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Resumo
Clinica de animais exo6ticos

Este relatério de estagio descreve as atividades desenvolvidas no estagio curricular e
desenvolve o tema “Inseminagéo artificial em Python regius”. O estdgio de seis meses foi
realizado na Exoclinic — clinica veterinaria de aves e exéticos, permitindo consolidar
conhecimentos através da pratica clinica e agregar-lhes a area da medicina de animais
exoticos, dedicando especial atencdo a medicina de répteis. Desenvolvem-se 0s casos mais
frequentes: medicina preventiva nas varias classes de animais, patologia dentaria em roedores
e lagomorfos, doengca do bico e das penas dos psitacideos e anorexia em répteis. Na
monografia aborda-se a anatomofisiologia e o comportamento reprodutivos das cobras e a sua
influéncia no maneio reprodutivo em cativeiro, métodos de avaliacdo de reprodutores e
técnicas de inseminacéo artificial. Realizou-se um ensaio pratico com seis animais, realizando
colheitas de sémen, avaliac@o de alguns parametros do sémen, controlo folicular por ecografia

e inseminacdo artificial. Apresentam-se os métodos, os resultados e respetiva discussao.

Palavras-chave: Animais exéticos, Inseminacdo artificial, Python regius, Controlo folicular,

Avaliacdo de sémen

Abstract

Exotic animal medicine

This traineeship report describes the activities during the traineeship and develops the theme
"Artificial insemination in Python regius." The six-month internship was held in Exoclinic - clinica
veterinaria de aves e exoticos, consolidating knowledge through clinical practice and adding the
medical field of exotic animals, with special attention to reptiles. The most frequent clinical
cases are developed: preventive medicine in the various classes of animals, dental pathology in
rodents and lagomorphs, Psittacine Beak and Feather Disease in birds and anorexia in reptile.
The monograph addresses the anatomy, physiology and reproductive behavior of snakes and
their influence on reproductive management in captivity, methods for reproductors selection and
evaluation and artificial insemination techniques. Implementation of a field trial with six animals,
performing semen crops and evaluation of some of its parameters, follicular monitoring by

ultrasound and artificial insemination. Methods and results are presented and discussed.

Keywords: Exotic animals, artificial insemination, Python regius, follicular control, semen

evaluation
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Gallus gallus domesticus

Anser anser

Eublepharis macularius

Phodopus spp.

Mesocricetus auratus

Iguana iguana
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Python bivittatus

Python regius
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Rattus norvegicus
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Trachemys scripta
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1. Introducdo

O presente relatério de estagio pretende descrever as atividades desenvolvidas durante o
estagio curricular do mestrado integrado em medicina veterinaria da Universidade de Evora,

assim como, desenvolver o tema “Inseminacgéo artificial em Python regius”.

O principal objetivo do estagio curricular, com a duracdo de seis meses, foi consolidar
conhecimentos de medicina veterinaria, nomeadamente no que diz respeito a pratica clinica,
agregando-lhes conhecimentos de uma area pouco abordada durante a componente letiva do
curso que € a medicina e cirurgia de animais exoticos. O gosto e interesse pela medicina
veterinaria de animais exoticos e, em especial, de répteis ditaram a escolha da Exoclinic-
Clinica Veterinaria de Aves e Exéticos como local de estagio e recomendaram a colaboragéo

do Dr. Carlos Henriques como orientador externo.

A “Inseminacéo artificial em Python regius” como tema para a monografia surgiu de um gosto
pessoal por esta espécie de cobra* em particular, agregado ao interesse pela manutencéo e
reproducdo de répteis em cativeiro. O estudo deste tema foi ainda complementado com um
ensaio pratico com um total de seis individuos em que se realizaram colheitas de sémen para
inseminacao artificial e para avaliagcdo de alguns parametros do sémen e controlo folicular por

ecografia.

*NOTA: Ao longo do presente texto optou-se pela utilizacdo do termo “cobra” para referir os espécimes
pertencentes a Subordem Ophidia (serpentes). Em portugués os termos “cobra” e “serpente” sdo sinénimos,
contudo o termo “cobra” é mais vulgarmente utilizado na nossa lingua. Em algumas fontes (raras) o termo
“cobra” é utilizado para designar apenas os elementos da Familia Colubridae e na bibliografia anglo-saxénica

o termo “cobra” é utilizado para referir as cobras venenosas da Familia Elapidae.

2. Descricao das atividades

O estagio foi realizado na Exoclinic - Clinica Veterinaria de Aves e Exéticos, de 1 de outubro de
2015 a 31 de marco de 2016, durante o horério da clinica (segunda e sexta-feira das 10h as
13h e das 15h as 20h; ter¢a, quarta e quinta das 10h as 13h e das 15h as 19h) e um a dois
fins-de-semana por més (sdbados das 9h as 14h e tratamentos dos internados nos horarios

necessarios), e assisténcia em urgéncias sempre que requerida.

As principais atividades desenvolvidas foram a assisténcia e auxilio em consultas, incluindo
meios de diagnostico imagioldgicos (radiologia e, menos frequentemente, endoscopia €
ecografia) e laboratoriais (hematologia e bioquimicas sanguineas, analises de fezes e urina,

citologias de papo e outros); ajuda em cirurgias, geralmente como ajudante de cirurgido e/ou



anestesista; tratamento dos animais internados inicialmente com assisténcia e posteriormente

de modo auténomo e colaboragdo em consultas externas e consultas ao domicilio.

A Dra. Cristina Almeida demonstra uma preocupacao constante com a formacao continua da
equipa e dos seus estagiarios e nesse sentido, além da frequente discusséo dos casos clinicos
em equipa e esclarecimento de duvidas sempre que necessario, foi também organizado um
pequeno ciclo de palestras em que cada estagiario elaborou uma breve comunicagao. Neste
ambito foi elaborada uma apresentacgédo oral (20 minutos) sobre sexagem de répteis. Foi ainda
possivel assistir a uma apresentacéo sobre fisioterapia em mamiferos exoticos e a outra sobre

tumores da glandula pituitaria em ratazanas.

No udltimo més do estdgio, marco de 2016, surgiu a oportunidade de acompanhar a colecéo
particular do Dr. Carlos Henriques. Durante este més foi possivel participar em atividades de
organizacdo, maneio, alimentacdo, higiene e sanidade de varias espécies de serpentes,
lagartos e tartarugas e também algumas espécies de anfibios (listadas no capitulo 2.3), assim
como algumas espécies de mamiferos como o ourico-pigmeu-africano, o petauro-do-aglcar ou
a doninha-fedorenta-listada, ainda que o acompanhamento tenha sido especialmente dirigido

para as espécies de répteis.

2.1. Local de estagio

A Exoclinic - Clinica Veterinaria de Aves e Exéticos foi inaugurada em setembro de 2008 e
dedica-se exclusivamente ao atendimento dos novos animais de companhia (aves, répteis e
mamiferos exoticos). Em tracos gerais pode dizer-se que s&o alvo desta clinica todas as
espécies de animais de companhia, excepto o cdo e o gato, ndo sendo incluidos animais de
producdo. Com instalagbes e equipamentos adaptados para o acolhimento, diagnostico e
tratamento de aves, répteis, coelhos, furdes, roedores e outros tipos de animais exéticos, a
clinica disponibiliza servicos de medicina preventiva e clinica, endoscopia, radiologia digital,

analises laboratoriais, anestesia e cirurgia.

No &mbito da medicina preventiva destacam-se 0s conselhos pré e pds-compra, vacinacoes,
desparasitacdes, check-up (exame fisico e exames complementares), determinacdo do sexo
(por endoscopia e andlise do acido desoxirribonucleico (ADN), em especial em psitacideos),
esclarecimento nutricional e de todo o tipo de cuidados de maneio a ter com 0s animais
exoticos; manutencao e corte de guias (penas das asas), bico e unhas; colocacgéo e verificagdo
de microchip; elaboracdo de certificados veterindrios e passaporte europeu; consultas de
comportamento (auto-mutilagdo em psitacideos); apoio técnico a criadores e consultadoria para

coleccionadores de aves de caca, galindceos ornamentais e outros. A clinica tem ainda servico



de necropsia para esclarecer causas de morte. Sdo também disponibilizados servigos de
tosquias, banhos e hotel para animais exéticos.

Para o atendimento e prestacdo destes servi¢os a clinica conta com dois consultérios (Figura
1), uma sala de internamento (Figura 2) e com uma sala (Figura 3) que funciona como hotel
sempre que necessario.

Figura 1 — Consultérios 1 e 2 (A e B, respetivamente)

Figura 2 — Internamento

Figura 3 — Sala de reunides / Hotel de animais exéticos

Na sala de cirurgia (Figura 4) estao instalados o aparelho de raio-x e o endoscopio (Figura 5).
Com recurso a endoscopia sao disponibilizados servicos de determinacdo de sexo em aves,

tartarugas e lagartos monomorficos; exploracao de 6rgados internos e diagnoésticos de doencas



ndo detetaveis com outros meios; colheita de bidpsias (figado, rim) e cirurgia endoscopica. A
radiologia digital € um meio de diagndstico de tecnologia avan¢ada que permite a obtencéo de
imagens rapidas, fidveis e com alta definicdo, indispensaveis ao estabelecimento de uma

grande variedade de diagndsticos.

Figura 4 — Sala de Cirurgia

A B
Figura 5 — Material de imagiologia: aparelho de raio-X (A) e endoscépio (B)

O bloco operatério estd devidamente equipado (Figura 6) para prevenir riscos anestésicos
tipicos de animais de pequeno tamanho, como a perda de calor, hipoglicémia, desidratacdo e
hipotensado. As cirurgias mais frequentes sédo a esterilizagcao/castracao de fémeas e machos de
diferentes espécies; correcdo cirlrgica de sobrecrescimento dentério e abcessos em coelhos,
chinchilas, porquinhos-da-india e outros roedores; exérese de massas, quistos e tumores em
varias espécies; extracdo de ovos retidos em aves e répteis; resolucdo de prolapsos retais,
uterinos ou de cloaca. Outras cirurgias menos frequentes incluem o tratamento de fraturas e

luxacdes.



A B C

Figura 6 — Bloco operatério com equipamento de anestesia volatil e tapete térmico (A e B) e
incubadora para recuperagao pos-cirtrgica (C)

A clinica realiza colheita e andlise de amostras biolégicas como sangue, urina, fezes e outros
em laboratorio proprio (Figura 7) equipado com centrifuga, maquina de analises bioquimicas e
microscopio, e trabalha com laboratorios externos para detecdo de agentes especificos ou
anticorpos (circovirus, herpesvirus ou doen¢a de Pacheco, determinagdo do sexo por ADN,

entre outros).

Figura 7 — Laboratério com méaquina de analises bioquimicas, centrifuga e microscépio.

A equipa médico-veterinaria é constituida pela Dra. Cristina Almeida, diretora clinica, com as
aves como principal area de interesse, pelo Dr. Carlos Henriques, que dedica especial atengéo
aos répteis e pela Dra. Carolina Pimenta Lopes, cujo interesse se dirige principalmente aos
mamiferos exoticos e aves. A equipa conta ainda com uma enfermeira veterindria e uma
auxiliar de medicina veterinaria. Além da equipa efetiva, a clinica conta frequentemente com a
presenca de estagiarios de diferentes graus académicos, contribuindo assim para a pedagogia
e o desenvolvimento profissional nesta area da medicina de animais exoticos. A equipa

organiza anualmente um curso basico sobre animais exoéticos, o “Summer school Exoclinic”, e



participa frequentemente, na qualidade de oradores convidados ou de assistentes, em variados

cursos e palestras na area da medicina de animais exoticos.

2.2. Casuistica

Neste capitulo pretende-se fazer, com recurso a analise estatistica dos dados, uma descricdo
das atividades desenvolvidas durante o estagio, abordando-se as espécies e os casos clinicos

acompanhados.

E de referir que os dados apresentados se referem as atividades desenvolvidas e aos casos
clinicos acompanhados e ndo ao total de atividades e casuistica da clinica. Os dados foram
tratados em termos de eventos clinicos, isto €, foi considerado um caso clinico de cada vez que
um animal deu entrada na clinica. Assim, quando o mesmo animal esteve presente mais do
que uma vez durante o periodo de estagio, foi contabilizado o numero de vezes

correspondente aos eventos clinicos em que foi acompanhado.

No que respeita as atividades desenvolvidas foram contabilizados o0 nimero de casos que
foram seguidos em cada atividade. Frequentemente o mesmo caso foi acompanhado em
diferentes atividades, tendo sido registado em todas elas (Exemplo: um animal que foi

acompanhado na consulta, depois em imagiologia e depois no internamento).

Quanto as espécies acompanhadas, mais uma vez, nao representam com rigor as estatisticas
da clinica, ainda que possam dar uma ideia aproximada. O interesse pelos répteis, que séo
menos frequentemente presentes a consulta, e a tentativa de acompanhar os casos de répteis
sempre que foi possivel, pode ter alterado ligeiramente o que seria a real casuistica da clinica

em relacdo a essa classe.

Em relagdo a casuistica clinica, é de salientar que animais com mais do que uma patologia
foram contabilizados nas areas clinicas correspondentes as varias afe¢cfes apresentadas, pelo
que o numero total de casos registados em cada area clinica ser4 maior do que o nimero total
de animais acompanhados. E importante esclarecer que alguns dos diagnosticos sdo
presuntivos, pelo que, nesses casos, a classificagdo foi baseada na sintomatologia

apresentada e nao numa patologia especifica.

2.2.1. Atividades desenvolvidas
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Como é natural, a principal atividade da clinica sdo as consultas, pelo que a assisténcia e

auxilio em consultas foi uma das principais atividades desenvolvidas. As consultas envolvem,



sempre que ha indicacdo médica e consentimento dos proprietarios, o recurso a meios

complementares de diagnéstico, tanto imagiolégicos como laboratoriais.

Outra area de atividade de destaque durante o estagio foi o internamento, que tem grande

expresséao na clinica de exéticos, por dois fatores essenciais:

e Por um lado, a maioria dos animais que chega a clinica sdo presas em natureza, pelo
que geralmente mascaram sintomas. Este facto associado a algum desconhecimento
dos principais sinais de doenca por parte dos proprietarios faz com que,
tendencialmente, estes animais sejam trazidos a clinica num estado mais avancado de
doenca e, portanto, inspirem mais cuidados logo no momento da sua apresentacao.

e Por outro lado, é frequente que os proprietarios ndo se sintam totalmente a vontade na
manipulacdo destas espécies, particularmente no que diz respeito as aves, pelo que
muitos dos tratamentos que poderiam ser feitos em casa, acabam por ser feitos em
regime de internamento por op¢do dos proprietarios. Assim, o volume das atividades
no internamento acaba por ter uma expressao muito semelhante ao das atividades

desenvolvidas em consulta.

Acrescentam-se ainda a cirurgia, que é uma atividade relativamente frequente, e a deslocagéo
para consultas externas (noutras clinicas) ou consultas ao domicilio e a criadores, menos

frequentemente.

Estas atividades desenvolvidas refletem-se nos dados apresentados em seguida. Dividiram-se
0s casos clinicos pelas atividades em que foram acompanhados, considerando para o efeito
sete tipos de atividades: consulta, internamento, cirurgia, imagiologia (radiologia, endoscopia e

ecografia), laboratério, consulta ao domicilio e consulta externa.

O gréafico 1 reflete o nimero de casos acompanhados em cada tipo de atividade. As
frequéncias relativas (%) das quatro atividades com mais representacao sao apresentadas no

grafico 2.
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Grafico 1 - Distribuicdo das atividades desenvolvidas - frequéncia absoluta (n=316)

Grafico 2 — Distribuicdo das atividades desenvolvidas — frequéncia relativa (n=316)

Como é possivel observar no gréafico 1, foram acompanhados 115 casos clinicos em consulta,
tendo sido possivel assistir & anamnese e exame clinico, realizar conten¢do dos animais,
auxiliar em tratamentos, auxiliar e realizar colheitas de sangue (ver Figura 8) com supervisao e,

posteriormente, discutir e/ou esclarecer duvidas sobre o caso clinico.



Figura 8 - Colheita de sangue em caturra (N. hollandicus)

Os 109 casos clinicos acompanhados no internamento possibilitaram a elaboragdo de fichas de
internamento com instituicdo do respetivo protocolo terapéutico e célculo de doses (assisténcia
e realizacdo com supervisdo); tratamento dos animais internados, incluindo a sua contencéo,
administragéo de farmacos e outros tratamentos, inicialmente com assisténcia e posteriormente

de modo auténomo.

Foram acompanhadas 56 cirurgias, discutindo protocolos anestésicos, monitorizando os sinais
vitais do animal e a profundidade anestésica e/ou auxiliando o cirurgido na técnica cirirgica em

questao.

No que se refere a imagiologia, foram acompanhados 21 casos clinicos, na sua maioria
auxiliando na realizacdo ou realizando exames radiolégicos (ver Figura 9), mas também foi

possivel assistir a endoscopias e ecografias.



Figura 9 — Agapornis (Agapornis roseicollis). Posicionamento para avaliacdo radiografica do
membro posterior direito.

Os casos seguidos em laboratério englobam hematologia e andlises bioquimicas sanguineas,

andlises de fezes e urina, citologias de papo e outros.

Foi possivel assistir a um total de seis consultas fora da clinica, trés consultas ao domicilio e

outras trés consultas noutras clinicas com quem a Exoclinic tem parceria.

2.2.2. Espécies acompanhadas

Um dos pontos de destaque na clinica de animais exoticos é a grande variedade de espécies
gue abrange. Importa, portanto, esclarecer dois aspetos no que diz respeito as espécies em

causa:

o Em primeiro lugar definir a abrangéncia da expressdo “animais exoticos”. Em rigor,
animal exotico € todo aquele que pertence a outra localizagdo geografica (pais ou
regido) que ndo aquela em que se encontra, isto é, que nédo é autéctone’. Contudo, o
termo é vulgarmente utilizado para fazer referéncia aos novos animais de companhia,
isto é, todos os animais de companhia que ndo sejam 0 cdo e o gato, sejam eles
exoéticos ou ndo. E com o sentido desta Ultima definicdo que o termo “animal exético” é
empregado no presente trabalho.

o Em segundo lugar, é importante tecer algumas considera¢des legais. De facto, é
proibida a captura de qualquer espécie silvestre autéctone, pelo que é proibido capturar
e deter como animal de estimacdo qualquer animal selvagem da fauna europeia. A
detencado de espécimes de espécies autdctones provenientes de criagdo em cativeiro é
possivel mediante os requisitos exigidos pela Portaria n.° 7/2010 de 5 de janeiroz. E
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proibida a detengdo de espécimes vivos das espécies listadas no Anexo | da Portaria
n.c 1226/2009 de 12 de outubro. A detencdo de espécimes do Anexo Il da Portaria n.°
1226/2009 de 12 de outubro é permitida a maiores de idade, desde que sejam
registadas no Instituto da Conservacao da Natureza e das Florestas (ICNF)°.

Em tracos gerais, dentro da classe dos mamiferos sdo proibidos todos os cetaceos,
dugongues, manatins, elefantes, rinocerontes, hipop6tamos, ursos, otarias, morsas,
focas, todos os canideos excepto Canis familiaris, todos os felideos excepto Felis catus
e todos os primatas. Na classe das aves é proibida a detencdo de avestruzes, nandus,
casuares, emas e pinguins. Proibicbes com maior interesse na clinica de animais
exéticos encontram-se na classe dos répteis, em que é proibida a detencdo de todos
0s membros da ordem Crocodylia, todas as tartarugas marinhas e tartarugas-de-couro.
No que respeita a lagartos séo proibidos todos os monstros-de-gila (Helodermatidae) e
algumas espécies de varanos (Varanus spp.). Quanto as cobras, sdo proibidas todas
as viboras, crotalos e elapideos, alguns géneros de colubrideos e algumas espécies de
boideos e pitonideos. No que respeita aos invertebrados séo proibidos todas as
centopeias e os escorpides das familias Buthidae e Buthridae. ® Este pequeno resumo
em nada substitui a consulta da legislagdo supracitada para informagéo mais precisa e
detalhada.

