJOS; ROCHA, 2008; SAENZ; CONNER, 1996).
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O elevado numero de espécimes coletados na estagcdo seca em comparagao a
chuvosa, foi ocasionada devido ao adensamento da vegetacgao.

Confirmou-se a caracteristica generalista do H. agrius na utilizagdo do micro-
habitat. Verificou-se ainda que os H. agrius podem utilizar dos troncos e galhos de
arvores caidos como locais de refugios durante seus periodos de atividades.

Os espécimes da populacédo estudada apresentam uma elevada taxa de
individuos sem conteudo estomacal, sendo essa caracteristica comum entre 0s
geconideos noturnos. A alimentacdo da espécie foi composta basicamente por
artropodes, tendo os Isoptera como o item alimentar mais importante. Na estacao
seca, os Orthoptera foram o item mais importante, enquanto que na chuvosa, foram
os Isoptera. A composicao alimentar de machos e fémeas apresentaram diferencas
significativas no volume (mms3) e indice de importancia (Ix) entre as estacoes.

N&o ocorreram variagbes morfométricas intersexuais significativas na populagéo
de H. agrius estudada.
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RESUMO: Anfibios e répteis sdo geralmente
associados a crencas e mitos pela populagéo, o
que pode contribuir para a morte indiscriminada
e recorrente desses animais. Esse trabalho
teve por objetivo realizar uma campanha de
conscientizacao acerca desses animais, tendo
sido realizado no Parque Nacional de Ubajara
(PARNA), localizado na Serra da Ibiapada, no
estadodoCeara.Aexecucaodotrabalhoocorreu
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durante o periodo do carnaval de 2017. Foram
aplicados 100 questionarios semiestruturados,
no que concerne a conhecimentos basicos
quanto ao grupo, com pessoas com idades
e hiveis de escolaridades variadas. Foram
entrevistadas pessoas dos estados do Nordeste,
Sudeste e Sul. Referente ao conhecimento
dos entrevistados sobre répteis e anfibios, a
maioria ndo respondeu corretamente, porém
os entrevistados demonstraram conhecer a
importancia da herpetofauna para a natureza
e na cadeia alimentar, e que ao deparar-se
diante de um acidente ofidico, o procedimento
principal € a ida imediata ao hospital. Este
trabalho teve importancia para a disseminacao
do conhecimento e a conscientizacdo das
pessoas de diversas regides para uma maior
conscientizacdo acerca da preservagcdo da
herpetofauna.

PALAVRAS-CHAVE: Anfibios. Repteis.
Conhecimento Popular. Planalto da Ibiapaba.

ABSTRACT: Amphibians and reptiles are
generally associated with beliefs and myths
by the population, which may contribute to the
indiscriminate and recurrent death of these
animals. The objective of this work was to
carry out an awareness campaign about these
animals, which was carried out in the Ubajara
National Park (PARNA), located in the Serra da
Ibiapaba, in the state of Ceara. The execution
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of the work occurred during the carnival period of 2017. A total of 100 semi-structured
questionnaires were applied, regarding basic knowledge about the group, with people
of varying ages and levels of schooling. People from the Northeast, Southeast and
South states were interviewed. Regarding the respondents’ knowledge about reptiles
and amphibians majority did not respond correctly, but the interviewees demonstrated
the importance of the herpetofauna for nature and the food chain, and that when faced
with an ophidian accident, the main procedure is the immediate trip to the hospital.
This work had importance for the dissemination of knowledge and the awareness of
the people of diverse regions for a greater awareness about the preservation of the
herpetofauna.

KEY WORDS: Amphibians. Reptiles. Population knowledge. Ibiapaba Plateau.

11 INTRODUCAO

A educacao ambiental visa alcancar o cidadao (JACOBI, 2000), atuando sobre
o respeito e desenvolvendo agdes, como interagao social e conservacao do ambiente
(JACOBI, 2005). Dessa maneira, a sensibilizagcdo da sociedade é importante para a
preservacao da fauna e da flora, visto que muitos animais sdo injusticados por serem
considerados perigosos. Nesse contexto, a falta de conhecimento implica no exterminio
indiscriminado de muitas espécies (POUGH et al, 2001; RIBEIRO DE MOURA et al.,
2010; FERNANDES-FERREIRA, 2011).

