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Resumo

As diferengas comportamentais entre Ameivula ocellifera e Tropidurus hispidus
despertam o interesse para 0 estudo dos processos metabolicos nessas duas
espécies de lagartos. Concomitantemente, se faz importante investigar se o
aumento da temperatura altera o metabolismo termorregulatério de lagartos do
semiarido nordestino, subsidiando, portanto, acdes voltadas para a conservacéo das
espécies. O presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito de diferentes faixas
de temperaturas sobre o metabolismo termorregulatério de T. hispidus e A. ocellifera
procedentes do semiarido nordestino, avaliando o comportamento termorregulatério
destes lagartos e as possiveis alteraces hematoldgicas e bioquimicas ocasionadas
pelo calor. O experimento foi realizado em camara climatizada que permitiu o
controle da temperatura do ar (27°C, 33°C, 39°C, 45°C e 51°C), sendo obtidos
dados acerca da postura do animal em relacdo ao substrato, padrédo de locomocéo,
ofegacdo, frequéncia respiratoria e temperatura corporal. Apés o periodo de 10
horas de exposicdo dos lagartos a cada faixa térmica, realizou-se a coleta
sanguinea para confeccao dos esfregacos e mensuracdo da glicemia. Desta forma,
foi possivel constatar que A. ocellifera e T. hispidus apresentam padrao de atividade
e termorregulacéo distintos. As mudancas comportamentais de T. hispidus em faixas
térmicas proximas ao limite maximo desta espécie (45°C) sdo mais evidentes
guando comparadas ao teiideo A. ocellifera. Quanto aos parametros de frequéncia
respiratoria e temperatura corporal notou-se que estes foram diretamente
proporcionais ao aumento da temperatura ambiente. Além disso, para A. ocellifera
0s niveis de glicose sérica podem ser utilizados para avaliagdo do efeito de agentes
estressores, uma vez que o valor da glicemia aumentou significativamente com a
elevacdo da temperatura. As contagens de células sanguineas em ambas as
espécies, porém, ndo parecem sofrer alteracdes ocasionadas pelo aumento da
temperatura. Os resultados obtidos contribuem para a ampliacdo dos conhecimentos
sobre os processos metabdlicos em elementos da fauna silvestre, tendo em vista
gue os parametros fisiolégicos e comportamentais observados para os lagartos

podem representar estados proximos dos naturais.

Palavras-chave: Ectotérmicos, Termorregulagédo, Caatinga.



Abstract

Behavioral differences between Ameivula ocellifera and Tropidurus hispidus arouse
interest in the study of metabolic processes in these two species of lizards.
Concomitantly, it is important to investigate whether the increase in temperature
changes the thermoregulatory metabolism lizards the semiarid northeast, subsidizing
therefore actions for conservation of the species. This study aimed to evaluate the
effect of different temperature ranges on the thermoregulatory metabolism of T.
hispidus and A. ocellifera coming from the semi-arid northeast, assessing the
thermoregulatory behavior of these lizards and the possible hematological and
biochemical alterations caused by heat. The experiment was conducted in chamber
which allowed the control of air temperature (27° C, 33° C, 39° C, 45° C and 51° C),
and obtained data on the animal's position in relation to the substrate, locomotion
pattern, panting, respiratory rate and body temperature. After the period of 10 hours
of exposure the lizards to each temperature range, was held blood collection for
preparation of smears and blood glucose measurements. Thus, it was found that A.
ocellifera and T. hispidus present pattern of different activity and thermoregulation.
The behavioral changes of T. hispidus in thermal tracks near the upper limit of this
species (45° C) are more evident when compared to Teiidae A. ocellifera. Regarding
the parameters of respiration and body temperature it was noted that they were
directly proportional to the increase in ambient temperature. Furthermore, to A.
ocellifera serum glucose levels can be used to evaluate the effect of stressors, since
the value of glycemia increased significantly with increasing temperature. Blood cell
counts in both species, however, seem not change caused by temperature increase.
The results obtained will contribute to expanding knowledge about the metabolic
processes in elements of wildlife, in view of the physiological and behavioral

parameters observed for lizards may be next to natural states.