E importante ter conhecimento da legislacdo em vigor, no sentido de esclarecer o
proprietario acerca dos aspetos legais relativos a detencdo e registo de animais

exaoticos.

Mais uma vez, devido a grande variedade de espécies tratadas e para ndo sobrecarregar
demasiado o texto com a sua nomenclatura, optou-se pela criagdo de uma Lista de espécies
(pagina ix) onde se indica o nome cientifico correspondente a cada nome comum encontrado
ao longo do presente trabalho. Neste subcapitulo, contudo, para facilitar a compreensdo dos

dados, serdo apresentadas ambas as formas de nomenclatura.

Apesar da sua abrangéncia, pode dizer-se que a clinica de exdticos desenvolve a sua atividade
em trés classes predominantes de animais: mamiferos, aves e répteis. Foram acompanhados
215 casos, dos quais 120 foram mamiferos, 70 foram aves e 23 foram répteis. Foi ainda
possivel seguir um caso de um marsupial* (petauro-do-agucar - Petaurus breviceps, ver Figura
10) e um de peixe (beta-combatente - Betta splendens), que ndo tém expresséo significativa no
total de casos, pois a sua percentagem é de aproximadamente 0%. O grafico 3 mostra as

percentagens correspondentes.

*NOTA: Em rigor, taxonomicamente, 0s marsupiais pertencem a classe dos mamiferos (Mammalia), agrupados
numa infraclasse prépria (Marsupialia). No entanto, devido as suas importantes diferencas bioldgicas, foram

contabilizados separadamente.
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Figura 10 - Petauro-do-agucar (Petaurus breviceps)

Marsupiais Peixes

0% @ T——— 0%

Graéfico 3 - Distribuigdo por grupos de animais dos casos acompanhados — frequéncia relativa
(n=215)

Num total de 120 mamiferos (Tabela 1), o animal mais frequente € sem ddvida o coelho -
Oryctolagus cuniculus (48,3%), seguido do porquinho-da-india — Cavia porcellus (17,5%), da
chinchila — Chinchilla laniger (13,3%) e do furdo - Mustela putorius furo (10%). Menos
frequentemente foram acompanhados hamsters - Mesocricetus auratus e Phodopus spp. (cinco
casos), ratazanas — Rattus norvegicus (trés casos), minipigs — ragca de Sus domesticus (trés
casos), um degu - Octodon degus e um esquilo-terrestre-de-richardson - Spermophilus

richardsonii.
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Tabela 1 - Distribuicédo por espécie de mamiferos (n=120)

Frequéncia Absoluta| Frequéncia Relativa

—

Quanto as aves, segunda classe mais frequente, é notdria uma maior diversidade de espécies.
Num total de 70 aves acompanhadas (Tabela 2), o mais frequente é o papagaio-cinzento -
Psittacus erithacus erithacus (21,4%), seguido da caturra - Nymphicus hollandicus (14,3%) e do
papagaio-amazonas - Amazona spp. (12,9%) em terceiro lugar. Seguem-se, por ordem
decrescente de frequéncia, o periquito - Melopsittacus undulatus, o candrio - Serinus canaria, 0
agapornis — Agapornis spp., 0 papagaio-ecletus - Eclectus roratus, a catatua — Cacatua spp. e
Lophocroa leadbeateri , o lori-arco-iris - Trichoglossus haematodus, o periquito-de-colar ou
ringneck - Psittacula krameri, o pombo - Columba livia, pionus-de-testa-branca — Pionus senilis,
a aratinga — Aratinga spp., 0 perigquito-de-dorso-vermelho ou red rumped - Psephotus
haematonotus, o papagaio-do-senegal - Poicephalus senegalus, a arara — Ara spp., 0 ganso-

ocidental-comum - Anser anser e a galinha - Gallus gallus domesticus.
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Tabela 2 - Distribuigdo por espécie de aves (n=70)

i e ot s

*Q caso que é apresentado de G. g. domesticus, representa uma consulta ao domicilio a um bando de 68 galinhas de

raca fndio negro combatente. Optou-se por contabilizar apenas um caso de forma a ndo enviesar a casuistica.

Os répteis sdo a classe menos representada. Como se pode observar na tabela 3, num total de

23 répteis acompanhados, contaram-se oito tartarugas semi-aquaticas (34,8%) dos géneros

Trachemys e Graptemys, cinco piton-real - Python regius, trés tartarugas terrestres (13%) das

espécies Centrochelys sulcata e Geochelone pardalis, duas iguanas — Iguana iguana, dois
dragbes-barbudos — Pogona vitticeps, um gecko-leopardo - Eublepharis macularius, um

varano-da-savana — Varanus exanthematicus e uma piton-da-birméania — Python bivittatus.
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Tabela 3 - Distribuicdo por espécie de répteis (n=23)

Frequéncia Absoluta Frequéncia Relativa
8

34,8

S

P. regius 5 21,7
t. terrestre 3 13,0

2 8,7

P. vitticeps 2 8,7
E. macularius 1 4,3
V. exanthematicus 1 4,3
P. molurus 1 4,3

2.2.3. Casuistica clinica

Para uma sistematizacao da casuistica geral, optou-se por agrupar os casos clinicos em 15
areas diferentes: “medicina preventiva”, “dentario”, “digestivo”, “reprodutivo”’, “neopléasico”,
“dermatoldgico”, “metabdlico”, “respiratdrio”, “infeccioso”, “ortopédico”, “urinario”, “neuroldgico”,

“enddcrino”, “comportamental” e “outros”.

Mais uma vez, importa referir que alguns diagnésticos foram presuntivos, em especial quando
o diagnéstico definitivo implica andlises laboratoriais mais dispendiosas, como culturas com
teste de suscetibilidade a antibiético (TSA), pesquisas de antigénios ou anticorpos especificos
por PCR (reagdo em cadeia da polimerase) ou andlises histopatologicas. Também nos casos
de morte subita ou eutandsia primaria em estados de agonia evidente, 0s proprietarios
raramente recorrem a necropsia, pelo que o diagndstico definitivo fica em falta. Nestes casos
foi tida em consideragdo a sintomatologia apresentada para a classificacdo dentro de uma
determinada &rea clinica. Este é o motivo pelo qual ndo foram dadas as diferentes &reas
denominacdes de areas médicas, mas sim denominacdes relativas ao sistema de 6rgdos com
0 qual estdo relacionadas as patologias e/ou os sinais clinicos presentes (por exemplo, optou-
se pela denominacgao “digestivo”, em vez de gastroenterologia, porque em alguns casos a
sintomatologia é relacionada com o sistema digestivo — como no caso da anorexia — mas pode

ndo corresponder a uma patologia gastrointestinal).

Sob o dominio da medicina preventiva incluem-se as consultas de primeira vez sem achados

clinicos relevantes, as consultas de rotina ou check-up, e as consultas para desparasitagédo

elou vacinacdo. Os casos de medicina dentaria consistem sobretudo em condicbes de

sobrecrescimento dentario de pré-molares e molares e, menos frequentemente, de incisivos,
com ou sem doenga periodontal associada, e abcessos dentarios. Nos casos de sistema
digestivo foram incluidos os de hipomotilidade gastrointestinal, diarreia, gastroenterite,

impactacdo gastrica ou intestinal, rotura de papo, megabacteriose, intoxicacdo alimentar,
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estomatite e também sintomatologia inespecifica do foro digestivo como a anorexia ou
hiporexia. Entre os casos clinicos do foro reprodutivo destacam-se a ovariohisterectomia (OVH)
e orquiectomia eletivas. Nesta categoria foram ainda incluidos os casos de sexagem, estase
folicular e retencéo de ovo, quistos ovaricos, distocia (ver Figura 11), metrite, pseudogestacao,
ovopostura exagerada, estro persistente e prolapso de pénis. Nos casos de neoplasias
acompanharam-se individuos com massas tumorais, com diferentes graus de malignidade, em
alguns casos sem diagndstico histopatoldgico definitivo. A maioria dos casos tratou-se de
neoplasias cutaneas e subcuténeas, por vezes com envolvimento de glandulas de marcacéo,
mas também foram acompanhados casos de tumores de 6rgdos internos, como timomas e
massas abdominais. Nos casos de dermatologia incluem-se doencas parasitarias, alopécia e
mudas exuberantes, disecdise, escoriacdes, pododermatite e quistos foliculares. Nas afecfes
metabolicas consideraram-se a doenca hepética e desequilibrios nutricionais, deficiéncias
minerais e vitaminicas. Os casos de patologia respiratéria abrangeram pneumonia,
aerosaculite, doenca respiratéria crénica, rotura de traqueia, sarna das vias aéreas e patologia
respiratéria inespecifica. Nas patologias infecciosas estdo compreendidos os casos de PBFD
(doenca do bico e das penas dos psitacideos, do inglés Psittacine Beak and Feather Disease),
doencga de newcastle (suspeita), sifilis (Treponema cuniculi) e casos fortemente suspeitos de
doenca infecciosa, sem diagnostico definitivo. Dentro da area clinica de ortopedia foi possivel
acompanhar casos de fratura de radio e de tibia, sobrecrescimento de bico por ma oclusao,
anquilose de membro posterior e malformacéo tibio-tarsica. Nas afecdes do sistema urinario
foram incluidas a doenca renal, a urolitiase e a infe¢do trato urindrio inferior. Quanto a afe¢des
do foro neurolégico, puderam acompanhar-se casos de infe¢cdo por Encephalitozoon sp., de
sintomatologia neurolégica em ave compativel com doenga de newcastle, e de sinais
neurolégicos inespecificos. Entre as patologias endécrinas estdo o estro persistente e doenca
adrenal em furBes, e ovopostura exagerada numa caturra. Nos casos clinicos do foro
comportamental encontram-se casos de picacismo em psitacideos e marcagdo territorial

exuberante em coelho. Foram incluidos na categoria outros 0s casos com sintomatologia

inespecifica (prostragdo, corpo em bola em aves), sem diagnéstico definitivo, sobre os quais

nao havia elementos que permitissem coloca-los numa das outras categorias.

16



Figura 11 — Ratazana (Rattus norvegicus). Progenitora e neonatos ap0s ser realizada cesariana,
tratamento cirargico de distécia.

Os dois gréficos que se seguem apresentam a distribuigdo da casuistica por area clinica. Num
total de 248 casos, as diferentes areas apresentaram a frequéncia absoluta exposta no grafico
4,

W

40 - 36

Grafico 4 - Distribuicdo da casuistica por area — frequéncia absoluta (n=248)

As sete areas clinicas mais representadas tém a sua frequéncia relativa (%) apresentada sobre
o gréfico circular a baixo (Gréfico 5). A area que assume maior importancia é a medicina

preventiva (17%), seguida dos casos de medicina dentaria (15%), que sao exclusivamente
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compostos pela classe dos mamiferos, especificamente lagomorfos e roedores, e dos casos
que envolvem o sistema digestivo (13%), que incluem individuos das trés classes de animais.
Seguem-se, por ordem decrescente de frequéncia, os casos de sistema reprodutivo (9%), as
neoplasias (7%), os casos dermatoldgicos (7%), metabodlicos (6%), respiratérios (5%),
infecciosos (5%), ortopédicos (5%), urinarios (4%), neuroldgicos (3%), outros — com
sintomatologia inespecifica e sem diagndstico definitivo — (2%), os casos de sistema endécrino

(1%) e comportamentais (1%).

m Check up/Preventiva

u Dentario

m Digestivo

u Reprodutivo

= Neoplasico

= Dermatolégico

= Metabdlico
Respiratdrio
Infeccioso
Ortopédico
Urinario
Neurolégico

Qutros

Endaécrino

Comportamental

Grafico 5 - Distribuicdo da casuistica por area — frequéncia relativa (n=248)

2.2.3.1. Medicina Preventiva

A medicina preventiva é, nas trés classes de animais apresentadas, uma area que se destaca.
A medicina preventiva € uma componente muito importante na manutencdo da salde dos
animais exoticos e o ideal seria que os animais fossem levados a uma consulta veterinaria pelo
menos uma a duas vezes por ano”.

Além de uma anamnese e exame fisico completos, numa consulta de medicina preventiva em
animais exoéticos assume grande importancia o esclarecimento sobre os cuidados a ter com a
espécie em questdo. Os proprietarios devem ser educados sobre o maneio adequado, a dieta e
nutricdo, alojamento e condicbes ambientais e as op¢des de enriquecimento ambiental, de
forma a assegurar o bem-estar fisico e psicolégico dos animais, contribuindo para diminuir a

incidéncia de problemas médicos em pequenos mamiferos exéticos, aves e répteis4’5'6’7.

Vacinacdo
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Em Portugal ndo existe obrigatoriedade legal de vacinacdo para as espécies exéticas
(exceptuam-se os casos de viagens ou exportacdes). Em geral apenas sdo vacinados os

coelhos, furées e minipigs.

Em coelhos destacam-se duas doengas virais — mixomatose e doenga viral hemorragica (DVH)
- para as quais a prevencdo assume grande importancia. A vacinacdo tem o principal papel na
prevencdo destas doencas, no entanto também € importante o controlo de vetores e de
fomites®. A mixomatose e a doenca viral hemorragica (DVH) sdo doencas contagiosas que
afetam coelhos europeus e apresentam alta morbilidade e mortalidade em animais suscetiveis.
A mixomatose é causada pelo mixomavirus, um poxvirus do género Leporipoxvirus. A doenca

viral hemorragica tem como agente etiolégico um calicivirus, do género Lagovirus®'®**.

J& existe vacinagdo contra a mixomatose ha algum tempo. Todas as vacinas sédo vacinas vivas,
com o virus da mixomatose atenuado ou com o virus do fiboroma de Shope. A vacina com virus
do fibroma de Shope depende da imunidade cruzada e é considerada menos imunogénica. A
vacina com o virus atenuado tem demonstrado ser muito imunossupressora, especialmente em
coelhos jovens, podendo levar a graves problemas de infecdo respiratéria bacteriana. A
duracdo descrita para estas vacinas € de quatro a seis meses. As vacinas para a DVH
consistem em preparagfes do virus inativado, proveniente do figado de coelhos infetados, as

quais é adicionado um adjuvante. Estas vacinas estimulam uma resposta imune eficaz, no

entanto os adjuvantes utilizados podem provocar reac¢des indesejadas no local da injecéo.

Atualmente existe uma nova vacina recombinante com o virus vivo da mixomatose vetorizado
com o virus da doenca viral hemorragica, conferindo imunidade contra ambas as doengas. Os
estudos tém demonstrado ser segura e eficaz e tem a vantagem de assegurar protec¢do
durante um ano. Esta nova vacina é atualmente a mais recomendada e esta disponivel em
Portugal (Nobivac Myxo-RHD®). A vacina bivalente deve ser administrada pela primeira vez

entre as 3 e as 4 semanas de idade, seguida de reforco anual***?,

O furdo, como varios outros mamiferos carnivoros, é suscetivel e capaz de transmitir raiva,
pelo que a vacinacao para esta doenca é de extrema importancia. Esta vacina é obrigat6ria em
muitos dos paises em que a detencao de furdes é legal e, ainda que ndo seja obrigatoria em

Portugal, € indispenséavel para a maioria das viagens e exportagdes de furdes.

Em Portugal existe uma vacina contra a raiva licenciada para mustelideos - RABISIN® (Merial
Portuguesa — Salde Animal, LDA.). Outras vacinas monovalentes contra a raiva estdo

disponiveis em Portugal para cdes e gatos e podem ser usadas extra-label™.

Deve ser feita a primovacinacéo da raiva as 12 semanas de idade e depois o refor¢o deve ser
anual, inclusivamente se for utilizada uma vacina para cdes em que o reforco recomendado

pelo fabricante seja de trés em trés anos>**.
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Os furdes séo também suscetiveis ao virus da esgana canino (CDV — Canine distemper virus).
A esgana é uma doenca com 100% de mortalidade em furdes, pelo que a vacinacao é
extremamente importante em paises onde a esgana € endémica. A escolha de uma vacina
contra a esgana para furbes ndo é simples. Existem varias vacinas caninas multivalentes que
incluem protecéo contra o virus da esgana e em alguns paises esta ou esteve disponivel uma
vacina monovalente licenciada para furdes. Em Portugal ndo esta disponivel nenhuma vacina
contra a esgana para furbes e nenhuma das vacinas caninas contra a esgana € monovalente.
A utilizacdo de vacinas extra-label pode ser justificada face a elevada mortalidade associada a
esta doenca. No entanto é importante a realizacdo de uma analise cuidada dos riscos e
beneficios em cada caso particular, envolvendo o proprietario na decisao de forma informada, e
ter em especial atencdo as possibilidades de efeitos adversos. No caso de se optar pela
vacinacgdo extra-label a combinacé@o esgana/parvovirose canina parece ser a mais utilizada. Em

Portugal esta disponivel a vacina Nobivac Puppy DP®'****,

O esquema vacinal pode ser semelhante ao da vacina da raiva, isto €, a primovacinagdo
realizada as 12 semanas e o reforco anualmente. No entanto, em paises em que a esgana é
endémica esté indicado um esquema com trés administra¢cdes iniciais, as 6-8 semanas, as 10-

12 semanas e as 13-14 semanas de idade, igualmente seguidas do refor¢o anual®.

E importante salientar a propensdo desta espécie para reagdes vacinais. Estdo descritas
reacfes adversas a vacinacdo contra a raiva e esgana em furdes, quer as vacinas sejam
aplicadas separadamente ou em simultdneo, ainda que a vacina da esgana esteja descrita
como mais frequentemente causadora de reacdes adversas. As reacdes dao-se geralmente
imediatamente apos a administragdo da vacina e sdo reacdes de hipersensibilidade e
anafilaxia, incluindo hiperémia generalizada, salivagdo, vomito e diarreia, variando entre 0,5 a
1% e 5,6 a 5,9%, dependendo dos autores. ApOs a vacinacdo, é aconselhdvel permanecer
vigilante por, pelo menos 10 a 25 minutos e estar preparado para tratar possiveis reacdes

anafilaticas™****.

Os minipigs de companhia* ndo sdo mais do que diferentes racas do porco doméstico - Sus
domesticus - e, como tal, sdo suscetiveis de contrair as mesmas doencas infecciosas que
afetam porcos domésticos em regime de suinicultura. S8o varias as doencas infecciosas que
podem acometer os suinos e existem licenciadas em Portugal vacinas para 16 doencgas suinas
diferentes. No entanto, algumas destas doencas s6 afetam animais em regime intensivo, e

outras ndo tém importancia clinica em porcos de companhia.

*Nota: Legalmente, em Portugal, ndo se prevé a detencdo de porcos como animais de companhia, sendo

permitidos apenas como animais de exploragao.
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Os minipigs de companhia ndo estdo geralmente em grupos nem em pares, Sao
frequentemente animais solitarios, adultos ou independentes (isto €, desmamados), que vivem
em ambientes de higiene cuidada, estando muito menos expostos e ndo sendo, em geral,
afetados pelas doencas dos suinos em exploracdes comerciais. Por outro lado, os animais de
companhia tém uma relacdo bastante pro6xima com o0s humanos, e a sua conhecida
semelhanga biol6gica reforgca, ainda mais do que para outras espécies, a importancia da

prevencdo de doencas zoondticas. E o caso da gripe**"*®,

A gripe suina é causada pelo virus da Influenza A, subtipos HIN1, H3N2 ou HIN2, e é a
principal causa de surtos de doenca respiratéria aguda em porcos. Frequentemente os minipigs
séo infetados pelo contacto com os proprietarios doentes e, quando infetados, podem também
transmitir o virus a humanos com quem tenham contacto. A gripe suina raramente é fatal e é
geralmente autolimitante, com sintomatologia muito semelhante a observada em humanos,
incluindo sintomatologia respiratéria, prostracdo, febre, anorexia, perda de peso, com maior ou
menor gravidade. Os suinos podem ser vacinados contra a gripe, e em Portugal estdo
disponiveis duas vacinas: Gripork® (Arbuset - Produtos Farmacéuticos e Sanitarios de Uso

Animal, Lda.) e Gripovac 3® (Merial Portuguesa - Saude Animal, Lda.).