Dentre as espécies que sofrem julgamentos errbneos a respeito de sua
periculosidade, estdo os animais pertencentes a herpetofauna. Répteis e anfibios, como
serpentes, lagartos e sapos, sofrem com a interacédo negativa das pessoas (VIZOTTO,
2003; SILVA, 2006; JACOBI, 2005), sendo culturalmente rejeitados pela humanidade,
qgue desde os primordios os alocaram em lendas, mitos e crencas de diversas etnias
e grupos religiosos (FERNANDES-FERREIRA, 2011). Tal averséao popular a respeito
de alguns répteis e anfibios, que quase nunca representam ameacas reais, contribui
para que ocorram maiores indices de mortalidade desses animais (PAZINATO, 2013).
Assim, € importante conhecer as importancias ecologicas desses animais e a biologia,
como um todo, sendo importante agregar o desenvolvimento de atividades de educacgéo
ambiental ao turismo ecoldgico.

Dessa maneira, popularizar e desmitificar crencas e mitos contribui para a
sensibilizacdo da populacdo e assim a conservagcao da biodiversidade (PAZINATO,
2013). Esta acdo é posta em pratica quando se realizam estudos que envolvem
populagcdées humanas e seus saberes tradicionais e culturais, que sao utilizados como
ferramentas para o processo de conservagao da natureza. Nesse contexto, o Parque
Nacional de Ubajara foi sede da aplicacéo do projeto, devido ao fato de ter um grande
fluxo de visitacdo, principalmente durante feriados prolongados, com média de 1.500
visitantes/dia das mais diversificadas regides (INSTITUTO CHICO MENDES DE
CONSERVACAO E BIODIVERSIDADE, 2017).
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Nesse contexto, esse estudo teve como objetivo realizar uma campanha de
conscientizacdo sobre os animais pertencentes a herpetofauna no Parque Nacional
de Ubajara (PARNA), tendo como obijetivo especifico evidenciar a importancia destes
animais no meio ambiente.

2| MATERIAL E METODOS

O Parque Nacional de Ubajara (PARNA) (3.7543° S e 40.9108° W) (Figura 1)
esta localizado no complexo do Planalto da Ibiapaba que representa os fragmentos
de floresta umida no noroeste do Estado do Ceara (3.2050°S e 40.4241° W). Este
complexo estéa localizado entre o Ceara e o Piaui, com solo de predominio de areias
quartzicas marinhas distréficas, latossolos vermelho-amarelos e latossolos vermelho-
escuros. A area tem sua temperatura média anual entre 22 e 26° C, com precipitagao
média anual de 1.441,1 mm (Bezerra et al. 1997).

MAPA REPRESENTANDO A LOCALIZAGAO DO PARNADE UBAJARA

[ |Brasil
Ceara
-Ubajara

@ rargue Nacional de Ubajara

Figura 1: Localizagdo do Parque Nacional de Ubajara (PARNA), no estado do Ceara, Brasil.
Fonte: Ingrid Andrade, 2018

O projeto foi aplicado na area de estudo durante o periodo do carnaval nos dias
27 e 28 de fevereiro e 1 de marco de 2017, realizado em duas etapas. A primeira etapa
consistiu na aplicagcdo de cem questionarios semi-estruturados com nove perguntas
sobre anfibios e répteis, com pessoas de variadas idades e niveis de escolaridades,
desde nao alfabetizado até po6s-graduados.
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ApoOs a aplicacéo dos questionarios, os visitantes do PARNA foram convidados a
participar da segunda etapa do projeto, que consistia em um estande com a exposicao
de exemplares herpetoldgicos da colecdo didatica do Instituto Federal de Educacéo,
Ciéncia e Tecnologia do Ceara, Campus Acarau. Foram expostos em bandejas seis
espécies de répteis, com quatro serpentes (Micrurus ibiboboca, Oxyrhopus trigeminus,
Pseudoboa nigra e Xenodon merremii) e duas espécies de lagartos (Hemidactylus
agrius e Polychrus acutirostris), e cinco espécies de anfibios, com trés anfisbenas
(Amphisbaena alba, Amphisbaena leposternon e Amphisbaena vermicularis) e duas
espécies de anuros (Leptodactylus vastus e Rhinella granulosa).