Palavras-chave: Ectothermic, Thermoregulation, Caatinga.
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1 INTRODUCAO

A Caatinga, bioma exclusivamente brasileiro, abrange principalmente os estados
do nordeste do pais (LEAL et al., 2003). Sua caracteristica mais marcante € o clima
semiarido, que apresenta alta radiacdo solar, baixa nebulosidade, temperaturas
médias anuais mais elevadas quando comparadas a outros biomas brasileiros,
baixas taxas de umidade relativa, além da escassez e irregularidade das chuvas
(PRADO, 2003). Entretanto, a Caatinga € rica em biodiversidade e com muitos
representantes ainda desconhecidos (ALVES et al., 2009).

Atualmente, tem-se observado, no bioma Caatinga, acelerado processo de
modificacdo ambiental decorrente do uso, por vezes inadequado, de recursos
naturais. Em consequéncia destas alteracdes tem-se, portanto, o aumento do risco a
extincdo de espécies endémicas, prejuizos em processos ecoldgicos importantes,
além do surgimento de areas de desertificacdo na regido (LEAL et al., 2003; ALVES
et al., 2009). Estas alteracfes interagem diretamente na dindmica das populacdes
gue habitam a Caatinga (SANTANA, 2011).

Neste contexto, destacam-se 0s organismos ectotérmicos, visto que dependem
essencialmente da temperatura ambiental para promover termorregulacao,
garantindo a realizagdo dos processos metabdlicos imprescindiveis para
manutencdo da vida (KAY, 1998). Vale ressaltar que, para cada espécie, existe uma
zona Otima de temperatura corporal e esta é atingida principalmente através de
mecanismos comportamentais (GOULART, 2004; SIMON, 2010). Temperaturas
abaixo ou acima destes limites geram condicao de estresse que impede a realizacao
adequada das funcdes fisiologicas, podendo resultar na morte do individuo
(KATZENBERGER et al., 2012).

As espécies de lagartos Tropidurus hispidus (Spix, 1825) e Ameivula ocellifera
(Spix, 1825) apresentam comportamento termorregulatério bastante evidente,
sendo, portanto, modelos ideais para estudos relacionados ao tema. Além disso, as
relacbes ecoldgicas e os padrbes etoldgicos estabelecidos durante a vida destes
animais relacionam-se diretamente com o tipo de forrageamento, existindo estreita
relacdo entre o tempo em atividade e a estratégia de forrageamento de cada espécie
(MARTINS, 2011). Tropidurus hispidus é um forrageador sedentario (RIBEIRO;
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FREIRE, 2011), o que lhe confere habito territorialista e reducdo na locomocéao
(MARTINS, 2011). Em contrapartida, A. ocellifera é um forrageador ativo e tende a
possuir temperatura corporal média em atividade maior que a observada em
espécies sintdpicas de forrageadores sedentarios, devido a elevada taxa de
locomocdo em busca de alimento (MESQUITA, 2001). Estas diferengas
comportamentais despertam o interesse para o estudo dos processos metabolicos
nessas duas espécies de lagartos. Concomitantemente, se faz importante investigar
se as altas temperaturas alteram o metabolismo termorregulatério de lagartos do
semiarido nordestino, subsidiando, portanto, agdes voltadas para conservacao das
espécies.