A primovacinacdo consiste em duas administragbes com 3 semanas de intervalo, entre as 8 e
as 14 semanas de idade. A imunidade conferida pelas vacinas varia entre 4 a 6 meses, mas
considerando a sazonalidade da doencga, pode optar-se por vacinar anualmente no inicio do

outono/inverno**°.

Alguns autores referem a importancia da vacinagdo dos minipigs contra o mal rubro
(Erisipelotrix rhusiopathiae) e a leptospirose suina. Quando se trata de animais em criagdo, nos
reprodutores pode ser relevante a vacinagao contra a parvovirose suina e em leitdes assumem
importancia as colibaciloses, clostridioses e outras enterites e enterotoxémias. Em Portugal
estdo disponiveis vacinas contra 0 mal rubro e parvovirose suina e contra varias doencas
causadoras de diarreias neonatais. A vacina contra a leptospirose suina ndo esta disponivel

em Portugal.

E importante referir que, em qualquer dos casos, os minipigs devem ser vacinados com
vacinas licenciadas para suinos. As vacinas caninas ndo conferem imunidade contra as

doencas dos porcoslz’”’ls'zo.

Existe uma grande variedade de doencas virais as quais as aves de companhia sdo suscetiveis
e estdo descritas algumas vacinas aviarias, ndo s6 para animais de capoeira (galiformes e
anseriformes), pombos (columbiformes) e rapinas (falconiformes e stringiformes), mas também

para psitacideos e passeriformes (maioria das aves de companhia).
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Por exemplo, esta descrita a utilizacdo de vacinas contra PBFD nos Estados Unidos da
América e na Australia, existem vacinas contra herpesvirus que previnem a sintomatologia
associada a doenca de Pacheco embora ndo previnam a infecdo latente e disseminacdo do
virus, a vacinacdo para newcastle estd disponivel na Europa e existem ainda licenciadas
vacinas contra poxvirus para diversas aves de capoeira, pombos e papagaios-amazonas e
contra poliomavirus para psitacideos. E importante esclarecer que muitas vacinas aviarias
indicadas para galinhas ou outras aves de capoeira ou pombos, ndo devem ser utilizadas em
psitacideos sob pena de ndo serem imunogénicas (por exemplo, por a estirpe do virus ndo ser

a mesma) ou de terem efeitos adversos (por exemplo, provocar a doenga).

De qualquer modo, em Portugal a vacinacdo de aves de companhia ndo é pratica corrente.
Embora estejam licenciadas diversas vacinas para aves de capoeira, 0 mesmo nao acontece

em relacédo aos psitacideos e passeriformes'*?*.

A utilizacéo de vacinas para prevenc¢do de doencgas virais em répteis € uma &rea ainda pouco

explorada. Ainda que existam registos da sua utilizacdo, ndo € uma pratica corrente®.

Desparasitacdo

A desparasitacao profilatica tem como objetivo prevenir a infe¢@o/infestacdo e/ou eliminar ou
reduzir cargas parasitarias existentes, por vezes ainda sem sintomatologia associada, de forma
a evitar que se manifestem doencas parasitarias. Neste sentido, ndo se pretende abranger
todos os agentes parasitarios a que 0s animais sao suscetiveis, mas sim os mais comuns e/ou

mais importantes clinicamente.

De uma forma geral, as desparasitactes profilaticas sdo feitas uma a duas vezes por ano, com
um antiparasitario de largo espetro, preferencialmente alternando o principio ativo. A
ivermectina e o febendazol tém indicacdo para a maioria das espécies, na prevencdo de uma

grande variedade de doencas parasitarias.

- Mamiferos

Os coelhos podem ter pulgas do cdo e do gato (Ctenocephalides spp.) ou, menos
frequentemente, proprias do coelho (Spilopsyllus spp.), piolhos (Haemodipsus ventriculosus) e
acaros (Psoroptes cuniculi e Cheyletiella parasitivorax). A selamectina € eficaz contra pulgas e
4caros e a ivermectina é eficaz contra piolhos e acaros. E de referir que o fipronil esta descrito

como estando associado a mortalidade em coelhos, pelo que ndo deve ser utilizado.
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Os helmintes sédo muito pouco frequentes em coelhos, muito ocasionalmente podem encontrar-
se oxilros e cestodes de mamiferos como Taenia spp. no mesentério. Os coelhos podem ter

coccidiose provocada por diversas espécies de Eimeria.

O Encephalitozoon cuniculi assume especial importéncia clinica em coelhos, podendo mais
raramente infetar outros mamiferos. Este parasita € um microsporidio intracelular obrigatério
que pode causar encefalite granulomatosa e nefrite. E. cuniculi € um parasita oportunista que
se manifesta especialmente em individuos imunodeprimidos, muito frequentemente com
quadros de sindrome vestibular. A encephalitozoonose dos coelhos é uma infecao persistente
com prevaléncias que rondam os 60 a 70%. O tratamento com febendazol controla a
sintomatologia, mas néo elimina o parasita. A prevencao com febendazol geralmente evita a

manifestacdo da doenca em coelhos infetados e clinicamente saudaveis®**.

Em porquinhos-da-india a sarna é dos problemas dermatolégicos mais frequentes e é
provocada por Trixacarus caviae, ou, menos frequentemente, Chirodiscoides caviae. Os
piolhos Gliricola porcelli e Gyropus ovalis também podem ser encontrados. Ivermectina e
selamectina sdo eficazes no controlo de parasitas externos. Podem encontrar-se
ocasionalmente Eimeria caviae, o protozoario Balantidium e o nematode Paraspidodera

uncinata. O Cryptosporidium wrairi pode provocar diarreias e ndo ha tratamento eficaz®®.

Em chinchilas é frequente a presenca de Giardia spp. nas fezes que, em condi¢Bes de stress,
pode provocar doenca. Febendazol é eficaz e mais seguro que o metronidazol em chinchilas. O

pelo fino e denso das chinchilas confere protecéo contra parasitas externos?®.

As sarnas sdo bastante comuns em hamsters. Com regularidade encontram-se Demodex
criceti e Demodex aurati sem sintomatologia associada, mas em animais geriatricos ou
submetidos a fatores de stress podem causar doenca. Notoedres spp. também pode ser

encontrado. O tratamento com ivermectina é o mais indicado®’.

Os furdes podem ser infestados por pulgas (Ctenocephalides spp.), geralmente por contacto
com cées ou gatos infestados. Podem desenvolver sarna otodécica e sarcoptica. lvermectina é
eficaz contra os 4caros e a selamectina € eficaz contra acaros e pulgas. Os endoparasitas ndo
sédo frequentes em fur6es de companhia. Estdo descritas infecdes por nematodes (incluindo
ancilostomideos), cestodes e protozoarios (incluindo Cryptosporidium e Sarcocystis). As
parasitoses mais comuns sdo a coccidiose e giardiose, especialmente em furdes jovens. As
infecdes por helmintes séo tdo pouco frequentes que dificiimente se justifica o uso profilatico de

antihelminticos®2°*°

Os minipigs ndo costumam ser muito afetados por endoparasitas. As desparasitacées devem
ser baseadas em andlises de fezes de rotina (uma a duas vezes por ano) e dependem do

parasita encontrado. Ivermectina é eficiente contra Ascaris suum, Hyostrongylus sp.,
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Strongyloides ransomi, Oesophagostomum spp. e Metastrongylus sp. Para o tratamento de

infecdes por Trichuris suis o febendazol é eficaz™.

- Aves

Parasitas intestinais sdo pouco frequentes em psitacideos domésticos, sendo um pouco mais
comuns em pequenos psitacideos como periquitos, caturras e agapornis. Podem encontrar-se
coccidias (Eimeria e Isospora), Cryptosporidium, Giardia e Trichomonas. A presenca de
nematodes (Ascaridia e Capilllaria) s6 se costuma observar em aves de origem selvagem ou
em aviarios exteriores com contacto com aves silvestres. Nos grandes psitacideos também é
pouco habitual a presenga de acaros, mas por vezes Knemidocoptes spp. parasitam periquitos

e caturras™.

Nos passeriformes, os acaros (Knemidocoptes pilae, Dermation spp., Dermanyssus gallinae,
Ornithonyssus sylviarum) sdo bastante frequentes e a ivermectina é eficaz no seu controlo.
Estes animais podem sofrer de coccidioses (Isospora serini, Isospora canaria, Cryptosporidium
spp.). Cochlosoma spp. € um flagelado com importéncia clinica e Giardia spp. também se pode
observar. Estdo descritos helmintes da familia Spiruroidea e cestodes em passeriformes

insetivoros®?.

Nos columbiformes os parasitas sdo mais frequentes. E comum a observacdo de piolhos
(Columbicola columbae) e, menos frequentemente, de &caros. Trichomonas gallinae var.

columbae também esta descrito. Dermanyssus sp. € comum em galiformes®*.

- Répteis

Em répteis os acaros hematofagos sdo relativamente comuns e os ixodideos (como
Amblyomma) também podem ser encontrados nestes animais, especialmente se provenientes
de captura selvagem. Ivermectina ou selamectina séo eficazes no tratamento. Os ectoparasitas

tornam comum a presenca de hemoparasitas como Haemogregarina, Hepatozoon e Ehrlichia.*®

Quanto a endoparasitas, 0os protozoarios sdao um achado frequente em analises fecais de
répteis, no entanto, a maioria ndo é patogénica. As coccideas (como Eimeria, Isospora)
geralmente sao patogénicas e espécie-especificas, estando descrita uma grande variedade de
espécies em lagartos e cobras, mas também em tartarugas e crocodilos. A associagcdo

trimetropim sulfadiazina parece ser eficaz no tratamento.

Cryptosporidium é bastante comum e especialmente preocupante na criagdo de animais. E

frequente em lagartos e cobras, mas também ja foi descrito em tartarugas marinhas. Em répteis
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ndo é autolimitante e esté associado a elevada mortalidade. Nao existe tratamento efetivo, pelo
que a quarentena de animais e colheita de amostras fecais seriadas (devido a excrecao
intermitente) é essencial para prevencdo® .

Os nematodes sao frequentes quer em animais de captura selvagem, quer em animais criados
em cativeiro. Os mais comuns sdo o0s oxyurideos que nao sdo patogénicos excepto se
presentes em elevada densidade, no entanto, podem ser causa de atrasos no crescimento.
Strongilideos estdo associados a ulceracdo hemorragica severa e perfuracdo da mucosa
gastrointestinal e obstrugdo em cobras e lagartos e ascarideos se presentes em cargas
elevadas também podem provocar ulceracdo e perfuracdo gastrointestinal, especialmente em
cobras. Febendazol e ivermectina sdo eficazes no tratamento de infecdes por nematodes*®.
Nas tartarugas terrestres € frequente encontrarem-se nematodes, jA em tartarugas semi-
aquéticas os parasitas intestinais s&o menos abundantes. E de notar que a ivermectina esta
descrita como sendo neurotéxica em tartarugas, pelo que ndo deve ser utilizada nestes
animais®"%,

Os trematodes sdo frequentes em animais de captura selvagem mas em cativeiro sdo auto-
limitantes ou ndo tém expresséo clinica. Os cestodes geralmente ndo causam doenca clinica a
menos gque a carga parasitaria seja muito elevada, mas podem afetar o crescimento do animal.

Praziquantel é eficaz no tratamento de ambos*®.

2.2.4. Casuistica por classes de animais

Num leque de espécies tdo variado, faz sentido abordar também a casuistica por classes.

Assim, o gréfico 6 espelha a distribuicdo por areas dos casos clinicos de mamiferos.
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Grafico 6 — Distribuicdo por area clinica dos casos clinicos de mamiferos — frequéncia absoluta
(n=144)

As patologias dentarias, em mamiferos, assumem uma posicdo de grande destaque, tendo
sido até mais frequentes que as consultas de medicina preventiva nesta classe. Pela
expressdo que apresenta, a patologia dentaria em coelhos, porquinhos-da-india e chinchilas

serd desenvolvida no subcapitulo 2.2.4.1..

No que respeita as aves, a seguir a medicina preventiva, as patologias infecciosas foram os
casos mais frequentes, logo seguidas das patologias respiratérias e metabodlicas como é

evidente no grafico 7.
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Gréfico 7 — Distribuicao por area clinica dos casos clinicos de aves - frequéncia absoluta (n=77)

A maioria das patologias infecciosas em aves correspondeu a casos de PBFD confirmado ou

suspeito, pelo que o tema sera apresentado no subcapitulo 2.2.4.2..

Na classe dos répteis (Grafico 8), num total de 27 casos, foi acompanhado igual nimero de
casos (6 casos) de medicina preventiva e relacionados com o sistema digestivo, tendo sido os
mais frequentes. Seguem-se, por ordem de frequéncia, os casos dermatolégicos (5 casos),

reprodutivos (4 casos), metabdlicos (4 casos) e respiratorios (2 casos).
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Grafico 8 — Distribuicao por area clinica dos casos clinicos de répteis — frequéncia absoluta (n=27)

27



Os casos classificados como digestivos ndo correspondem necessariamente a uma patologia
digestiva primaria, no entanto as queixas baseavam-se em sintomatologia digestiva. Todos os
casos englobados nessa area clinica incluiram queixas de anorexia, em dois deles foi
diagnosticada estomatite e noutros dois foi diagnosticada, por palpacao, impactacao intestinal.

Estes temas séo discutidos no subcapitulo 2.2.4.3..

2.2.4.1. Patologia dentaria em coelhos, porquinhos-da-india e chinchilas

Os mamiferos exoticos afetados por patologia dentaria foram coelhos, porquinhos-da-india e
chinchilas. Estes animais apresentam uma consideravel predisposicdo para patologia dentaria

que importa abordar.

Os coelhos sédo lagomorfos enquanto os porquinhos-da-india e as chinchilas sao roedores. A
distingéo prende-se com alguns aspetos da sua denticdo: os coelhos séo duplicidentata (isto &,
tém dois pares de incisivos maxilares) e difiodontes (isto é, tém duas denticbes — caduca e
definitiva), enquanto os roedores sdo simplicidentata (ttm apenas um par de incisivos
maxilares) e monofiodontes (com apenas uma denticdo durante toda a vida). No entanto, esta
distincdo ndo traz diferencas relevantes no que respeita a patologia dentaria de lagomorfos e
roedores caviomorfos. Lagomorfos (coelhos) e roedores caviomorfos (porquinhos da india,
chinchilas, degus) néo tém dentes caninos e no lugar destes tém um espaco (diastema) entre
os incisivos e os pré-molares e molares. Os dentes pré-molares e molares sdo semelhantes em
anatomia e funcgéo, pelo que geralmente sdao chamados em conjunto de “cheek teeth”, dentes
da bochecha. Lagomorfos e caviomorfos sdo hipsodontes arradiculares, isto &, possuem a
coroa dentaria muito desenvolvida e ndo tém verdadeiras raizes anatémicas. Ainda que
frequentemente se chame raiz do dente & porcdo de dente sob a gengiva, em rigor estes
animais possuem a coroa clinica (acima da gengiva) e a coroa de reserva (abaixo da gengiva).
A raiz aberta da-se o nome de &pice do dente. Finalmente, coelhos, porquinhos-da-india e
chinchilas ttm em comum uma caracteristica particularmente importante na fisiopatogenia da
patologia dentaria: sao elodontes completos, isto &, todos os seus dentes sdo de crescimento e

erupcao continuos.***

A predisposicdo anatomofisioldgica adiciona-se pelo menos uma das quatro causas primarias:
ma oclusdo congénita (predisposicdo racial em verdadeiros coelhos andes, rara em roedores),
trauma (exemplos: fraturas de incisivos, roer grades), doenca 0ssea metabdlica (reportada em
coelhos, mas ndo em roedores) ou uso insuficiente da denticdo por dieta inadequada. O ponto
em comum € o desgaste insuficiente das coroas clinicas, conduzindo a sobrecrescimento

dentario®¥4%*,
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A causa primaria mais frequente é a dieta ser inadequada, levando a impossibilidade de
desgaste necessario dos dentes. O desgaste dos dentes pré-molares e molares (que sdo 0s
mais frequentemente afetados, apesar dos incisivos serem mais evidentes para o proprietario)
faz-se principalmente a custa de movimentos de lateralizacdo da mandibula durante a
mastigacdo de alimentos fibrosos como o feno. O fornecimento excessivo de racdo, sementes,
fruta, ou alimentos inapropriados em detrimento do feno e vegetais frescos leva ao uso
insuficiente e consequente sobrecrescimento dentario. Os muasculos mastigadores e 0 aumento
de pressdo ao nivel dos dentes da bochecha contrariam o crescimento das coroas clinicas,
levando ao desvio do éapice e sobrecrescimento das coroas de reserva. Os dentes
mandibulares curvam medialmente em direcdo a lingua, enquanto os dentes maxilares curvam
lateralmente, crescendo em direcdo as bochechas. Este fendmeno diminui a superficie de
oclusdo e os movimentos laterais da mastigac&o tornam-se insuficientes. Os animais rejeitam o
feno e procuram alimentos mais faceis de mastigar, diminuindo ainda mais os movimentos de
lateralizacdo da mandibula. A falta de desgaste dos dentes leva a formacédo de espiculas
capazes de provocar Ulceras na lingua (dentes mandibulares) e na mucosa bucal (dentes

maxilares). O desconforto e dor oral levam frequentemente a hiporexia ou anorexia.

Por outro lado, o sobrecrescimento das coroas de reserva leva a deformacéo do 4pice e
perfuracdo do osso cortical. O suporte vascular ao 4pice do dente fica comprometido, levando
a perda de funcdo (os dentes deixam de crescer), fragilidade e propensédo para fraturas. Além
disso 0 aumento do espaco interdentario por desvio e laxitude dos dentes aumenta o risco de
infecdo periapical (possibilidade de osteomielite focal), que frequentemente leva a infecdo dos
tecidos moles, causando abcessos faciais, que constituem a complicagdo mais comum da

patologia dentaria®“%*".

E de notar que o sobrecrescimento de pré-molares e molares com frequéncia conduz a um
prognatismo mandibular funcional, levando a m& oclusao dos incisivos, que por essa razdo se
apresentam sobrecrescidos. Os incisivos mandibulares crescem em direcdo ao labio, enquanto
0s incisivos maxilares tendem a curvar-se em dire¢cdo ao palato. O sobrecrescimento dos
incisivos também afeta as coroas de reserva, podendo causar obstrugdo do ducto nasolacrimal
e lesBes oculares. Ainda que possa ocorrer sobrecrescimento dos dentes incisivos devido a ma

oclusao priméria congénita em coelhos, esta causa é muito menos frequente39’4°'41.

As apresentagdes clinicas mais comuns sdo a diminui¢céo da ingestédo de comida, anorexia ou
disfagia (e consequente sialorreia), sobrecrescimento de incisivos e tumefacdo facial, e

dependem da fase em que se encontra o processo patolégico.