31 RESULTADOS E DISCUSSOES

Foram entrevistadas cem pessoas entre doze e 87 anos de idade, sendo 51
individuos do sexo masculino e 49 do sexo feminino. Da regido nordeste, 76 pessoas
eram do estado do Ceara, 14 no Piaui, e duas no Maranhao. Ja os entrevistados das
outras regides do Brasil apresentaram apenas oito visitantes, sendo representados
pelos estados de Sao Paulo (5), Espirito Santo (1), Parana (1) e Rio Grande do Sul
(1). Quanto ao grau de escolaridade, o maior numero de pessoas do sexo masculino
(17) e feminino (14) apresentaram o nivel superior completo.

Referente as perguntas, a primeira e a segunda estavam relacionadas com os
anfibios e répteis que as pessoas entrevistadas conheciam, respectivamente. Dentre
0s animais citados como anfibios, além dos animais que realmente pertencem a esse
grupo, foi dito animais rastejantes, calango, cavalo, cobra, lagartixa, grilo, inseto,
jacaré, répteis, animais que vive na floresta, cobra d’agua, tartaruga, tatu e oncga; e
trinta e seis pessoas ndao conseguiram dizer um exemplo de anfibios. Enquanto que
com relacdo aos répteis, foram citados cachorro (1), mosquito (1), grilo (1), anfibio
(1), com 15 pessoas nao sabendo responder; entretanto, todas as outras pessoas
souberam citar pelo menos um exemplo, seja geral, como lagarto, camaleao, cobra,
jacaré, bem como exemplos especificos, como cascavel e jararaca.

Esse fato mostra que as pessoas demonstraram um conhecimento maior a
respeito do termo réptil, 0 que provavelmente esta associado a aversao existente as
serpentes, por serem consideradas perigosas a populacdo. O termo anfibio estava
esquecido na memdéria da maioria das pessoas mais velhas, sendo os exemplos
corretos ditos por criangas e por pessoas que estudavam ou trabalhavam na area
ambiental.

Com relacdo a pergunta relacionada sobre a frequéncia de encontro com esses
animais, as maiorias das pessoas eram da capital, portanto raramente encontravam
animais pertencentes a herpetofauna. Enquanto que 36 visitantes encontravam
frequentemente, entretanto, a maioria dessas pessoas estavam referindo-se apenas a
ras, que geralmente sdo encontradas no banheiro. Quatorze via pouco esses animais,
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oito nunca viam e uma pessoa disse que apenas cobra. Apesar de algumas pessoas
encontrarem esses animais com frequéncia por morarem em regido proxima a mata,
nao necessariamente eles sabiam dizer quais eram anfibios e quais eram répteis,
entretanto, eles conseguiam dizer quais animais eram perigosos 0s nao.

Também foi indagada qual a reagdo ao encontrar um desses animais. As
respostas foram variadas, como se afastar, tentar se aproximar, fotografar, procurar
ajuda ou ficar com medo (Figura 2). E interessante notar que apenas trés pessoas
disseram matar esses animais. O fato € que o medo pode causar as mais variadas
reacoes. Entretanto, esse fato pode ser atribuido porque de certa maneira, as pessoas
que visitaram o PARNA durante o carnaval haviam tido um grau de estudo que os
permitiam discernir sobre o que fazer em uma situagao considerada perigosa.

REACAO DOS ENTREVISTADOS AO ENCONTRAR UM ANIMAL PERTENCENTE A
HERPETOFAUNA

40
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Figura 2. O que os entrevistados faziam ao encontrar anfibios e répteis, em que M significa
pessoas do sexo masculino e F, do sexo feminino.

Fonte: autores, 2017

Os entrevistados foram questionados se esses animais pertencentes a
herpetofauna traziam algum risco a populagado. Vinte e nove pessoas disseram que
apenas as cobras traziam risco. Onze pessoas disseram saber alguns perigosos,
mas nao quiseram citar. Seis disseram que sao perigosos, mas nao sabiam o motivo.
Uma pessoa disse que ndo saber e outra que apenas 0s sapos Sao perigosos. Ja
outra pessoa falou que dependia da coloracao. A resposta que nao se enquadrou no
contexto, foi a de que bois sdo os animais perigosos. Cinquenta pessoas afirmaram
gue os animais questionados nao traziam perigo.