Desta forma, o presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito de diferentes
gradientes térmicos sobre o metabolismo termorregulatério de Tropidurus hispidus e
Ameivula ocellifera, oriundos do semiarido nordestino, avaliando o comportamento
termorregulatério dos lagartos em cada faixa de temperatura e as possiveis

alteracdes hematoldgicas e bioquimicas ocasionadas pelo calor.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Lagartos do semiarido nordestino

O grupo dos lagartos é constituido por 6.145 espécies (UETZ; HOSEK, 2015),
as quais apresentam grande variacdo de tamanho. Desde diminutas lagartixas, com
apenas trés centimetros de comprimento, até lagartos que, na vida adulta, podem
atingir trés metros de comprimento e 75 kg de peso vivo, como por exemplo, o
dragao-de-Komodo. Apesar dessa grande diversidade de tamanhos, a maioria dos
lagartos atuais (aproximadamente 80%), mesmo quando adultos, ndo pesa mais que
20 gramas e sua dieta € constituida basicamente por insetos (POUGH; JANIS;
HEISER, 2008).

Os lacertideos sdo espécies extremamente plasticas, incluindo membros
terricolas, fossoriais, aquaticos, arboricolas e planadores (HICKMAN; ROBERTS;
LARSON, 2009c). Rodrigues (2003) descreveu 47 espécies de lagartos para a
Caatinga e as classifica quanto ao seu padrdo de distribuicio como: espécies de
ampla ocorréncia, relictuais, associadas as dunas do médio S&o Francisco ou
estritamente dependentes da malha de drenagem. O autor destaca que, embora,
diversos trabalhos julguem que o estudo dos taxons amplamente distribuidos na
Caatinga pouco contribua para a compreensao da histéria fisionébmica do Bioma, a
investigacdo destas espécies através de técnicas moleculares ou outros marcadores
genéticos permite resgatar informacdes historicas relevantes para este grupo.
Tropidurus hispidus e Ameivula ocellifera sdo exemplos de espécies desta categoria,
por se tratarem de animais generalistas de habitat, muito comuns e que séo

encontrados nos mais variados tipos de Caatinga.

2.1.1 Tropidurus hispidus (Spix, 1825)

Tropidurus hispidus (Figura 1) é uma espécie pertencente a familia
Tropiduridae que possui habito terrestre, € diurna e generalista de habitat, e
amplamente distribuida no bioma Caatinga (RODRIGUES, 2003). Pode atingir

comprimento rostro-cloacal (CRC) de até 124 mm para os machos e 89 mm para as
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fémeas. Apresenta coloracdo dorsal acinzentada ou marrom escura, com um colar
preto que rodeia parcialmente o pescoco e coloracao preta na face ventral das coxas

dos machos adultos que os diferencia das fémeas (VITT et al., 2008).

'Fiu 1 — Lagarto Tropidurus hispidus.

",' $ ". Y e

»(Fonte: Arquivo pessoal)

Este lagarto € observado ativo durante todo o dia, sendo encontrado
principalmente exposto diretamente ao sol e classificado como forrageador
sedentario (SANTANA et al., 2014), alimentando-se principalmente de insetos
(PONTES; GARRI; CHIAMENTI, 2008). Em habitats de Caatinga, observou-se
temperatura corporal média para T. hispidus de 33,6 a 35,9°C (VITT, 1995;
RIBEIRO; FREIRE, 2010).

2.1.2 Ameivula ocellifera (Spix, 1825)

O tdxon Ameivula ocellifera (Figura 2) esta entre os representantes da familia
Teiidae na Caatinga. Espécie, estritamente terrestre, apresenta padrao de atividade
diurna e habita diversos tipos de ambientes (RODRIGUES, 2003). Ocorre desde
areas abertas ao sul da Amazonia até o Paraguai (VANZOLINI; RAMOS-COSTA,;
VITT, 1980).
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Figura 2 — Lagarto Ameivula ocellifera.
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Este saurio alimenta-se de insetos e, segundo Sales e Freire (2015), a anélise
do conteudo estomacal deste lagarto, permitiu observar que existe variacdo sazonal
na composicdo de sua dieta, predominando larvas de insetos Coleoptera e
Orthoptera na estacdo chuvosa e, larvas de insetos, Hemiptera, Araneae e
Orthoptera na estagcdo seca. Considerado um forrageador ativo, dados de
temperatura corpérea (TC) obtidos em habitats de Caatinga revelaram TC média de
39,7°C para este taxon (VITT, 1995).