A patologia dentaria adquirida apresenta varias fases que importa identificar no sentido de

estabelecer um progndstico e implementar um tratamento. Numa fase inicial observa-se
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sobrecrescimento das coroas clinicas e os primeiros pré-molares comegam a curvar. Nesta
fase é frequente ndo haver qualquer tipo de sintomatologia, sendo o diagnéstico feito por
observacédo da cavidade oral durante o exame fisico e/ou por imagem radiolégica. Numa fase
um pouco mais avancada a formacdo de espiculas comeca a causar desconforto e,
posteriormente, lesdes na lingua e mucosa oral. Nesta altura podem existir queixas
relacionadas com a ingestdo de alimento como hiporexia e apetite caprichoso, disfagia,
sialorreia, anorexia e perda de peso. Entretanto, o crescimento das coroas de reserva,
deformacéo apical e infecdo periapical resultam em afe¢@o dos tecidos moles envolventes,
podendo aparecer sinais clinicos como tumefagédo facial ventrolateral ou lateral, exoftalmia e

lesbes oftalmicas decorrentes da formacao de abcessos e/ou obstru¢do do ducto nasolacrimal.

Numa fase final ocorre reabsor¢cdo do tecido 6sseo e dentério. Dependendo do numero e
localizacdo dos dentes afetados, os animais podem ser incapazes de ingerir qualquer dos
componentes da sua dieta normal, ficando dependentes de alimentacdo humida (comercial ou

caseira).

As complicagbes diretas mais frequentes sdo infe¢cdes periapicais, osteomielite e abcessos

faciais. Indiretamente, devido a anorexia, € muito frequente a hipomotilidade gastrointestinal

estar associada & patologia dentaria adquirida®****.

Este fendmeno explica que o0s casos
clinicos relacionados com o sistema digestivo se encontrem em terceiro lugar (por ordem de
frequéncia), logo a seguir a patologia dentaria e medicina preventiva. A maioria desses casos

consistiu em hipomotilidade gastrointestinal primaria ou secundaria a problemas de dentes.

A abordagem terapéutica geralmente deve passar por tratamento dentario cirdrgico, associado
a tratamento médico. Em casos de sobrecrescimento ligeiro por uso insuficiente, detetado
precocemente, sem espiculas e sem sintomatologia associada pode optar-se pela introdugéo
ou correcdo das percentagens de incorporacdo de feno na dieta. Se ainda existir um plano de
oclusdo adequado e os animais mantiverem um apetite normal, o incremento de alimento
fibroso (feno) na dieta pode reverter ou, pelo menos, impedir o avanco do sobrecrescimento
dentario. Animais nestas circunstancias devem ser reavaliados com bastante frequéncia

(intervalo maximo de 3 meses) %443,

O tratamento médico adequado a patologia dentaria adquirida consiste em anitibioterapia,
baseada em cultura e TSA sempre que possivel; analgesia, de forma a combater a anorexia
provocada por dor oral; e tratamento de suporte (alimentacdo forcada, fluidoterapia e

tratamento especifico para hipomatilidade gastrointestinal se for o caso).

O tratamento dentario pode incluir reducéo de coroas clinicas e/ou extracdo dentéria, quer de
incisivos, quer de pré-molares e molares. A reducéo de coroas é especialmente Util nas fases
iniciais da patologia dentaria e em animais com doenca 6ssea metabdlica. E possivel limar as

espiculas, permitindo a cicatrizagcdo da mucosa lesada e reduzindo o desconforto oral, e
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restaurar o comprimento e o angulo normal das coroas, aproximando-os o mais possivel do
plano de oclusao normal. Embora ndo permita reverter as alterac6es ao nivel das coroas de
reserva e apices dos dentes, este procedimento reduz a pressdo nos dentes, possibilitando
novamente 0s movimentos laterais de mastigacdo e contrariando alguns passos da
fisiopatogenia descrita, como o “afrouxamento” do dente e a deformagao apical e do 0sso

cortical®®*+*,

A extracdo esta indicada se houver fratura ou luxacéo associada a infecdo periapical ou se
existirem deformac®es profundas dificeis de corrigir apenas por reducdo de coroa num dente
particular. Deve evitar-se a extracdo de dentes da bochecha sempre que possivel, extraindo
um maximo de dois dentes pré-molares ou molares em cada quadrante, recordando que os
dentes opositores ficardo com o seu desgaste comprometido e podem necessitar de corre¢cdes

periédicas.

Casos com afecéo dos tecidos moles envolventes e formacéo de abcessos, exigem, além do
tratamento dentario, com extracdo do dente afetado, tratamento cirdrgico extraoral, incluindo

desbridamento e marsupializacdo do abcesso®***.

2.2.4.2. Doenca do bico e das penas dos psitacideos (PBFD)

A doenca do bico e das penas dos psitacideos (vulgarmente denominada por PBFD, do inglés
Psittacine Beak and Feather Disease) € causada por um circovirus que apenas afeta
psitacideos, particularmente os do “velho mundo” (Austrdlia e Africa), como papagaios-
cinzentos, catatuas, agapornis, loris e periquitos. Alguns psitacideos do novo mundo
(Américas), como papagaios-amazonas, araras € conures, podem ser portadores
assintoméaticos, excretando o virus para o ambiente sem desenvolver doenca. A infecdo pode
dar-se por via aérea (inalacdo), oral (ingestdo) ou por contacto com fomites. Os materiais
infecciosos séo fezes, varias excrecdes e secregdes (como secregdes do papo) ou pé das
penas de animais infetados>"*.

A doenca pode apresentar-se de trés formas distintas: hiperaguda, aguda e cronica. A forma
hiperaguda caracteriza-se por pneumonia, entrite, septicémia, perda de peso e morte, por
vezes leucopenia e necrose hepatica também estéo presentes. Em alguns casos pode ocorrer
morte subita. Esta forma é comum em aves jovens, especialmente em papagaios-cinzentos e

catatuas neonatos.

A forma aguda da doencga esta associada a depressdo (anorexia, estase de papo, enterite e
pneumonia podem estar presentes) e altera¢des distroficas das penas, com progressédo rapida

(80-100% das penas afetadas no espaco de uma semana). Estas alteracdes consistem em

31



perda de penas por muda prematura, necrose e hemorragia dos canhdes das penas. Pode
estar presente anemia ndo regenerativa, com hematdcrito de 14 a 25%.

A forma cronica caracteriza-se por uma distrofia progressiva e simétrica das penas em
desenvolvimento, que piora sucessivamente a cada muda. Pode observar-se penas retidas,
hemorragia do canhdo das penas, penas encaracoladas e constri¢cdo circunferencial do eixo da
pena, levando a necrose. As plumas e as penas de cobertura do corpo sdo geralmente as
primeiras a ser afetadas, enquanto as remiges (penas de voo da asa) primarias sdo afetadas
em ultimo lugar. As aves podem desenvolver alopecia completa e por vezes alteracdes do bico,
como sobrecrescimento e necrose do palato. Frequentemente o0s animais estdo
imunocomprometidos e morrem por infecdo secundaria. Aves que desenvolvem a forma
cronica, geralmente sdo aves que sobreviveram a forma aguda da doenca e desenvolvem uma

infecéo latente que pode demorar anos a expressar sintomatologia novamente®*"*°.

O diagnostico definitivo é feito por PCR em amostras de sangue total, biopsias de pele ou
canhdes de penas recém-retiradas. O teste por PCR também pode ser utilizado para detetar a

presenca do virus no ambiente.

N&o existe tratamento especifico para PBFD. O tratamento com imunoestimulantes (interferdo
aviario tem sido usado com sucesso em fases virémicas iniciais) e tratamento de suporte

podem ajudar. Esta descrita recuperagdo em periquitos, agapornis e loris.

A prevencgdo assume um papel muito importante. O circovirus causador da PBFD é um virus
sem involucro, bastante resistente no ambiente, podendo manter-se viavel durante varios anos.
A desinfecdo do ambiente com hipoclorito de sédio ou iodo a 10% parece ser eficaz na
eliminacéo do virus. E de extrema importancia a testagem por PCR e o isolamento dos animais
afetados e dos que estiveram em contacto com animais afetados. Deve ponderar-se eutanasia,
especialmente em cole¢bes, para evitar a disseminacao do virus. Animais com teste positivo
para PBFD e sem sintomas podem apresentar virémia transitéria, devem ser isolados e
testados novamente ao fim de 90 dias. Nessa altura um teste negativo indica que o animal esta

livre da infecao®**.

2.2.4.3. Anorexia em répteis

Nos casos relacionados com o sistema digestivo, por vezes pela sintomatologia e n&o por
diagnéstico  definitivo, as queixas de anorexia estiveram sempre presentes.

Concomitantemente a anorexia, em dois deles foi diagnosticada estomatite e noutros dois

impactacéo intestinal.
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A estomatite infecciosa € muito frequente em boideos e pitonideos (como a Python regius,
espécie em que foram diagnosticados os dois casos). A patologia apresenta uma fase inicial de
hiperémia da mucosa e petéquias no palato, passando para gengivite com perda de dentes,
edema das mucosas e tumefacdo mandibular, culminando com acumulacdo de pus na
cavidade oral e dispneia em casos severos. A anorexia verifica-se desde fases muito iniciais,
mesmo quando a restante sintomatologia ainda ndo é muito evidente. Pode estar envolvida
uma grande diversidade de agentes infecciosos pelo que esta indicada a cultura e TSA. O
tratamento consiste em lavagens da cavidade oral com antiséticos e antibioterapia sistémica e
local®®.

Os casos de impactacdo gastrointestinal, presumivelmente, estiveram associados a
desidratacdo. A baixa humidade no terrario e as temperaturas reduzidas que diminuem a
atividade dos animais, incluindo o consumo de agua e de alimento podem conduzir a
desidratacdo. A desidratacao ligeira (ou hipohidratacdo, como também é designada por alguns
autores), ainda que tenha sinais clinicos subtis, pode ser suspeitada pela anamnese. Os
répteis ndo possuem ansa de Henle, pelo que ndo conseguem concentrar a urina. Em vez
disso os nefrénios deixam de funcionar e a urina € reabsorvida dos tdbulos distais e trato
urinario inferior até que o equilibrio hidrico seja reposto. As baixas temperaturas levam a uma
diminuicdo da taxa metabdlica que por sua vez diminui a filtracdo glomerular, agravando a
desidratacdo. Por estes factos a desidratagdo € um processo critico em répteis, que deve ser

tido em consideracéo e tratado agressivamente desde as fases mais precoces.

As condi¢cdes ambientais inapropriadas e consequente diminuicdo do metabolismo também
afetam o0s processos digestivos, podendo predispor para impactacdo gastrointestinal. A
impactacéo gastrointestinal também pode ocorrer por parasitismo elevado, sendo importante a

realizacdo de analises fecais regulares e desparasitagdes sempre que exista indicagéo‘”.

A anorexia é um sinal clinico que pode estar presente numa grande variedade de doencas
infecciosas e metabdlicas, condicdes ambientais e de maneio inapropriadas e problemas

comportamentais. As condi¢cdes de maneio inadequadas sdo a causa mais frequente.

Condicdes de temperatura abaixo do adequado para a espécie podem levar a anorexia
sazonal, assim como temperaturas demasiado elevadas sem possibilidade de local para fugir
ao calor. A oferta de alimento inadequado a espécie, de tamanho incorreto ou em localizag6es
ou horérios inapropriados para a espécie também pode levar a falta de apetite (nesse caso o
animal comera se o alimento apropriado estiver presente no local certo durante o seu horario

de atividade). Um ciclo diario adequado e iluminacéo de qualidade sdo importantes.

Além disso os répteis, em geral, necessitam de alimento com menos frequéncia do que os
animais endotérmicos a que as pessoas mais estdo habituadas. A oferta de comida em

quantidade exagerada ou com demasiada frequéncia pode levar a que o animal ndo coma
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simplesmente porque esta saciado. Por outro lado, algumas espécies em cativeiro podem ficar
“cansadas” de uma dieta repetitiva, necessitando de uma dieta mais variada. Maneio alimentar
incorreto com desequilibrios nutricionais, hipovitaminoses e/ou hipervitaminoses podem levar a

doengas metabdlicas e anorexia.

O terrario, os acessorios e a sua disposicdo (exemplo: falta de esconderijos) podem levar a
anorexia. Um animal em condi¢cbes de stress (demasiada exposi¢cdo), com demasiada
manipulagdo, recém-adquirido ou mudado de ambiente ou que ndo se adaptou ao cativeiro
(sindrome de mal-adaptacdo) pode apresentar anorexia. Fatores sociais levam a que animais
dominantes impecam os restantes de comer, pelo que pode ser aconselhavel que vivam ou

sejam alimentados em separado.

Existem ainda casos de anorexia fisioldgica, como € o caso do periodo da muda em muitas
espécies de cobras ou durante processos reprodutivos. FEmeas gestantes, durante ovulacdo e

ovopostura ou a incubar ovos é normal ndo comerem. Machos em atividade reprodutiva

também podem apresentar anorexia temporéria48.

Diminuicdo da alimentacdo e, consequentemente, do aporte energético, conduz a perda de
tecido muscular e adiposo e a desidratagdo (excepto se o consumo de agua for mantido). A
mobilizagdo do tecido adiposo leva a lipidose hepética, patologia que também contribui para

anorexia®.

A anorexia ndo é uma doenga, pelo que o0 seu tratamento deve ser dependente da
determinacdo da causa priméaria. De qualquer modo, um animal debilitado por anorexia
prolongada precisa de ser alimentado, com recurso a alimentacdo assistida ou alimentacéo
entérica (por tubo orogastrico, esofagostomia ou faringostomia). E importante que a
desidratacdo que esta presente na maioria dos casos de anorexia seja corrigida antes de iniciar
0 suporte nutricional. A quantidade (2 a 10% do peso corporal) e tipo de alimento podem variar
bastante com a espécie e as condi¢cdes de debilidade do animal em causa. Em todo o caso,
deve comecar-se 0 suporte nutricional por quantidades pequenas e ir aumentando
gradualmente. Animais em anorexia prolongada, quando sobrealimentados, podem
desenvolver uma condigdo chamada sindrome de realimentacdo, que envolve hipocalémia e

hipofosfatémia, que pode por em risco a vida do animal®*®.

2.3. Colecdao de répteis

O més de marco de 2016, ultimo més do estagio, foi dedicado ao acompanhamento das

atividades desenvolvidas na cole¢éo particular do Dr. Carlos Henriques. A colecdo tem como
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principal objetivo a reproducdo e criacdo de algumas espécies de animais exéticos,

especialmente répteis.

Foram desenvolvidas atividades de organizacdo, como o auxilio na elaboracédo de listas de
animais e outros registos. As atividades relacionadas com o maneio assumem grande
expressdo, incluindo instalacdo de animais, preparacdo de alojamentos (terrarios,
aquaterrarios, etc.), respeitando as condicbes de temperatura, humidade, fotoperiodo,
ambiente (arboricolas, desérticos, aquaticos, etc.) e outras necessidades adequadas a espécie
em questdo. No maneio é também incluido o maneio reprodutivo, como alteracdo das
condi¢cdes ambientais de acordo com a fase do ciclo reprodutivo, colocacdo dos animais em
casais ou grupos de acasalamento, monitorizacdo de posturas, incubacao e eclosédo de ovos.
Foi possivel ainda a colaboragdo na alimentagdo de animais e higiene dos habitats e o
envolvimento nas questdes de sanidade animal, realizando tratamentos preventivos e clinicos,

guando necessario.

No desenvolvimento destas atividades foi possivel contactar com uma consideravel variedade
de espécies, tendo sido dirigida especial atencdo para os animais ectotérmicos (répteis e
anfibios), cujas espécies se encontram listadas a baixo (agrupadas taxonomicamente para
facilidade de compreenséo). A colecdo inclui ainda algumas espécies de mamiferos, como
ourico-pigmeu-africano (Ateleryx albiventris, ver Figura 12), petauro-do-agucar (Petaurus
breviceps), doninha (Mephitis mephitis), rato espinhoso (Neacomys spinosus), ratazanas

(Rattus norvegicus) e ratos (Mus musculus).

Figura 12 — Ouri¢o-pigmeu-africano (Ateleryx albiventris)

E de notar que ndo foram realizadas todas as atividades descritas na totalidade das espécies

listadas. As vérias atividades foram desenvolvidas nas diferentes espécies de acordo com as
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necessidades e rotinas pré-establecidas. As figuras 13 a 21 mostram algumas das espécies
abordadas.
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Lista de Répteis e Anfibios

Classe Reptilia
Ordem Squamata
Subordem Ophidia (serpentes)
Familia Pythonidae
Python
P. regius
P. molurus
Aspidites
A. ramsayi
Morelia
M. viridis
M. spilota
Familia Boidae
Acrantophis
A. dumerili
Epicrates
E. cenchria
Eryx
E. colubrinus
Familia Colubridae
Lampropeltis
L. triangulum
Pantherophis
P. guttatus
Euprepiophis
E. mandarinus
Subordem Lacertilia (lagartos)
Infraordem Iguania
Familia Iguanidae
Iguana
l. iguana
Brachylophus
B. fasciatus
Familia Agamidae
Pogona
P. vitticeps
Moloch
M. horridus
Familia Chamaeleonidae

Chamaeleo

Ch. calyptratus
Trioceros

T. jacksonii
Furcifer

F.pardalis
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Infraordem Gekkota
Familia Gekkonidae
Phelsuma
Ph. madagascariensis
Eublepharis
E. macularius
Familia Diplodactylidae
Correlophus
C. ciliatus
Rhacodactylus
R. leachianus
Infraordem Scincomorpha
Familia Teiidae
Salvador
S. marianae
Infraordem Varanoidea
Familia Varanidae
Varanus
V. acanthurus
V. beccarii
V. exanthematicus

Ordem Chelonii / Testudines
Familia Emydidae

Graptemys
G. pseudogeographica
Pseudemys
P. nelsoni
Familia Kinosternidae
Sternotherus
S. carinatus
Familia Testudinidae
Geochelone
G. sulcata
Agrionemys
A. horsfieldii
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Classe Amphibia
Ordem Anura
Familia Hylidae
Agalychnis
A. callidryas
Familia Dendrobatidae
Dendrobates
D. azureus
D. leucomelas
Familia Ceratophryidae
Ceratophrys
C. ornata
Ordem Caudata
Familia Ambystomatidae
Ambystoma
A. mexicanum
A. tigrinum
Familia Salamandridae
Cynops
C. orientalis

Figura 13 — Piton-carpete (Morelia spilota)



Figura 15 — Iguana-verde (Iguana iguana)
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Figura 18 — Gecko-de-crista (Correlophus ciliatus)
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Figura 19 — Tegu preto e branco gigante (Salvador marianae)

Figura 20 — Axolotl (Ambystoma mexicanum)

Figura 21 — Salamandra-tigre (Ambystoma tigrinum)
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3. Monografia

Neste capitulo pretende-se desenvolver o tema “Inseminagéo artificial em Python regius”,
abordando-se as questdes anatdmicas e fisioldgicas essenciais a compreensédo do aparelho
reprodutivo das cobras, assim como o comportamento reprodutivo e a sua influéncia no maneio
reprodutivo em cativeiro. Os protocolos especificos para reproducao de cobras em cativeiro
dependem bastante da espécie em questdo, pelo que se discutem as condicdes especificas
para a criacdo de Python regius. Sdo ainda abordados métodos de avaliagdo reprodutiva dos
individuos fundamentais para a pratica da inseminacéo artificial, assim como métodos e

técnicas de inseminacéo artificial propriamente dita.

Ao trabalho de revisdo bibliogréfica acrescenta-se a exposicdo de um ensaio prético, levado a
cabo durante o periodo de estagio, que teve como objetivo a inseminacao artificial de trés
fémeas de Python regius. Nesse sentido fizeram-se colheitas de sémen em trés machos a
partir das quais se fez avaliacao de alguns parametros do sémen e se inseminaram as fémeas,
e controlo folicular ecografico de forma a monitorizar as fases do ciclo reprodutivo das fémeas.