Também foi questionado como fazem para identificar uma serpente peconhenta,

ja que o maior “vilao” desses animais sao consideradas as cobras. A maioria dos

entrevistados responderam que nao sabiam a resposta. Outros entrevistados deram
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caracteristicas fisicas para identificagdo, como o formato da cabeca ou da pupila, do
rabo e da coloracéo (Figura 3). Muitas dessas respostas estéo atreladas ao que foi
aprendido hd muitos anos na escola, como o formato da cabeca, que acaba trazendo
uma informacao errénea para a populacao. A jiboia foi citada como perigosa mesmo
nao sendo peconhenta, mostrando que as serpentes no geral sdo discriminadas.

MANEIRAS DE IDENTIFICAR SERPENTES PECONHENTAS DE ACORDO
COM OS ENTREVISTADOS

FOGE AO CONTATO
FORMATO DA PUPILA § 1
CORAL E JARARACA & 1
APENAS AS CORAIS 5
POR CONTA DA COLORACAO mmmmm 8
APENAS A JIBOIA & 1
CASCAVEL E JARARACA
CASCAVELE CORAL & 1
APENAS CONHECE CASCAVEL s 5
FORMATO DA CABECAE DO RABOEDA..m 2
FORMATO DA CABECAE COLORACAO 1 1
FORMATO DA CABECAE DO RABO m 3
FORMATO DA CABECA 7
NAO SABERIA

Figura 3. Como os entrevistados fariam para identificar uma serpente peconhenta.

Fonte: autores, 2017

Outro aspecto importante a ser abordado foi com relacdo ao procedimento
adotado ao ser picado por uma serpente. A maioria dos entrevistados responderam
correntemente, que é a ida imediata ao hospital. Outros ainda completaram citando
que levariam a serpente e a importancia do soro antiofidico. Entretanto alguns néao
fariam nada, ou cortaria o local da picada e chuparia o veneno. Um dos entrevistados
iria atrds do Butantan (ressaltando que era um turista de S&o Paulo, onde existe a
sede do Butantan) (Figura 4).
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PROCEDIMENTOS ADOTADOS PELOS ENTREVISTADOS CASO SEJAM
PICADOS POR UMA SERPENTE

1514

B BUTANTAN

B CHUPAR O VENENO

M CORTARIA O LOCAL

B HOSPITAL

EHOSPITALE LEVAR A COBRA

©HOSPITAL E SORO
ANTIOF/DICO

H NADA

CINAO SABE

Figura 4. Quais procedimentos deveriam ser adotados pelo entrevistado ao ser picado por uma
serpente.

Fonte: autores, 2017

Outro ponto importante esteve relacionado com a importéncia desses animais
na natureza. Os visitantes relataram sobre a cadeia alimentar e da importancia
gue os animais tem na natureza, sobre o equilibrio ambiental, controle biol6gico,
que sao animais bioindicadores e sua importancia medicinal. Mais outros visitantes
responderam ndo saber a importancia (Figura 5).

IMPORTANCIA DAHERPETOFAUNA DE ACORDO COM OS ENTREVISTADOS

M BIOINDICADORES
[ CADEIA ALIMENTAR

B CONTROLE BIOLOGICO

H EQUILIBRIO AMBIENTAL

B MEDICINAL

CNAO SABE A IMPORTANCIA

Figura 5. A importancia que os entrevistados acreditavam que a herpetofauna tem para a
natureza.

Fonte: autores, 2017

O ultimo questionamento na verdade esteve relacionada a um espaco aberto para
as pessoas contarem as histérias, mitos ou lendas conhecidos por eles. Entretanto 65
pessoas disseram ndo conhecer, seis nao lembraram e 29 contaram algum causo. A
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maioria das historias foram atreladas a serpentes que perseguiram algum parente do
entrevistado, ou alguém que conseguiu hipnotizar esses animais.

41 CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos através dos questionarios, pode-se observar
gue a localidade e o nivel de escolaridade influenciaram nas respostas, principalmente
na interagcao dessas pessoas com 0S animais pertencentes a esses grupos. Dessa
forma, a educacdo ambiental desse trabalho teve importancia para a disseminagao
do conhecimento e na sensibilizacdo das pessoas de diversas regides para uma
maior conscientizacdo acerca da preservacao desses animais. Com isso, houve a
significativa contribuicdo para a melhor interagdo do homem com a natureza.
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