2.2 Hematologia dos répteis

As analises laboratoriais do sangue dos répteis através do esfregaco sanguineo
e hemograma podem ser muito complexas, devido principalmente as caracteristicas
morfologicas peculiares que diferenciam suas células daquelas observadas nos
mamiferos. Além disso, as diferencas na morfologia dos leucécitos entre as espécies
de répteis (Figura 3), a falta de um método de contagem automatico que permita
maior confianga nos resultados das analises e o pouco conhecimento acerca da
fisiologia e hematologia dos répteis, quando comparado aos mamiferos, também

prejudicam a interpretacdo dos dados (ROVIRA, 2010).



Figura 3 — Tipos de leucdcitos em diferentes grupos de répteis.
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Legenda: C — cobras, T — tartarugas.
(Fonte: ROVIRA, 2010)
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E importante ressaltar que o local da venopuncdo e o método de colheita
também podem afetar o valor do hematdcrito e as contagens totais de células
sanguineas, pois 0s vasos linfaticos dos répteis sdo sintdpicos aos vasos
sanguineos. Neste contexto, € comum, no momento da punc¢do, a contaminacéo da
amostra sanguinea por linfa (MARTINEZ-SILVESTRE; LAVIN; CUENCA, 2011,
MEDEIROS et al., 2012). Para reduzir este risco, a veia jugular e plexo braquial nas
tartarugas, veia coccigea ventral nos lagartos e veia palatina e o coracdo nas
serpentes sao os locais de elei¢do para colheita devido a menor proximidade com os
vasos linfaticos (SYKES IV; KLAPHAKE, 2015).

Além dos fatores supracitados, o processamento das amostras sanguineas
também é de suma importancia para a qualidade dos resultados obtidos durante a
execucao dos exames laboratoriais. Sabe-se que o EDTA pode causar hemolise se
utiizado em amostras sanguineas de aves, anfibios, peixes e répteis, portanto,
preconiza-se o0 uso da heparina de litio como anticoagulante para estes grupos
(ISHIKAWA et al., 2010; SABINO; TREVELIN; CIARLINI, 2010; ROVIRA, 2010;
PADUA et al., 2012).

O sangue é constituido por uma parte liqguida denominada de plasma, na qual
estd suspensa uma massa heterogénea de células diferenciadas. A porcéo celular
do sangue é subdivida em série vermelha e branca (ZAGO et al., 2010). A série
vermelha é constituida pelos eritrocitos, células ovaladas e nucleadas, semelhantes
as hemécias de aves, anfibios e peixes (STACY; ALLEMAN; SAYLER, 2011); e
pelos trombdécitos, células nucleadas, pequenas e ovais, com citoplasma claro
(DEVOE, 2010). O numero de eritrécitos circulantes € menor nos répteis que nos
mamiferos e aves e, parece haver correlacdo inversamente proporcional entre a
quantidade de hemacias no sangue e o tamanho das mesmas (ZAGO et al., 2010).

A série branca € composta pelos leucécitos, os quais variam bastante nas
diversas espécies de répteis, portanto os esquemas de classificacdo dos glébulos
brancos para esta classe animal sédo inconsistentes, uma vez que varios critérios de
categorizacao tém sido utilizados (ZAGO et al., 2010). De modo geral, os leucocitos
sdo subdivididos em heterdfilos, linfécitos, mondcitos, eosindfilos e basofilos
(Quadro 1). Alguns autores consideram ainda um sexto tipo celular, os azurdfilos,
que seriam uma variagdo dos mondcitos (ZAGO et al., 2010; MARTINEZ-
SILVESTRE; LAVIN; CUENCA, 2011; STACY; ALLEMAN; SAYLER, 2011).



Quadro 1 — Morfologia e funcao dos diferentes tipos de leucdcitos dos répteis.