Apresentam-se os métodos do estudo efetuado, os seus resultados e respetiva discusséo.

3.1. Inseminacéo artificial em cobras: introducgéo

A herpetocultura € uma area que tem vindo a expandir-se ao longo das Ultimas trés décadas.
Com o crescente interesse em manter répteis como animais de estimacdo e consequente
procura destes animais, tem crescido também o interesse pela sua reproducgéo e criacdo em

cativeiro.

Além da sua cada vez maior importdncia no mundo do comércio de animais exéticos, a
reproducdo de répteis em cativeiro representa uma mais-valia para a conservagdo das
espécies: por um lado, porque os conhecimentos utilizados nesta area podem ser utilizados em
programas de conservacdo e recuperacdo de espécies; mas também porque ajudam a
combater a captura e comércio ilegais de espécimes selvagens, uma vez que aumentam a
disponibilidade de animais provenientes de reproducé@o em cativeiro de forma legal. Na nossa
opinido, as ferramentas da area da reproducdo devem ser utilizadas com responsabilidade e,
preferencialmente, em conjunto com medidas de informacdo, educacdo e sensibilizacdo da
populacdo para as probleméticas da conservacdo, das espécies ameacadas e da manutencao

de espécies em cativeiro.

A Python regius esta entre as espécies mais comummente reproduzidas em cativeiro,
juntamente com as cobras-do-milho, kingsnakes, geckos-leopardo, dragdes-barbudos,
tartarugas-leopardo e tartarugas-de-esporas-africanas e véarias espécies de tartarugas semi-

aquaticas™.
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A inseminacao artificial, por sua vez, pode ser uma mais-valia na reproducdo de cobras em
cativeiro. Esta técnica pode ser uma solucdo para alguns problemas da reproducdo em
cativeiro como a auséncia de coOpulas (por vezes um casal com interesse reprodutivo ndo
apresenta comportamento de corte e cOpula) ou outros problemas com a concecao e risco para
a saude ou até para a vida dos animais em espécies em que o0 encontro e/ou a prépria copula
se possam tornar bastante agressivos.**>

Como para outras espécies de animais, também em répteis e em cobras em particular ha
interesse em manter um banco de sémen, quer para fins de conservacdo de espécies, quer
para fins comerciais. A partilha de genes entre cidades ou paises diferentes sem necessidade
de transporte dos animais, evitando stress e alteracdes das condi¢cdes ambientais, pode ser
outra vantagem da técnica.>

Além do mais, existe uma enorme variedade de espécies de répteis e, em particular, de cobras,
com origem em ambientes muito diferentes e que desenvolveram adaptacdes especificas e
caracteristicas biolégicas muito varidveis. Uma informacédo validada para uma determinada
espécie ou grupo de animais, ndo é necessariamente vdlida para outros, ainda que sejam da
mesma familia, género ou mesmo da mesma espécie numa localizacdo diferente e por isso as
generalizacdes podem levar a erros.>® Nesse sentido, é de extrema importancia cientifica a
realizacdo de trabalhos de investigacdo nestas e noutras areas da biologia destes animais,

para tantas espécies quanto possivel, seja em cativeiro ou em estado selvagem.

3.2. Anatomofisiologia reprodutiva e comportamento reprodutivo das cobras

Para nos dedicarmos ndo s6é a medicina de cobras em geral mas em especial a area da
reproducdo destes animais em cativeiro, recorrendo a inseminacéo artificial ou ndo, é essencial

um conhecimento aprofundado da sua anatomia, fisiologia e comportamento reprodutivos.

E importante ressalvar desde ja que, além de varios pormenores que variam entre espécies,
existe uma diferenca bastante relevante entre oviparidade e viviparidade. Existem cobras
oviparas que no termo da gestacdo fazem uma ovopostura e o final do desenvolvimento
embrionério ocorre no ovo e fora do corpo da progenitora durante o periodo de incubacgédo; e
existem cobras viviparas em que o desenvolvimento embriondrio ocorre na sua totalidade
dentro do corpo da progenitora. Ainda que grande parte da informagdo apresentada seja
aplicavel a ambos os casos, o trabalho de revisdo bibliografica aqui presente é dirigido as
espécies oviparas, como é o caso da Python regius, espécie abordada no ensaio pratico que

sera discutido no decurso do presente trabalho® >*.

O inicio da época reprodutiva é ditado por estimulos externos. Os fatores ambientais que tém
mais influéncia na reproducéo diferem entre espécies. O fator mais comum € a mudanca de

temperatura, ainda que a quantidade de horas de luz também pareca ser bastante importante,
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especialmente em espécies de climas temperados. Por outro lado, em espécies de climas
tropicais o inicio da estacao das chuvas parece ser um estimulo fundamental. Na maioria das
espécies o comportamento reprodutivo comeca na primavera, embora existam algumas

excecodes (exemplo: Boa constrictor e Python molurus).

Além da época do ano adequada, outros fatores parecem ser limitantes para a atividade
reprodutiva. A disponibilidade alimentar ou, mais importante em cobras, a quantidade de
reservas de gordura acumuladas é frequentemente um fator decisivo. Este fendbmeno assegura
que a fémea tenha reservas suficientes para levar a termo a época reprodutiva mesmo sem se
alimentar até ao final da reproducédo. Caso contrario, em muitas espécies a fémea nem sequer
inicia o crescimento folicular. Outro fator que pode ter influéncia em algumas espécies é a
presenca de macho ou até a cépula. Algumas espécies apenas iniciam o crescimento folicular
pré-vitelogénico na presenca de um macho. Ainda que esta fase seja precoce para a
fecundacéo, evita a mobilizacdo de energia para a vitelogénese sem que haja a possibilidade

de fertilizaggo>**°.

A reproducdo é um processo extremamente exigente em termos energéticos (mais de 40% da
massa corporal da fémea é utilizada na reproducdo) e, ndo sendo indispensavel a
sobrevivéncia do individuo, se as condi¢cbes ndo forem ideais a energia é utilizada para o

préprio metabolismo em detrimento da vitelogénese e restantes processos reprodutiv0354.

Os estimulos ambientais controlam a reproducdo por mediacdo da glandula pineal e sistema
hipotalamo-hipéfise que alteram as hormonas em circulagdo. A produgcdo de melatonina pela
glandula pineal é a principal responséavel pela regulagédo do ciclo circadiano. A melatonina é
segregada durante a noite. Assim, a quantidade de horas de luz dita a quantidade de
melatonina produzida. No inverno, quando os dias sdo mais curtos a produgdo de melatonina é
maior, enquanto no verdo a producdo diminui devido ao aumento de horas de luz. A diminuigédo
da producdo de melatonina estimula o hipotdlamo a produzir GnRH (hormona libertadora de
gonadotrofina) que estimula a hipéfise a produzir LH (hormona luteinizante) e FSH (hormona
foliculoestimulante). Estas hormonas véo induzir o inicio da atividade reprodutiva tanto em
machos como em fémeas. A intervencdo destas hormonas no aparelho reprodutivo do macho e

no ciclo ovarico da fémea é discutida a frente®>.

3.2.1. Aparelho reprodutivo do macho

Os testiculos estao localizados dorsomedialmente na cavidade celémica, entre o pancreas e 0s
rins, situando-se o testiculo direito cranialmente ao esquerdo. O testiculo direito esta ao lado da

z

veia cava caudal e é suprido por ela por meio de pequenas vénulas, enquanto a gonada
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esquerda tem suprimento sanguineo proprio e esta intimamente relacionada com a glandula
adrenal esquerda. As génadas masculinas sao ovoides e constituidas por um aglomerado de
tubulos seminiferos, células intersticiais e vasos sanguineos, instalados numa matriz de tecido
conjuntivo. Os testiculos, estimulados pela FSH e LH, produzem espermatozoides e segregam
hormonas sexuais que influenciam o comportamento reprodutivo e o0s caracteres sexuais
secundarios (quando presentes). O tamanho dos testiculos varia ao longo do ano, em fungéo

da atividade sexual.

Os machos possuem um segmento sexual na metade caudal do rim que também aumenta de
tamanho durante a época reprodutiva e produz secre¢es que sao transportadas até a cloaca
onde se misturam com os espermatozdides, contribuindo para o fluido seminal. As cobras néo

possuem epididimo®*>*°°,

O 6rgao copulatédrio das cobras é composto por dois hemipénis localizados na base da cauda.
Os hemipénis originam-se lateralmente a cloaca e permanecem invertidos caudalmente a
mesma por acdo do musculo retrator dos hemipénis. Sado érgdos em forma de saco cego, nas
suas paredes proliferam vasos sanguineos e linfaticos, e apresentam um sulco seminal. Os
ureteres ndo tém relagdo com os hemipénis, desembocando diretamente na cloaca.
Dorsalmente aos hemipénis localizam-se as glandulas anais bastante desenvolvidas. O
musculo retrator estende-se desde as vértebras caudais até a extremidade e laterais de cada
hemipénis. Os 6rgdos copulatorios, masculo retrator e grandulas anais sdo envolvidos pelo
musculo propulsor maior. No momento da cépula, o hemipénis fica engurgitado e o musculo
propulsor maior contrai, provocando a everséo e exteriorizacdo do hemipénis. Apds a copula o

musculo retrator contrai, de forma a retrair e inverter o hemipénis novamente®***.

3.2.2. Aparelho reprodutivo da fémea

Nas fémeas os ovarios tém uma localizagao equivalente a dos testiculos nos machos, sendo o
suprimento sanguineo providenciado ao ovario direito e esquerdo semelhante aquele que é
observado para as génadas masculinas. O ovario direito, além de mais cranial, também é mais
desenvolvido. Em algumas espécies o ovario esquerdo pode ser rudimentar ou nao se

desenvolver de todo, nesse caso também s6 existe um oviduto.

Os ovarios apresentam a forma de um saco com a superficie coberta por foliculos e séo
constituidos por células epiteliais, tecido conjuntivo, nervos, vasos sanguineos e células
germinativas embutidas numa tunica elastica. A aparéncia varia de acordo com a fase da
oogénese: 0 ovario inativo tem um aspeto pequeno e granular, enquanto o ovario ativo tem
aspeto de um grande saco lobular preenchido por foliculos vitelogénicos de forma esférica. As

go6nadas femininas produzem gametas femininos e estrogénio.
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Os ovidutos s@o compostos de infundibulo, trompa uterina, istmo, Utero e vagina, nao existindo
Utero verdadeiro. Os ovidutos desembocam diretamente na cloaca através da papila genital. A
funcdo do oviduto é transportar os foliculos e segregar albumina, outras proteinas e calcio

durante a formac&o do ovo®**,

Ciclo ovérico

A atividade ovarica é composta de diferentes fases. Enquanto ndo existem estimulos externos
gue desencadeiem a atividade reprodutiva, ndo ha desenvolvimento do ovario nem do oviduto

e a este periodo de inatividade ovarica da-se a denominacéo de fase guiescente.

Quando se inicia a época reprodutiva, o aumento da concentracdo de hormona foliculo-
estimulante (FSH) estimula o desenvolvimento e crescimento folicular. Esta fase denomina-se
de pré-vitelogénica e aos foliculos em crescimento ainda sem deposi¢do do vitelo da-se o

nome de foliculos pré-vitelogénicos.

Entretanto, a hormona luteinizante (LH) em circulagdo provoca um aumento da producéo de
estrogénios que, por sua vez, vao estimular a vitelogénese e, por feedback positivo, a produgéo
de LH. Durante a fase vitelogénica ocorre a hipertrofia dos ovarios e ovidutos. Sob a influéncia
dos estrogénios, o figado converte os lipidos armazenados nos corpos de gordura em vitelo,
que é transportado pela corrente sanguinea até ao ovario maduro onde é absorvido pelos
foliculos. Os foliculos maiores e mais maduros revestem-se de uma grande quantidade de
vitelo, sendo o0 ovo maduro 10 a 100 vezes maior que o foliculo pré-vitelogénico. Por efeito dos
estrogénios é também estimulada a mobilizacdo de calcio dos ossos para a circulagao
sanguinea. O célcio em circulagdo € incorporado no vitelo e utilizado na formagao da casca do
ovo. Os niveis plasmaticos de célcio e de lipidos apresentam-se fisiologicamente aumentados

durante a vitelogénese.

A concentragdo de LH, que entretanto aumentou até ao seu pico maximo, provoca a ovulacao.
ApOs a ovulacdo existe pouca transferéncia de nutrientes entre a mae e os foliculos. A
gestacdo consiste no conjunto de processos que ocorrem desde a fecundagdo até a
ovopostura. Ocorre entdo a deposicdo de albumina e a formacdo da casca, assim como uma
fase inicial do desenvolvimento embrionario. O foliculo pés-ovulatério passa a denominar-se
ovo apos a deposicdo de albumina e casca no oviduto. Entretanto, apés a ovulacdo, ocorre a
formacdo dos corpos lateos, que mantém a gestacdo e inibem a ovopostura, através da

producéo de progesterona.

Quando o corpo luteo regride, a arginina vasotocina induz a contragdo da musculatura lisa do

oviduto (regulada por prostaglandinas), provocando a ovopostura®*°***,
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3.2.3. Comportamento reprodutivo e Maneio reprodutivo em cativeiro

A maturidade sexual estd mais relacionada com o tamanho e peso corporal do que com a
idade. Em cativeiro os cuidados de maneio e a dieta podem diferir bastante, tornando a idade
de maturidade sexual bastante variavel (de 1,5 a 10 anos). No entanto, a idade média de
maturidade sexual em cobras é entre 2 e 3 anos. O tamanho ao atingir a maturidade sexual
também depende da espécie em questédo, pelo que ndo existe um comprimento ou um peso de
referéncia que possa ser generalizado. De qualquer modo, tendencialmente as espécies
maiores e com maior longevidade atingem a maturidade mais tarde>*>*.

O comportamento de acasalamento é iniciado pela corte. O macho movimenta-se sobre a
fémea e enrola a cauda em volta da cauda da fémea. Se a fémea estiver recetiva levanta a
cauda e dilata a cloaca. Um dos hemipénis é evertido e inserido na cloaca da fémea. A copula
pode durar de 2 a 20 horas. O 6rgéo copulatério possui estrias e espiculas que possibilitam a
aderéncia a cloaca da fémea por grandes periodos de tempo, sendo posteriormente removido
por acdo do musculo retrator do hemipénis. Durante multiplos encontros o macho pode usar

alternadamente o hemipénis esquerdo e direito®.

Nos répteis a fecundagdo € sempre interna, no entanto, em muitas espécies de cobras a fémea
tem a capacidade de armazenar sémen no oviduto, onde fica armazenado até existirem
condicdes ideais para a reproducéo. A fecundacéo dar-se-4 quando os foliculos vitelogénicos
descerem ao oviduto. O sémen pode ficar armazenado por meses ou anos, 0 que explica a
ocorréncia de posturas férteis na auséncia de macho. Pode acontecer que uma fémea acasale

numa época reprodutiva e s6 se reproduza na época seguinte®>>*®.

Em muitas espécies, as fémeas fazem uma muda (ecdise) apds a ovulagéo e antes da postura,
0 que possibilita a previsdo da data da ovopostura. Algumas cobras produzem mais do que
uma ninhada por ano, mas 0 mais comum € a existéncia de apenas uma postura por época

reprodutiva.

O comportamento maternal quer em relacdo aos ovos quer em relagdo as crias é, em geral,
bastante reduzido e ndo parece ser essencial para a sobrevivéncia da ninhada. Em muitas
espécies as fémeas enrolam-se ao redor dos ovos até a eclosdo providenciando protecéo
contra predadores e regulacdo das condicdes de temperatura e humidade. O mais frequente é
as fémeas deixarem os ovos de dia enquanto as temperaturas s8o mais elevadas e
regressarem a noite para providenciar isolamento térmico enrolando-se a volta dos ovos de
forma a perda de calor ser menor. Algumas espécies como Python molorus, conseguem gerar
um aumento da temperatura pela contracdo espasmaédica dos musculos ao redor da ninhada

de ovos. Este comportamento € uma particularidade de poucas espécies e é possivel incubar
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artificialmente com sucesso os ovos destas espécies. Em cativeiro, pode optar-se por deixar a
fémea incubar os ovos mas a pratica mais comum € retirar os ovos a fémea apo6s a postura

para uma incubacéo artificial, com condicdes de temperatura e humidade controladas®*>*.

Os ovos das cobras sdo revestidos por uma casca impermeavel a agua, mas ndo ao ar, e
possuem trés membranas internas. A membrana amniética € a mais interna, envolvendo o
embrido. A mais externa, que reveste o interior do ovo junto a casca, € a membrana coriénica.
Entre estas duas situa-se a membrana alantéide, para onde sédo excretados os dejetos ao
longo do desenvolvimento embrionario. A casca do ovo tem funcdo de protecédo e serve como
fonte de célcio para o embrido. Os ovos das cobras tém a casca mole. Quando estédo prontas
para eclodir as crias usam um dente modificado (dente do ovo) para abrir caminho através da

casca™**,

Em cobras, ao contrario de alguns outros répteis, existe determinacdo genotipica do sexo do
embrido, isto é, o sexo é determinado pela informagéo genética primariamente contida nos
cromossomas sexuais. A alternativa a esta realidade é a determinagdo do sexo dependente da
temperatura de incubacdo dos ovos, como acontece em muitas espécies de tartarugas ou em
geckos-leopardo. Por outro lado, e contrariamente ao que acontece nos mamiferos em que as
fémeas possuem um par de cromossomas sexuais XX e os machos tém XY, nas cobras o sexo

heterogamético (ZW) séo as fémeas enquanto os machos sdo homogaméticos (ZZ)54.

3.2.4. Python regius

z

A Python regius, também conhecida por piton-real ou piton-bola, € uma cobra da familia
Pythonidae, ndo venenosa e constritora (ver figura 22). Atingem geralmente os 100 a 140cm,
embora possam raramente atingir os 150 a 180cm. As fémeas tendem a atingir a maturidade
sexual entre os 120 a 140cm, enquanto os machos sdo mais pequenos e atingem a maturidade
aos 90 a 110cm. Esta espécie é originaria de Africa, da zona do equador ou muito perto, sendo
portanto considerada de clima tropical. Pode ser encontrada em paises como o Senegal, Mali,
Guiné-Bissau, Guiné, Serra Leoa, Libéria, Costa do Marfim, Gana, Benim, Nigéria, Camardes,
Chade, Sudao, Uganda e a Republica Centro-Africana. As temperaturas ideais para a piton-
real sdo de 30 a 32°C na zona quente e entre 0s 25 e 0s 27°C na zona fria. A humidade relativa

deve ser superior a 50%, sendo que a humidade 6tima é entre 55 e 60%°".
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Figura 22 — Python regius, morph: normal.

Ainda que atualmente se produzam em cativeiro uma grande variedade de espécies de répteis,
a realidade é que os protocolos mais atuais de reproducdo das diferentes espécies
permanecem relativamente confidenciais. Diversos dados bioldgicos sdo conhecidos e estdo
publicados, quer pela area da biologia, quer da medicina veterinaria. No entanto, os criadores
de répteis frequentemente comecam as suas criagdes como hobby e os protocolos utilizados
resultam de conhecimento empirico e de troca de informa¢c6es numa comunidade que é

relativamente fechada.

Diversos criadores de Python regius sdo conhecidos no mundo da herpetologia e dos amantes
desta espécie em particular. Contudo, ndo existem informacgdes oficiais disponiveis sobre o
namero ou identidade desses criadores. Foi realizado um contacto com o ICNF no sentido de
conhecer o numero de criadores registados em Portugal; no entanto n&o foi obtida resposta até
a data de conclusdo do presente trabalho. O site “world of ball pythons”, dedicado
especialmente as diferentes morphs (apresentacdes fenotipicas; mutagcbes) de P. regius, esta
entre as plataformas digitais com mais informac&o sobre a espécie e com maior popularidade a
nivel mundial. Ainda que claramente incompleto, pois estes nimeros correspondem apenas
aos criadores inscritos no site, apresenta-se um total mundial de 1305 criadores de Python
regius, sendo que os Estados Unidos da América contam com 595 criadores, a Alemanha com
136, a Inglaterra com 113, Franga com 41, Holanda com 36 e a Italia com 29. Estes numeros
sdo meramente indicativos e ndo refletem a realidade. Por exemplo, em Portugal s6 esta

registado no site um criador, no entanto s&o conhecidos varios no pais®’.

Para reproducéo de P. regius em cativeiro devem ser respeitadas algumas condi¢cbes de

maneio reprodutivo adequadas a espécie, ainda que os protocolos possam variar.
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Sendo os estimulos ambientais fatores importantes na regulacéo da reproducéo, faz sentido
que para tentar reproduzir animais em cativeiro se procure mimetizar essas condicées. Uma
sugestdo de maneio reprodutivo para a Python regius é baixar gradualmente a temperatura
ambiente em dezembro para uma temperatura diurna maxima de 28°C e noturna minima de
24°C, com uma zona quente a temperatura constante entre os 29 e 32°C e fazer uma transicédo

gradual de 15 horas de luz no ver&o para 9 horas de luz no inverno®.

A esta diminuigdo da temperatura da-se a denominagdo de arrefecimento sazonal. Ainda que
para algumas espécies de cobras de climas temperados a mudanca de temperatura e,
inclusivamente a brumacao, parecam ser um estimulo essencial para que a reproducao ocorra,

0 mesmo nao acontece com Python regius.

Embora a alteragdo da temperatura noturna possa ter alguma influéncia, é de notar que P.
regius é originaria de zonas tropicais na regido do equador, onde as varia¢des de temperatura
sdo suaves e o numero de horas de luz praticamente ndo varia ao longo do ano. E com base
nesta justificagdo que alguns criadores defendem a manutencdo da temperatura constante ao
longo de todo o0 ano e nédo fazem ciclos de luz. Ambos os protocolos parecem ser efetivos na
reproducéo da espécie®®.

E de referir que a diminuicdo da temperatura e do nimero de horas de luz estimulam uma
reducdo no metabolismo que vai também diminuir a agdo do sistema imunitario e digestivo. Por
este facto é frequente animais, com patologia subclinica ndo diagnosticada, apresentarem-se
clinicamente doentes apés o arrefecimento sazonal. Assim, geralmente ndo se aconselha o
arrefecimento sazonal em cativeiro e quando se recorre a sua utilizagédo para fins reprodutivos
deve assegurar-se antecipadamente que 0s animais se encontram em perfeitas condi¢ces de

salde.

Sugere-se o fornecimento de maior quantidade de alimento (com maior frequéncia e/ou
alimento mais pesado) no final da primavera, verdo e outono e baixa-lo gradualmente em
simultaneo com a diminuicdo das horas de luz®®. Contudo, diversos criadores parecem manter
a quantidade e frequéncia de alimentacdo enquanto os animais aceitarem o alimento. Se um
meétodo pretende mimetizar um estimulo ambiental, o outro parece privilegiar a manutencao do
aporte energético. A reproducdo estad associado um enorme consumo das reservas
energéticas, pelo que o fornecimento de alimento durante o periodo reprodutivo ajuda a reduzir
a perda de condi¢do corporal da fémea. Por outro lado, é de notar que a sobrealimentacao e
obesidade também tém efeitos negativos na reproducédo e na saude geral do animal, pelo que
devem ser evitadas®>®°.

Com o objetivo de proporcionar a ocorréncia de copulas naturais devem juntar-se 0s casais ou
grupos de reproducdo desde o final de dezembro até marco. Estdo descritos pelo menos dois

métodos diferentes. Pode introduzir-se um macho com cinco fémeas e deixar o grupo junto
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continuamente durante todo o periodo de acasalamento ou pode introduzir-se um macho para
uma fémea semanalmente, deixando sempre trés dias de intervalo entre acasalamentos,
também durante todo o periodo®®.

A ovulacdo ocorre, geralmente, de meio de marco a abril, frequentemente 6 a 30 dias depois
da Ultima c6pula, e pode durar cerca de 24 horas. A muda pds-ovulatéria ocorre, em média, 20
dias depois da ovulacdo e auxilia na previsdo da ovopostura que ocorre geralmente 24 a 34
dias ap6s a muda poés-ovulatoria (média 28 dias). A postura frequentemente ocorre a noite e

dura cerca de 24 horas.

As fémeas pdem em média 6,5 (1 a 11) ovos por ninhada e enrolam-se a volta dos ovos para
os incubar. Os ovos podem ser incubados artificialmente em vermiculite entre 30 a 32,8°C e a
eclos&o ocorre em 53 a 60 dias (média 57). E expectavel um ganho de peso dos ovos de 10 a
40%,

3.3. Avaliacdo Reprodutiva

Para que os animais se reproduzam, quer por cépula natural, quer por inseminagéo artificial, é
fundamental que se encontrem em boas condigbes de salde. Nesse sentido, é essencial
examinar 0s animais no inicio da época reprodutiva de forma a avaliar a sua aptiddo para a

reproducao.

Na avaliacdo reprodutiva a anamnese ndo perde a sua importancia e deve procurar conhecer-
se as condigcbes ambientais a que os animais estdo sujeitos, o alojamento em que se
encontram e o tipo e a frequéncia da alimentacdo. Mas de uma forma geral, quando
trabalhamos em colecdes de criadores experientes estas condigbes sdo bastante controladas,
ganhando mais importancia no trabalho com principiantes ou proprietarios de animais de

companhia que pretendem reproduzir 0s seus animais.

O exame fisico deve ser completo e metédico (por exemplo, de cranial para caudal), avaliando
todos os sistemas e drgdos, com especial aten¢do aos olhos, narinas, palpacdo abdominal,
avaliacdo da condigdo corporal, determinacdo sexual e exame da cloaca. Ainda que a visédo
nao seja o sentido mais apurado em cobras, em algumas espécies podem existir pistas visuais
para iniciar o comportamento de corte ou a cépula, pelo que o exame oftdlmico pode ser
relevante. A avaliagdo das narinas € extremamente importante, ndo s6 por que narinas
obstruidas podem prejudicar o olfato, bastante importante para o comportamento sexual, mas
também porque as secre¢fes nasais podem indicar afecdes mais severas como doenca
respiratéria ou estomatite. A avaliagdo da cavidade celdbmica é essencial; por palpacdo
abdominal é possivel investigar a condicdo dos corpos de gordura, reserva energética

essencial a reproducgdo, eventuais foliculos em desenvolvimento e presenca de material
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reprodutivo remanescente (ovos retidos), de fezes ou uratos (possiveis impactacdes). O exame
da massa muscular e 0 peso permitem avaliar a condicdo corporal das cobras. Animais com

baixa condicdo corporal sdo maus candidatos a reprodutores®®.

A determinacdo ou confirmacdo do sexo dos animais e a sua correta identificacdo séo
determinantes no sentido de ndo serem cometidos erros na formacéo de casais ou grupos de
reproducdo. A sexagem de cobras pode fazer-se utilizando varios métodos, sendo os mais
comuns 0s caracteres sexuais secundarios, sondagem e exteriorizacdo dos hemipénis. O
dimorfismo sexual é geralmente subtil em cobras, no entanto pode avaliar-se o tamanho total
do animal, a distancia da cloaca a base da cauda, o nimero de escamas ventrais totais e o
namero de escamas subcaudais, assim como a presenc¢a e tamanho dos espordes pélvicos em
boideos e pitonideos. A sondagem consiste na introducdo de uma sonda na cloaca em dire¢éo
caudal de forma a testar a presenca de hemipénis através do comprimento da por¢édo da sonda
introduzida. Nos machos a sonda entra no limen dos hemipénis evertidos possibilitando maior
penetracdo da sonda do que nas fémeas. A exteriorizagdo dos hemipénis confirma que
estamos na presenca de um macho, no entanto este método pode ndo ser viavel em animais
adultos e/ou muito grandes e musculados®***®,

A avaliacdo da cloaca é bastante importante, uma vez que € a regido corporal diretamente
envolvida na cépula e na inseminacdo artificial. Devem ser descartadas a inflamacéo da
cloaca, a impactacéo das glandulas anais, a impactagéo fecal ou por uratos e quaisquer outras

afecBes da cloaca que possam impedir ou diminuir o sucesso da reprodugéo58.

Exames complementares podem trazer informacé&o importante, pelo que se pode colher sangue
para hematologia, bioquimica sanguinea e, eventualmente, microbiologia e analisar amostras
fecais para pesquisa de parasitas intestinais. A radiografia pode ser (til para avaliar a presenca
e dimensdo dos corpos de gordura celémicos em machos e fémeas e pode, eventualmente,
revelar material reprodutivo remanescente (ver Figura 23). No entanto os ovos das cobras nao
sdo demasiado mineralizados, pelo que a ecografia se mostra mais eficaz nesta avaliacdo. A
ecografia tem especial interesse na avaliagdo reprodutiva das fémeas (ver 3.3.1.), para detegéo
de material reprodutivo remanescente e no controlo folicular. Pode ser utilizada para a
avaliacdo dos corpos de gordura em fémeas e machos. Outro método complementar que pode
ser utilizado é a endoscopia cloacal, para uma avaliagdo mais cuidada da cloaca, urodeu e
papilas genitais. Este método possibilita ainda a colheita de amostras para cultura e TSA,

citologia ou biopsia™.
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A B

Figura 23 — Imagem radiogréafica de cobra com retengéo de ovos. A- projecdo dorso-ventral; B —
projecdo latero-lateral esquerda.

3.3.1. Fémea

Na avaliacéo reprodutiva da fémea, além da anamnese e exame fisico geral referidos no

capitulo anterior, o controlo folicular ecografico pode ser uma grande mais-valia.

A ecografia € um método néo invasivo de grande valor na examinacdo do trato genital das
fémeas. Os ovarios encontram-se entre os 6rgdos mais bem visualizaveis por ecografia, sendo
possivel identificar o ovario, mesmo se inativo. Além de estar indicada para determinag¢éo do
sexo do animal (sexagem) e da maturidade sexual, a ecografia do trato reprodutivo providencia

informacao relevante sobre a fase do ciclo ovarico dos animais.

Para realizar ecografia em cobras pequenas, geralmente uma sonda linear de 7,5 ou 10 MHz é
adequada. Em animais muito pequenos, a colocacao do animal dentro de 4gua pode facilitar a
obtencdo de imagens de qualidade. A contencdo de cobras é geralmente simples e ndo é
necessario o recurso a sedacgdo (excepto em animais muito ativos ou agressivos). Pode
recorrer-se ao decubito dorsal, contudo o posicionamento em decuUbito esternal torna a
contengdo mais facil, por ser mais confortdvel para o animal, e mantém os 6rgdos na sua
posicao fisioldgica®"®*.

Para identificacdo do ovério, a vesicula biliar pode ser utilizada como marcador. Quando a
sonda € colocada a cerca de trés quintos do corpo da cobra (direcdo cranio-caudal), observa-
se uma grande esfera anecogénica (vesicula biliar) e o ovario direito encontra-se logo

distalmente a vesicula biliar e o esquerdo distalmente ao direito (ver Figura 24).
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Figura 24 — Posicionamento em decuUbito esternal, colocacdo da sonda a cerca de trés quintos do
corpo da cobra.

Animais com crescimento folicular sdo geralmente identificados rapidamente e podem ser
classificados como pré-vitelogénicos ou vitelogénicos, avaliando o tamanho e a ecogenicidade
dos foliculos ovéricos. Os foliculos pré-vitelogénicos sdo redondos e anecogenicos ou
hipoecogénicos, sdo pequenos (com 6 a 20mm) e geralmente apresentam-se agrupados em
forma de cacho. Os foliculos vitelogénicos pré-ovulatérios também sdo redondos e agrupados
em cacho, mas o didmetro é maior e sdo mais ecogénicos. Os foliculos pds-ovulatérios sédo
mais alongados e apresentam-se geralmente em linha, ocupando toda a metade caudal do
corpo da cobra. Estes foliculos apresentam o centro hipoecogénico (vitelo) e a camada exterior
hiperecogénica. Com experiéncia é possivel detetar a formagéo da casca. Os ovos com casca
formada ou em formacédo séo visualizaveis através de ecografia, pois nestes animais a casca €

pouco calcificada e contém muita 4gua, pelo que a reflecdo acustica ndo é total.

A ecografia do trato genital feminino esta ainda indicada quando existe suspeita de quistos
ovaricos ou altera¢gfes da formacéo dos ovos ou postura (estase folicular e retengdo de ovos),

ou de infecso ou tumor®*®%2,

3.3.2. Macho

Na avaliagdo reprodutiva do macho, além do referido em 3.3., a avaliagdo dos hemipénis,
quando possivel, é importante. Por vezes a acumulacdo de secre¢cdes, esperma e mudas de

pele pode originar a formagéo de rolh6es nos hemipénis. Estes rolhdes podem secar e ficar
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retidos, inibindo a reproducdo. A inspecdo e limpeza dos hemipénis com remocao destes

rolhdes devem ser realizadas no inicio e durante a época reprodutiva®®.

Outros parametros da avaliacdo reprodutiva especificos do macho incluem a avaliagdo do
sémen. Contrariamente ao que acontece com as fémeas, os métodos de avaliagdo reprodutiva
especificos do sexo masculino, nomeadamente com recurso a colheita de sémen, ndo sao
rotineiramente utilizados. Contudo, a colheita de sémen é um procedimento essencial, quer a

inseminacao artificial, quer a avaliacdo do sémen.

Diferentes métodos ja foram descritos para colheita de sémen em cobras. O mais simples
consiste apenas na massagem do terco caudal do corpo do animal, no entanto este método
esta associado a bastante contaminagéo do sémen com fezes e uratos. Outro método, utilizado
primeiramente por Mengden et al. (1980) mas que tem vindo a ser referido em varias
publicacdes mais atuais, consiste na massagem digital da regido ventral do terco caudal do
animal e colheita do sémen diretamente da cloaca com o auxilio de uma seringa. Este método
parece promover a obtencdo de amostras menos contaminadas. De forma a diminuir ao
maximo a contaminacdo, esta descrita a compressdo do abdémen em dire¢édo cranio-caudal
com a intencdo de eliminar fezes e uratos da cloaca e posterior lavagem com solugéo salina.
Zacariotti (2007) propds a utilizac@o deste método mas recorrendo a anestesia local da regido
da cloaca. A anestesia local com lidocaina a 1% parece produzir o relaxamento da cloaca com

exposicdo da papila genital facilitando a colheita e reduzindo a contaminacéo.

Por outro lado, e porque estdo descritas alteragfes do ejaculado em animais anestesiados,
Tourmente (2007) ndo concorda com a utilizagdo de anestesia e propde a colheita de sémen
através da exteriorizagdo dos hemipénis com o auxilio de uma sonda de plastico. Também
Mattson et al. (2007) provocaram a ejaculacdo apos eversdo dos hemipénis recorrendo apenas
a massagem digital, de forma semelhante & descrita primeiramente®®2%%,

Foi ainda descrita a colheita de sémen em cobras recorrendo a eletroestimulacéo seguida de
massagem digital da regido ventral, mas a contaminagéo foi frequente e esta técnica néo
parece ter vantagens relativamente as anteriores. A colheita de sémen diretamente dos ductos
deferentes de machos previamente eutanasiados também esta descrita, no entanto este

meétodo ndo serve o propdsito da maioria dos projetos que envolvem a colheita de sémen®’.

Poucos estudos foram feitos relativamente a avaliacdo do sémen de répteis e, em particular, de
cobras. Assim, tém sido aplicados genericamente 0os mesmos principios que se aplicam para
outras espécies animais. Contudo, todos os parametros de avaliacdo do sémen que se
descrevem em seguida foram ja relatados em cobras. Diversos parédmetros podem ser
avaliados numa amostra de sémen e muitos séo utilizados rotineiramente em avaliacdes de

outras espécies animais. Nenhum dos parametros avaliados no espermograma pode, por si s0,
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predizer a fertilidade de um macho, no entanto, em conjunto possibilitam fazer uma estimativa
bastante precisa da qualidade do sémen*®,

Para uma primeira avaliacdo macroscépica do sémen, que deve ser feita imediatamente apés a
colheita, os paradmetros mais referidos na literatura sdo o volume e a cor. Os principais
pardmetros microscopicos a ser avaliados sdo a concentracdo, a motilidade, o vigor ou

motilidade progressiva e a morfologia espermatica®®>%,

Geralmente, para a avaliagdo dos parametros microscépicos faz-se uma diluigdo prévia da
amostra obtida. A diluicdo é particularmente necessaria em cobras, por um lado porque o
sémen destes animais apresenta concentracées muito elevadas, por outro, devido ao diminuto
volume das amostras obtidas, a diluicdo aumenta o volume da amostra possibilitando a
realizagcdo de maior quantidade de exames e/ou inseminagbes, se for o caso. A melhor
proporcao de diluicdo dependera da concentra¢do da amostra colhida, que pode ser estimada
através de uma avaliacdo rapida da concentracdo aparente. De qualquer forma, a diluicdo de
1:500 tem sido usada com sucesso por diversos autores. Diferentes diluidores podem ser
utilizados para diluir sémen de cobras com aparente sucesso. Esta descrita a utilizacdo de
meios de cultura de células, como o M199 e o Ham’s F10, ou solu¢des tampé&o, como PBS
(tampéo fosfato salino, do inglés phosphate-buffered saline) ou solucdo TL-Hepes (solugéo
comercial contendo o tampao de origem sintética Hepes - acido N-(2-hidroxietilo)-piperazina-N'-

2-etanesulfénico)®.

A concentracdo espermética pode ser determinada através de contagem em camara de
Neubauer ou, se possivel, por espetofotometria. Os restantes pardmetros microscépicos
podem ser avaliados por observacdo através de microscopia 6tica. A motilidade consiste na
percentagem de espermatozoéides com mobilidade, enquanto o vigor ou motilidade progressiva
avalia a quantidade de espermatozéides com movimentos progressivos e geralmente é
avaliada numa escala de 0 a 5 ou de 1 a 5, desde a auséncia de movimento até a existéncia de
movimentos progressivos muito rapidos. Através do recurso a gravacao em video das imagens
obtidas no exame microscoépico e posterior utilizacdo de software especifico de tratamento de
imagem, esta também descrita a avaliagdo de parametros como a velocidade linear, velocidade

curvilinea, linearidade e padrdo de movimento®>%*%,

A morfologia espermatica pode ser avaliada em esfregaco direto, mas frequentemente recorre-
se a coloragBes (por exemplo, eosina-nigrosina). Com esta avaliacdo pretende-se detetar
defeitos na morfologia dos espermatozoides, ao nivel da cabeca, peca intermédia ou cauda.
Para uma avaliacdo menos subjetiva deve ser quantificado o nimero de defeitos em cada um
dos componentes e 0 numero de defeitos total. Podem ainda, com recurso a fotomicrografia,
ser determinadas as medidas das varias componentes do espermatozoide. Outras avaliages
possiveis séo a integridade acrossomal, com recurso a coloracéo simples de acrossoma, e a

integridade da membrana celular, com recurso a coloragdo eosina-nigrosina (esta avaliagao
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permite a distingdo entre espermatozéides vivos e mortos, podendo apresentar-se esse

resultado em percentagem).**®

3.4. Inseminacéo Artificial — Procedimento

O estudo de técnicas de reproducéo assistida, e em particular a inseminacgao artificial, ainda
que reconhecido como importante e promissor no sentido de melhorar a reproducdo de animais

em cativeiro, raramente tem sido levado a cabo no que respeita aos répteis.

Algumas publicacdes referem inseminacéo artificial bem-sucedida em duas espécies da familia
Colubridae (Pantherophis guttatus e Thamnophis marcianus) e numa espécie da familia
Viperidae (Crotalus durissus). No entanto, o resultado da inseminacéo artificial foram ninhadas
com menor nimero de crias do que as produzidas por cOpula natural. Esta descrita uma
tentativa de inseminacgédo artificial em Python anchietae em 1980 mas sem sucesso. N&o se

conhece nenhum outro ensaio de inseminacao artificial na familia Pythonidae®* >,

A inseminacao artificial € a técnica de reproducdo assistida menos invasiva e pode contornar
alguns problemas fisicos e comportamentais que prejudiguem a reproducdo em diferentes
espécies. A técnica descrita na publicagdo mais atual conhecida, e que foi aplicada com
sucesso em cobras-do-milho (Pantherophis guttatus), consistiu na inseminagdo de 100pL de
sémen diluido (fresco ou refrigerado) divididos igualmente pelos dois ovidutos com o auxilio de
uma sonda metdlica de alimentacdo onde se acoplou uma seringa de 1mL. Imediatamente
antes da inseminacao, foi induzida a expulsdo de fezes e uratos através de massagem idéntica
a descrita para os procedimentos de colheita de sémen nos machos e lavada a regido da
cloaca com PBS. Para a inseminacéo a fémea foi contida e posicionada com a cauda em arco,
expondo a cloaca no topo do arco. A sonda utilizada deve ser adequada ao tamanho do
animal. Neste caso a inseminacéo foi feita diretamente em cada oviduto, tendo sido utilizada
uma sonda de alimenta¢do metdlica pequena (também denominada de agulha de alimentacg&o)
com a ponta em bola de forma a evitar a lesdo dos tecidos. A sonda foi introduzida lenta e
gentilmente na cloaca e movimentada em circulos promovendo o relaxamento muscular e
posteriormente penetrou na entrada de cada oviduto (através da papila genital), dorsalmente
na cloaca™*.

As cobras estudadas neste caso foram Pantherophis guttatus, uma espécie de climas
temperados para a qual esté indicada a hibernacéo, especialmente para fins reprodutivos. A
inseminacdo artificial foi realizada uma semana ap6s a hibernacdo.”> O momento mais
adequado para a realizacdo da inseminacdo em répteis ndo esta ainda bem definido, pelo que
tem sido utilizado como referéncia o periodo em que normalmente acontece a cOpula na

espécie a ser inseminada.
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3.5. Ensaio préatico

O ensaio pratico aqui relatado teve como objetivo estudar a possibilidade e viabilidade da
inseminacao artificial em Python regius, ndo s6 experimentando a técnica propriamente dita,
mas também avaliando alguns parametros da qualidade do sémen dos machos com diferentes
meios de diluigcdo, em varios momentos ao longo da época reprodutiva e em diferentes tempos
apo6s a colheita, e recorrendo a avaliagdo ecografica do desenvolvimento folicular nas fémeas
com o intuito de estabelecer uma relacdo entre a fase do ciclo ovarico e a data ideal de
inseminacdo. O estudo foi levado a cabo utilizando trés fémeas e trés machos da colecdo

particular do Dr. Carlos Henriques.

E importante referir que o estudo foi desenvolvido sem nenhum tipo de financiamento, pelo que
0 material e equipamentos utilizados foram gentilmente cedidos ou disponibilizados pela clinica
Exoclinic e/ou pelo Dr. Carlos Henriques e pela Professora Doutora Joana Reis. Além disso, o
estudo decorreu durante o periodo de estagio, dentro e fora dos horérios do estagio e durante
0 periodo de trabalho do Dr. Carlos Henriques, pelo que as datas e horarios dos varios
procedimentos foram estipulados ndo s6 de acordo com o que se julgou mais proveitoso para o
ensaio, mas também condicionados pela disponibilidade dos espacos e pessoas
intervenientes. As ecografias para controlo folicular nas fémeas foram realizadas com a gentil
colaboragdo da Dra. Carolina Monteiro, médica veterindria dedicada a imagiologia e, em
particular, ecografia, desde 2002 e colaboradora do Espaco Ecovet, que aceitou realiza-las

também mediante a sua disponibilidade, dos equipamentos e dos espagos.

Os seis animais envolvidos no ensaio foram sujeitos as mesmas condi¢cdes de maneio das
restantes Python regius em reproducéo, com a diferenca que os machos foram manipulados
para colheitas de sémen e as fémeas foram deslocadas periodicamente para ecografia e
sujeitas a inseminacéo artificial em vez da cépula natural. O alojamento consiste no sistema de

gavetas (Figura 25), comummente utilizado por criadores.
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Figura 25 — sistema de gavetas

A temperatura € normalmente mantida nos 31-32°C na zona quente, por meio de cabos de
aquecimento controlados por terméstato e a humidade relativa ronda os 60%. O ciclo de horas
de luz é conferido pelas horas de luz solar através de janela para o exterior, ndo sendo
fornecido outro ponto de luz, & excecao da iluminacao da sala, apenas quando necessaria aos

trabalhos la realizados.

Os animais sdo alimentados com ratazanas vivas de tamanho adequado ao peso da cobra, a
cada uma a duas semanas, durante a maior parte do ano, aumentando a frequéncia para uma
vez por semana ao longo da época reprodutiva, sem aumentar a quantidade de alimento (peso

da ratazana) por refeicdo.

No sentido de estimular o inicio da época reprodutiva, no inicio de novembro baixou-se a
temperatura noturna para 28°C e posteriormente para 25°C, mantendo a temperatura méaxima
diurna nos 31°C.

3.5.1. Amostra e avaliacao geral

Os animais envolvidos no ensaio foram trés machos adultos (Figura 26) identificados como
Banana (B), Lemonblast calico (L) e Yellowbellly (Y) e trés fémeas normais adultas (Figura 27)
identificadas como F1, F2 e F3.
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Figura 26 — Machos utilizados no ensaio. B — Banana; L — Lemonblast calico; Y - Yellowbelly

Figura 27 — Fémea F2 (morph: normal) utilizada no ensaio.

No inicio do ensaio foi realizada uma avaliacdo geral a todos os animais, que incluiu exame
fisico, registando o peso e a condicdo corporal, e colheita de sangue para hematécrito e
algumas analises bioquimicas. Os resultados desta avaliacdo sdo apresentados nas tabelas 4
es.

Tabela 4 — Parametros gerais da avaliagcdo reprodutiva — exame clinico (fémeas e machos)

ID.| Sexo Data |Exame fisico|Peso (g)|C. Corporal
F1|Fémea|11-02-2016] Normal 1946 4
F2|Fémea|11-02-2016] Normal 1775 4
F3|Fémea|11-02-2016] Normal 1967 4
B [ Macho|26-02-2016] Normal 625 4
L [ Macho|26-02-2016] Normal 946 4
Y | Macho[26-02-2016] Normal 1173 3
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Tabela 5 — Pardmetros gerais da avaliagdo reprodutiva — hematdécrito e bioquimicas sanguineas
(fémeas e machos)

Bioquimicas
ID. Sexo Data Hematdcrito| Calcio (mg/dL) |Fésforo (mg/dL)| PT(g/dl) [Albumina(g/dL)| AST (U/L)
Valores de Referéncia*| 22(10-30) |15,3(10,8-222) | 3,8(0,9-72) |6,7(32-105)| 25(1-84) |55(2-118)
F1|Fémea|11-02-2016 24% >16 3,3 7,5 2,1 -
F2|Fémea|11-02-2016 21% >16 3,2 7,3 2 -
F3|Fémea|11-02-2016 25% >16 4,5 8 2 -
B | Macho|26-02-2016 20% - 5,4 5,5 1,6 78
L | Macho|26-02-2016 22% - 4,1 6,9 2,1 24
Y | Macho|26-02-2016 31% - 3,6 7,7 2,5 35

*Valores de referéncia para P. regius, segundo Carpenter (2013)%

Todos os animais apresentavam um exame fisico normal, sem nenhum achado sugestivo de
doenca, e em geral uma boa condicdo corporal. Todas as fémeas e dois dos machos
apresentavam uma condi¢do corporal de 4 (escala de 1 a 5) e apenas um dos machos foi
avaliado com uma condicao corporal de 3 (de 1 a 5). Todos os hematécritos se encontravam
dentro dos valores considerados normais para a espécie. Os valores de calcio obtidos nas
fémeas estavam no limite superior de leitura da maquina, podendo indicar que estavam dentro
da normalidade ou aumentados. De qualquer forma, é fisiol6gica a subida dos niveis
plasmaticos de calcio durante a vitelogénese. Os valores de fésforo, proteinas totais, albumina
e AST de todos os individuos avaliados apresentavam-se dentro dos valores de referéncia para
P. regius. Os valores representados na tabela com “-“ ndo foram avaliados por questbes de

disponibilidade de material.

O peso dos animais foi registado no inicio e no final da época reprodutiva a fim de se avaliar a
diferenca. A reducéo de peso verificada encontra-se dentro da normalidade, considerando o

desgaste energético associado a reproducdo. Os dados encontram-se expressos na tabela 6.

Tabela 6 - Peso dos animais no inicio e no fim da época reprodutiva.
ID. Sexo Data Peso (g) Data Peso (g)
F1 Fémea |11-02-2016| 1946 |26-04-2016| 1698
F2 Fémea |11-02-2016| 1775 |26-04-2016| 1685
F3 Fémea |11-02-2016| 1967 |26-04-2016| 1682
Macho |26-02-2016| 625 |26-04-2016| 536
Macho |26-02-2016| 946 |26-04-2016| 867
Macho |26-02-2016| 1173 |26-04-2016| 1025

< rrw

3.5.2. Colheita e avaliacdo de sémen (Machos)

Foram realizadas colheitas de sémen em diferentes datas para inseminagdo artificial e para
avaliacdo de alguns parametros do sémen. As primeiras trés colheitas de sémen (dias 15-12-
2015 e 26-01-2016) foram realizadas por massagem digital da regido ventral do terco caudal do

animal, colhendo o sémen diretamente da cloaca com o auxilio de uma seringa de 1mL. As

62



amostras obtidas apresentavam espermatozdides, porém o volume obtido foi extremamente
limitado e apresentava reduzida concentracdo aparente e bastante contaminacado. As colheitas
realizadas posteriormente foram conseguidas por massagem ventral digital na regido cranial e
caudal a cloaca, provocando eversao dos hemipénis. O sémen foi colhido diretamente dos

hemipénis com o auxilio de uma micropipeta automatica e o volume obtido foi maior.

Nas primeiras colheitas realizadas (a 15-12-2015) o objetivo, além da inseminagdo que
também foi realizada nessa data, foi averiguar a viabilidade de solugdes salinas como
diluidores de sémen. Para o efeito foram feitas colheitas de sémen em dois machos (B e L) e
as amostras foram diluidas em NaCl a 0.9% (macho B) e em NaCl a 0,45% (macho L). Avaliou-
se através de microscopia 6tica a motilidade do sémen mantido em lamina de microscépio no
momento da colheita (t0) e 30 minutos apos a colheita (t30). O sémen diluido com NaCl 0,9%
apresentava uma motilidade de 10% imediatamente apds colheita, enquanto o sémen diluido
com NaCl a 0,45% apresentava, para o mesmo momento de avaliagdo, uma motilidade de
90%, que rapidamente decresceu para 10% nos 30 minutos apds a colheita. E importante
referir que estas avaliacdes, em t0 e t30, foram realizadas com a mesma gota de sémen
mantida em [Amina de microscépio, pelo que a rapida diminuicdo da motilidade tera a ver, entre

outros fatores, com a dessecacdo da amostra.

A 26-02-2016 foi realizada nova colheita de sémen, neste caso apenas do macho L, com o
objetivo de testar a viabilidade da utilizacdo de meio de cultura celular (Alpha MEM sem L-
Glutamina, BioWhittaker®) como diluidor de sémen, além de também ter servido para
inseminacéo artificial. Os métodos utilizados foram semelhantes aos utilizados para tratamento
das duas amostras anteriores, tendo a amostra sido mantida em lamina de microscopio no
decurso das varias avaliagbes da motilidade ao longo de 105 minutos (de t0 a t105). A amostra
diluida em meio de cultura celular apresentou uma motilidade de 90% no momento da colheita,
que se manteve constante nos primeiros 15 minutos e que foi decrescendo a longo dos
90minutos que se seguiram. A informacdo relativa a avaliagdo do sémen obtido nas trés

primeiras colheitas realizadas é apresentada na tabela 7.

Tabela 7 - Motilidade do sémen ao longo do tempo com diferentes diluidores

- Motilidade
Diluidor Data Macho
t0 t15 t30 t45 t60 t75 t90 t105
NaCl 0,9% |15-12-2015|Banana 10% - 0% - - - - -
NaCl 0,45% |15-12-2015|Lemonblast calico |90% - 10% - - - - -
Meio cultura|26-01-2016 |Lemonblast calico |90% 90% 70% 50% 35% 20% 1% 0%

ApOs estes ensaios, foi realizada uma série de mais cinco colheitas em cada um dos trés
machos. Nestas colheitas foi utilizada a técnica que envolve a exteriorizacdo dos hemipénis e
os volumes obtidos foram maiores. Para colheita do sémen e medigdo dos respetivos volumes

utilizou-se uma micropipeta automatica de pontas descartdveis com volume de 10 a 100pL.
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Obtiveram-se volumes entre 1 e 5uL que foram colocados em eppendorfs onde foram
adicionados 500uL de diferentes solucdes de diluicdo, resultando em diluices que variaram
entre 1:500 e 1:100. Para cada um dos trés machos fez-se uma colheita usando como diluidor
meio de cultura de células Alpha MEM sem L-Glutamina, BioWhittaker® (MCC), uma usando
PBS (pH7,2), uma usando NaCl 0,45% e duas usando meio de cultura de células enriquecido
com glutamina, de acordo com o que se pode observar na tabela 8. Para cada um dos
momentos de colheita, o sémen foi guardado em eppendorfs que foram deixados a
temperatura ambiente (que variou de acordo com as datas de realiza¢do das colheitas e cujos
valores minimo e maximo registados sdo apresentados na tabela 8) e avaliado em diferentes

periodos de tempo apds colheita.

Tabela 8 - Esquema de colheitas efetuadas para avaliagdo da motilidade do sémen ao longo do

tempo apo6s colheita (indicando data da colheita, diluidor e temperaturas de armazenamento das
amostras)

Macho Data Diluigdo Diluidor Temperaturas

Banana
Lemonblast calico| 17-02-2016 | 1-5pLem 500 | M. Cultura Celular| 16,1-17,3

Yellowbelly

Banana

Lemonblast calico| 26-02-2016 | 1-5uLem 500 PBS 16,3- 17,7
Yellowbelly

Banana

Lemonblast calico| 19-04-2016 | 1-5uLem 500 NaCl 0,45% 18,5-19,4
Yellowbelly

Banana
Lemonblast calico| 26-04-2016 | 1-5uLem 500 | MCC +glutamina 18,3-20,8
Yellowbelly

Banana
Lemonblast calico| 03-05-2016 | 1-5uLem 500 [ MCC + glutamina 20,0- 24,9
Yellowbelly

Para cada uma das datas de colheita as amostras foram avaliadas periodicamente entre os
30minutos e as 30 horas apds colheitas, de forma a avaliar a motilidade do sémen, isto é a
percentagem de espermatozoides moveis. Os horérios das colheitas e das avaliagbes foram
escolhidos em funcdo da disponibilidade das pessoas intervenientes, do material e dos
espacos, pelo que nao foi possivel respeitar o mesmo padrdo de intervalos de tempo entre uns
grupos de colheitas e os outros. De qualquer modo, foram sempre feitas avaliagbes até que a
motilidade de todas as amostras fosse 0% ou até que todo o volume da amostra fosse gasto

impedindo a realizagdo de novas avaliacdes.

Para cada momento de avaliacdo foi retirada uma gota (5uL) da amostra reservada no
eppendorf a temperatura ambiente e colocada numa lamina de microscépio, onde foi
observada a fresco com uma ampliacdo de 400X. A figura 28 mostra o aspeto das amostras de

sémen observadas com a objetiva de 10X, 40X e de 100X.
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Figura 28 — Aparéncia das amostras de sémen ao microscopio 6tico. A —amostra fresca,
ampliacdo 100X; B — amostra corada com Diff-Quick®, ampliagdo 400X; C — amostra corada com
Diff-Quick®, ampliacdo 1000X.

Os resultados das avaliagbes da motilidade a diferentes tempos ap0s colheita para as varias
datas de colheita apresentam-se na coluna “Registos” da tabela 9. De forma a facilitar a
compreensao dos dados, os valores superiores a 50% sdo apresentados a verde, os valores
iguais ou inferiores a 50% e maiores que 0% s&o apresentados a laranja e as avaliagcdes de 0%

sdo apresentadas a vermelho.

Tabela 9 - Avaliacdo da motilidade ao longo do tempo apés colheita, para as diferentes datas de

colheita.
Macho Data Diluidor Registos
Banana t12h =80% t18h =0%
Lemonblast calico | 17-02-2016| M. Cultura Celular|t12h =85% t18h =50%  t26h =0%
Yellowbelly t12h =95% t18h=90%  t26h =65%*
Banana t2h =90 t6h =75% t12h =10% [t24h=2% [t30h=1%
Lemonblast calico | 26-02-2016 PBS pH7,2 t2h =75%  t6h = 60% t12h =0%
Yellowbelly t2h =50% t6h =35% t12h=5% [t24h=5% [t30h=3%
Banana tlh=70% t3h=70% t5h=80%  t20h =0%
Lemonblast calico | 19-04-2016 NaCl 0,45% tlh=50% t3h=40% t5h=50% t20h =50% t22h =50% t24h =0%
Yellowbelly tlh=80% t3h=70% t5h=70% t20h=5% t22h=0%
Banana tlh=10% tdh= 5% t19h = 0%
Lemonblast calico [26-04-2016| MCC +glutamina |t1h =100% t4h =100%** t19h = 0%
Yellowbelly tlh=90% t4h=65% t19h=1% t24h=0%
Banana t0,5h =95% t1h =95% tah =65%  t19h = 0%
Lemonblast calico |03-05-2016| MCC + glutamina |t0,5h =50% t1h =50% t4dh =45%  t19h =0%
Yellowbelly t0,5h =95% t1lh =95% tah =85%  t19h =40% t21h =5% t22h =1% t24h =0%

*No dia 17-02-2016, além das avalia¢cdes do sémen, foram feitas inseminagdes, pelo que so ficou disponivel para
avaliar o volume residual da amostra apés a inseminagao

*Amostra muito pouco concentrada, apenas se encontrava um espermatozéide.

Quase todas as amostras apresentavam algum grau de contaminacdo, ainda que residual, e
em trés delas o grau de contaminacdo foi considerado elevado. As amostras contaminadas
parecem apresentar um padrdo aleatério, pelo que ndo foi possivel estabelecer relacdo da
maior contaminacdo com nenhum dos trés machos ou associa-la a algum dos diluidores.

Provavelmente este fendmeno tera mais relacdo com a higiene da cloaca do animal no
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momento da colheita e/ou com a propria técnica de colheita. Em varias amostras foi possivel

observar protozoarios flagelados em maior ou menor nimero, indicando contaminagéo fecal.

Durante as avaliacdes foi possivel constatar que o sémen que permanece na lamina de
microscopio comeca por ter um aumento da motilidade e s6 depois, com a dessecacdo, a
motilidade comeca a decrescer. E possivel que este aumento da motilidade se deva ao

aumento de temperatura causado pela luz do microscépio 6tico durante a observacéo.

Ha que referir que existem varios fatores de enviesamento dos dados que devem ser tidos em
consideragdo ao analisa-los. Por um lado, salientemos que as amostras foram sempre
guardadas a temperatura ambiente, contudo essa temperatura nao foi sempre a mesma, tendo
vindo a aumentar gradualmente entre avaliag6es de acordo com a época do ano. Ainda que o
fator temperatura ndo pareca ser decisivo para a conservacdo do sémen de répteis por estes
animais serem ectotérmicos e 0 seu sémen ser viavel a um intervalo de temperaturas
consideravelmente maior que o dos mamiferos, podera ter influéncia na motilidade. Por outro
lado, uma questé@o que provavelmente terd mais influéncia é o facto de as amostras terem sido
colhidas em datas bastante diferentes, o que também correspondeu a um periodo diferente da
época reprodutiva. E sabido que o testiculo e o segmento sexual do rim nos machos
apresentam maior ou menor desenvolvimento em funcéo da atividade reprodutiva e, portanto,
em fungéo da época do ano e que essa alteracdo podera corresponder a um decréscimo na

motilidade e na motilidade progressiva como acontece em Bothrops insularis®®.

Ainda assim, com base nos resultados obtidos podem constatar-se alguns factos interessantes.
Foi possivel obter, para todos os diluidores utilizados, motilidades iguais ou superiores a 80%
em pelo menos uma avaliacdo. Para todos os meios de diluicdo testados verificou-se uma
motilidade igual ou superior a 50% na primeira avaliacdo (com excecédo da amostra colhida do
macho Banana a 26-04-2016, cuja concentragdo em espermatozoides era muito baixa).
Podemos afirmar que é possivel conservar sémen a temperatura ambiente e obter valores de
motilidade superiores a 50% em meio de cultura celular (Alpha MEM sem L-Glutamina,
BioWhittaker®) por pelo menos 26 horas, em PBS pH7,2 por pelo menos 6 horas, em NaCl
0,45% por pelo menos 5 horas e em meio de cultura de células enriquecido com glutamina por
pelo menos 4 horas. Podemos ainda constatar uma motilidade superior a 0% em meio de
cultura de células por pelo menos 26 horas, em PBS pH7,2 por 30 horas, em NaCl 0,45% por
22 horas e em meio de cultura de células enriquecido com glutamina por 22 horas. Os gréficos
(9 a 13) que se seguem mostram os resultados da evolucédo da motilidade ao longo do tempo

para as cinco datas de avaliacao.
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Grafico 9 — Colheita 17-02-2016 (diluidor: meio de cultura de células Alpha MEM, BioWhittaker®) -

Evolugcdo da motilidade ao longo do tempo
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Grafico 10 - Colheita 26-02-2016 (diluidor: PBS pH7,2) - Evolucdo da motilidade ao longo do tempo
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Gréfico 11 - Colheita 19-04-2016 (diluidor: NaCl 0,45%) - Evolug¢do da motilidade ao longo do tempo
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Gréfico 12 - Colheita 26-04-2016 (diluidor: meio de cultura de células Alpha MEM, BioWhittaker®
enriquecido com glutamina) - Evolu¢do da motilidade ao longo do tempo
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Gréfico 13 - Colheita 03-05-2016 (diluidor: meio de cultura de células Alpha MEM, BioWhittaker®
enriquecido com glutamina) - Evolu¢do da motilidade ao longo do tempo

Quanto ao papel destas avaliagdes no potencial reprodutivo dos machos, sabe-se que a
motilidade do sémen por si s6 ndo permite avaliar a fertilidade de um macho. E possivel
verificar que na grande maioria das amostras obtidas a motilidade na primeira avaliacdo foi
igual ou superior a 50% e todos os machos apresentaram pelo menos uma amostra com
motilidade igual ou superior a 95%. Estes factos provam que todos os machos tém a
capacidade de produzir espermatozéides vivos e moveis, o que certamente serd um fator
favoravel para a viabilidade do seu sémen. Nenhum dos machos apresentou avaliacfes
consistentemente superiores ou inferiores aos outros, pelo que os dados ndo permitem

selecionar nenhum dos machos como melhor ou pior reprodutor.
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3.5.3. Controlo folicular ecografico (Fémeas)

As trés fémeas foram sujeitas a ecografia para controlo folicular em cinco datas diferentes ao
longo da época reprodutiva. Em cada sessao foi registado o nimero de foliculos que se
conseguiam contar, o tamanho do maior foliculo encontrado e o aspeto ecografico dos

foliculos. Os dados sdo apresentados na tabela 10.

Tabela 10 - Registos do controlo folicular ecografico.

Fémea Data Ne foliculos| Tamanho > foliculo (mm) Aspeto dos foliculos

2 07-01-2016 5 11,2 foliculos redondos e anecogénicos
3 14 13,8
2 22-01-2016 12 13,6 foliculos redondos ligeiramente ecogénicos (mais marcado em F1)
3 11 13,7
2 17-02-2016 5(10) 13,7 foliculos redondos com alguma ecogenicidade (mais marcado em F1)
3 5(9) 15,0

-—_ foliculos com interior hiperecogénico (aspeto alongado em F2)
2 18-03-2016 5(12) 16,2
3 8(13) 15,0 foliculos com ecogenicidade varidvel e aspecto amorfo
2 22-04-2016 5(9) 15,6 foliculos hiperecogénicos
3 2 7,8 foliculos mais pequenos e com perda de ecogenicidade

Nota: Na coluna “N° de foliculos” para as Ultimas trés avaliagdes apresenta-se o nimero de foliculos mais

desenvolvidos e entre paréntesis o nimero total.

Na primeira avaliacdo, realizada a 7 de janeiro de 2016, as trés fémeas apresentavam um
numero variavel de foliculos relativamente pequenos (9,6 a 13,8mm) redondos e anecogénicos,
compativeis com foliculos pré-vitelogénicos (Figura 29). A 22 de janeiro, data da segunda
avaliacéo, todas as fémeas apresentavam entre 11 e 12 foliculos redondos com aumento da
ecogenicidade, mais acentuada na fémea 1, indicando o inicio da vitelogénese. A data da
terceira avaliagcdo, 17 de fevereiro, todas as fémeas apresentavam entre cinco e seis foliculos
vitelogénicos pré-ovulatérios, redondos com ecogenicidade aumentada relativamente a
avaliagdo anterior, novamente mais acentuada na fémea 1 (Figura 30) Estes foliculos
diferenciavam-se de alguns outros mais pequenos e anecogénicos. Em marco, aquando da
quarta sessao, as fémeas comecaram a apresentar diferencas significativas. As fémeas 1 e 2
apresentavam quatro e cinco foliculos hiperecogénicos (respetivamente), compativeis com uma
fase mais avancada da vitelogénese, sendo que a fémea 2 apresentava foliculos com um
aspeto mais alongado, fazendo suspeitar que se pudesse tratar de foliculos vitelogénicos pos-
ovulatorios (Figura 31). Por outro lado, na avaliagao ecografica da fémea 3 observaram-se oito
foliculos maiores com um aspeto amorfo e de ecogenicidade variavel, imagem compativel com
reabsorcdo folicular (Figura 32). Finalmente, aguando da dltima avaliacdo, a 22 de abril a
fémea 1 apresentava os mesmos quatro foliculos observados na avaliagdo anterior mas mais

pequenos e com alguma perda de ecogenicidade, fazendo suspeitar de regresséo dos foliculos
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(Figura 33); na ecografia realizada a fémea 2 era possivel observar os cinco foliculos
hiperecogénicos que mantinham a forma alongada da ecografia anterior (Figura 34) e a fémea
3 apresentava apenas dois foliculos pequenos e pouco ecogénicos, sugerindo que os foliculos

observados anteriormente j& teriam regredido (Figura 35).

PRC 16041 PRS 4
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m XM C1
PRC 16041 PRS 2

Figura 30 — Foliculos ligeiramente ecogénicos redondos e agrupados em cacho, inicio da
vitelogénese. Terceira avaliagdo (17-02-2016), fémea 3.
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A B
Figura 31 — Quarta avaliagdo (18-03-2016). A - Foliculo vitelogénico hiperecogénico (rodeado de
foliculos anecogénicos, mais pequenos), fémea 1; B - Foliculos hiperecogénicos com aspeto
alongado, compativeis com foliculos pds-ovulatorios, fémea 2.
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Figura 32 — Foliculos com aspeto amorfo e ecogenicidade variavel. Quarta avaliagdo (18-03-2016),
fémea 3.
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Figura 33 - Foliculos com perda de ecogenicidade relativamente a avaliagdo anterior. Quinta
avaliacdo (22-04-2016), fémea 1.
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Figura 34 - Foliculos hiperecogénicos com aspeto alongado. Quinta avaliagdo (22-04-2016), fémea
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Figura 35 - Foliculos pequenos e pouco ecogénicos. Quinta avaliagdo (22-04-2016), fémea 3.

O gréfico 14 demonstra a evolugdo do tamanho do maior foliculo, em milimetros, ao longo da
época reprodutiva para cada uma das trés fémeas. As alteracbes no tamanho folicular

acompanharam as altera¢des morfoldgicas descritas.
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Grafico 14 — Evolucao do tamanho do maior foliculo (mm) ao longo da época reprodutiva nas
fémeas 1, 2 e 3 (F1, F2 e F3, respetivamente)

3.5.4. Inseminacgéo artificial

As inseminac¢@es foram realizadas segundo o esquema apresentado na tabela 11, com trés
momentos de inseminacao para a fémea 1, dois para a fémea 2 e apenas um para a fémea 3.
As inseminacdes foram realizadas durante o periodo em que geralmente ocorrem as cépulas
naturais. Todas as cobras foram inseminadas a 17 de fevereiro, altura em que a avaliacdo
ecografica revelou o inicio da vitelogénese, e duas delas ja tinham sido inseminadas uma ou

duas vezes anteriormente (a 15 de dezembro e 26 de janeiro).
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Tabela 11 - Esquema de inseminacgdes realizadas nas fémeas 1, 2 e 3.

Fémea | Inseminagdes Macho
15-12-2015

1 26-01-2016 | Lemonblast calico
17-02-2016
15-12-2015

2 Banana
17-02-2016

3 17-02-2016 Yellowbelly

As inseminagdes foram realizadas com as amostras de sémen diluido colhidas dos machos a
data e no momento imediatamente antes da inseminagcdo. Para cada momento de
inseminacéo, a fémea foi contida por uma pessoa, apenas segurando o animal em dois pontos
de apoio, enquanto outra pessoa realizou a inseminagéo. As fémeas foram inseminadas com
volumes de 0,5mL utilizando uma seringa de 1mL introduzida diretamente na cloaca e

direccionando o sémen dorsocranialmente, no sentido da papila genital.

A evolugéo do processo reprodutivo foi acompanhado por controlo folicular ecografico (descrito
em 3.5.3.) e por palpacdo na fase final do ciclo reprodutivo. Verificou-se desenvolvimento
folicular até a fase vitelogénica em todas as fémeas, e é possivel suspeitar pelas imagens
ecograficas que a fémea 2 tenha ovulado. Contudo, na fémea 3 verificou-se reabsor¢éo
folicular e na fémea 1 foi possivel observar uma regresséo dos foliculos que leva a crer que se
tenha seguido reabsorgéo folicular. A fémea 2 apresentava, na Ultima avalia¢éo (abril), foliculos
com aspeto de foliculos vitelogénicos pés-ovulatérios saudaveis; no entanto registou-se uma

diminuigdo do tamanho do maior foliculo (de 16,2mm para 15,6mm) que n&o seria de esperar.

Por palpagéo, em maio e junho, néo foi possivel detetar foliculos nas fémeas 1 e 3, enquanto a
palpacdo da fémea 2 deixava algumas davidas. Nenhuma das trés fémeas p6s ovos, ndo
havendo indicio de retencdo de ovos em nenhuma delas. Nas restantes reprodutoras da
colecdo, fémeas em regime de cobricdo natural, ocorreram as primeiras posturas em maio e

esperam-se posturas até ao final de agosto.

3.5.5. Discussdao dos resultados e investigacao futura

Vérios fatores podem estar na origem do insucesso das inseminac¢des artificiais. Por um lado,
as fémeas estdo instaladas numa sala em que estdo outras fémeas e machos, mas néo
tiveram contacto direto com nenhum macho no decorrer da presente época reprodutiva. Como
discutido em 3.2., a presenca de macho ou a prépria copula podem servir de estimulos a

reproducdo. E referido que algumas fémeas podem n&o chegar a iniciar a vitelogénese ou
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mesmo o crescimento folicular pré-vitelogénico na auséncia de macho
estudadas no presente ensaio iniciaram a vitelogénese como se pode verificar através da
ecografia (ver 3.5.3.), contudo ndo se sabe até que ponto a presenca de macho e/ou a cépula

podem ter um papel nha manutencao do crescimento folicular e vitelogénese.

Por outro lado, as datas e o niUmero de inseminacdes e/ou a prépria técnica de inseminacédo

%0%2 Nzo é conhecida a altura ideal para

utilizada poderéo ter relagdo com o seu insucesso
inseminacdo em Python regius ou em cobras em geral, sendo utilizado como referéncia o
periodo em que geralmente ocorrem as copulas. Sabe-se que o periodo de acasalamento se
inicia em dezembro (altura em que foram inseminadas as fémeas 1 e 2), tem 0 seu auge em
janeiro e fevereiro (periodo em que todas as fémeas foram inseminadas pelo menos uma vez)
e pode durar até marco. As fémeas 1, 2 e 3 foram inseminadas trés, duas e uma vez,
respetivamente. H& registos de inseminacado artificial em Pantherophis guttatus com apenas
uma inseminacéo por fémea. Contudo, nesse ensaio foram inseminados 10 animais e apenas
se obtiveram trés posturas, das quais apenas duas eclodiram com sucesso (correspondendo a
uma taxa de sucesso de 20%)>,

Apesar da conhecida capacidade de armazenamento de sémen das fémeas poder estar na
origem de posturas férteis varios meses ou anos apdés a cépula, esse fenébmeno nem sempre
acontece. Os foliculos pés-ovulatorios séo fertilizados no oviduto e as avaliagdes ecograficas
indicam que as fémeas 1 e 3 ndo tenham chegado a ovular, o que explica que ndo pudesse
sequer ter ocorrido a fecundacgdo. Por outro lado, a fémea 2 apresentava em marc¢o e abiril
imagens compativeis com foliculos pds-ovulatérios, pelo que estaria em condi¢des para ocorrer
a fertilizagcdo. Este facto leva-nos a questionar a disponibilidade de sémen vidvel no oviduto da
fémea. Nada nas avaliagdes da motilidade do sémen efetuadas aos machos indica que o
sémen utilizado ndo fosse viavel e os trés machos produziram ja descendéncia no passado.
Contudo, o sémen introduzido via cloaca poderda ndo ter alcangado o oviduto das fémeas,
impossibilitando assim a ocorréncia de fecundacao®>*®’.

Outro fator que podera ter tido influéncia no sucesso das inseminagfes € a manipulagao e o
stress a ela associado. Os seis animais foram sujeitos a exame fisico e colheita de sangue, os
machos foram manipulados para cinco a sete colheitas de sémen e as fémeas foram sujeitas a
uma a trés inseminacgdes artificiais e cinco sessdes de ecografia. Os exames fisicos, colheitas
de sangue e de sémen e inseminacBes foram feitos no local onde os animais se encontram
alojados, pelo que as alteracbes das condicdes ambientais foram minimas, devendo
considerar-se essencialmente o stress associado a manipulacdo. Os animais sdo calmos e
estdo habituados a manipulacdo pelo que os esfor¢cos na contencdo foram minimos, nao
parecendo estar associado grande stress a estas manipulacdes. Contudo, para realizacdo das
ecografias, as fémeas foram retiradas das suas instalagfes por periodos ndo superiores a trés
horas. Durante essas cinco deslocacbes ndo puderam ser controladas as condicdes

ambientais, pelo que o0s animais estiveram sujeitos a temperaturas diferentes da sua
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temperatura 6tima. Nestes animais ectotérmicos as alteracdes das condicdes ambientais sdo
um fator de stress a ter em consideracdo. Estes fatores de stress por si s6 ou, mais
provavelmente, em conjunto com outras causas poderado ter estado associados ao insucesso

das inseminaces®®®.

A reproducéo assistida e inseminacgéo artificial em répteis, assim como a colheita, conservagao
e avaliagdo do sémen, sdo temas ainda pouco explorados, pelo que investigagGes futuras
serdo uma mais-valia para o progresso cientifico nesta area da reproducédo de répteis e de
cobras em particular. Ensaios envolvendo colheita de sémen, avaliando de forma sistematica
um maior niumero de parédmetros do sémen e/ou investigando potenciais meios de diluicao e
melhores formas de conservacdo do sémen, serdo um enorme contributo para o progresso das
técnicas de inseminacao artificial, possibilitando, por exemplo, a criagdo de bancos de genes.
Por outro lado, muito ha a explorar relativamente a prépria viabilidade da inseminacéo artificial
em cobras e répteis em geral, sendo util determinar com maior rigor os vérios fatores
condicionantes, sejam estimulos externos ou 0 momento e a técnica ideal para a inseminacao.
Estudos mais aprofundados da fisiologia reprodutiva de cada espécie, por exemplo, recorrendo
a avaliacdes ecogréaficas para controlo folicular e sua associagdo com os restantes fendmenos
ocorrentes no ciclo reprodutivo, poderiam auxiliar o estabelecimento mais rigoroso da

calendarizag&o do maneio reprodutivo.

4. Conclusdes gerais

O estagio, através da aplicagdo pratica continua ao longo dos cinco meses na clinica,
possibilitou o avigoramento de conhecimentos tedricos obtidos durante a componente letiva do
curso, mas também a obtencdo de uma enorme quantidade de saberes especificos da
medicina de animais exdéticos que até entdo sO tinham sido vislumbrados, por meio do

interesse e gosto pessoal, em conferéncias, workshops, palestras ou estudo autbnomo.

A descricdo das atividades desenvolvidas e andlise estatistica dos dados e em especial a
investigacdo e o estudo mais aprofundado sobre os casos clinicos mais frequentes, permitiu
fortalecer os conhecimentos adquiridos durante a pratica clinica e, inclusivamente, o
esclarecimento de algumas duvidas sobre aspetos mais especificos da fisiopatogenia de

alguns dos processos estudados.

O més de atividades desenvolvidas na colecdo de répteis, possibilitou através do contacto
direto, o conhecimento de uma maior variedade de espécies de répteis e anfibios, e suas
especificidades. Esta oportunidade proporcionou ainda a familiaridade com a realidade da

reproducdo e criacdo de animais e com a medicina da reproducao.
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No mesmo sentido, o desenvolvimento da monografia sobre “Inseminacao artificial em Python
regius” veio satisfazer o gosto e a curiosidade pessoal sobre a reprodugcdo de répteis em

cativeiro e as ferramentas médicas e tecnologicas que podem ser utilizadas em seu auxilio.

O estudo desenvolvido sobre a anatomofisiologia da reproducdo em répteis e em cobras em
particular, sobre as possibilidades de maneio reprodutivo em cativeiro, sobre avaliagcdo
reprodutiva com tudo o que esse tema engloba, tanto em machos como em fémeas, e sobre as
técnicas de inseminagdo artificial, foi muito enriquecedor pessoal e academicamente e

extremamente (til no desenvolvimento e posterior andlise dos resultados do ensaio pratico.

A realizagdo do ensaio pratico foi uma experiéncia muito pedagégica, tendo servido como
primeira abordagem & investigagdo cientifica. Os achados e conclusbes retirados nas
avaliagbes ao sémen e controlo folicular trouxeram ensinamentos mas também novas duvidas
e vontade de descobrir mais e o insucesso da inseminacgdo artificial propriamente dita deixa a

determinacéo de prosseguir os estudos nesta area.
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