Tipo celular

Heterofilo

Linfocito

Monécito

Eosindfilo

Basofilo

Morfologia

Células arredondadas e
grandes com nucleo lobulado
ou arredondado. Apresentam

granulos citoplasmaticos

aciddfilos de formato alongado.

Células com nucleo grande e
arredondado que ocupa quase
todo o citoplasma (semelhante

aos mamiferos). Varia de
tamanho, podendo ser

confundido com trombdcitos.

Células grandes com nucleo
de formatos variados (oval,

redondo ou forma de feijao).

Células redondas com
presenca de granulos
citoplasmaticos esféricos de
coloragéo avermelhada,
alaranjada ou azulada. O
ndcleo é geralmente excéntrico
e tem formato arredondado ou

lobulado.

Apresenta granulos
citoplasmaticos esféricos
escuros e nucleo ovalado que
nédo é bem evidente, devido ao
grande nimero de granulos no

citoplasma.

Outros fatores
Funcéo gue causam

variacao

Resposta rapida a

i . Estresse, estagéo
inflamacéao dos

) . do ano, espécie
tecidos, fagocitose.

Resposta a
inflamacé&o, doencas
virais e algumas

) ~ Estacdo do ano,
infestacbes

. espécie
parasitarias e, atua na
cicatrizacdo de

feridas.

Resposta rapida a
inflamacé&o dos Espécie
tecidos, fagocitose.

Resposta a infeccdes Estacdo do ano,

parasitarias. espécie

Age nas reacg0es de
hipersensibilidade, .
_ B o Espécie
infeccdes parasitarias

e virais.

(Fonte: ROVIRA, 2010; MARTINEZ-SILVESTRE; LAVIN; CUENCA, 2011)
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2.3 Relacéo entre atemperatura e os processos fisiologicos e
comportamentais

O metabolismo animal € composto por um conjunto de reacdes que
transformam a energia quimica em calor, sendo a temperatura, um fator que exerce
forte influéncia sobre as formas como esses processos fisiolégicos irdo ocorrer, uma
vez que, as enzimas catalisadoras das mesmas sao ativadas somente em
determinadas faixas térmicas (GOULART, 2004; HICKMAN; ROBERTS; LARSON,
2009b).

2.3.1 Respiracao dos répteis

O aparelho respiratério dos répteis difere dos mamiferos tanto anatémica
quanto fisiologicamente. Os répteis ndo apresentam diafragma verdadeiro,
possuindo apenas separacbes membranosas entre os pulmdes e oOrgdos
celomaticos, que ndo sdo funcionais durante a respiracdo. Desta forma, as fases
ativas deste processo sdo promovidas pelos musculos intercostais e outras partes
da musculatura axial (DEVOE, 2010). De modo geral, tamanho corporal, estado de
saude e idade do animal, tipo de exercicio, nivel de excitagdo, temperatura
ambiental, gestacao e grau de enchimento do trato digestivo sédo fatores que podem
influenciar a frequéncia respiratoria (REECE, 1996).

Ao contrario dos mamiferos, os répteis sdo tolerantes a niveis muito baixos de
oxigénio e, capazes até mesmo de sobreviver longos periodos de apneia, devido,
dentre outras caracteristicas, ao volume pulmonar relativamente grande,
metabolismo anaerdbico eficiente e capacidade de desvio cardiaco (DEVOE, 2010).
Dentro de limites, o aumento da temperatura de um organismo € capaz de acelerar a
maioria dos processos, como por exemplo, aumentar a taxa de consumo de oxigénio
(O2), devido ao enfraquecimento da ligagao hemoglobina-O2 (SCHMIDT-NIELSEN,
2011b, 2011c). Como medida compensatdria, 0 organismo tenta manter o
suprimento de Oz aumentando a taxa de ventilagcdo (SILVA; GLASS; BRANCO,
2013).

Sendo assim, as espécies de ectotérmicos na presenca de altas temperaturas

utilizam diferentes estratégias para conservacdo da oxigenacdo dos tecidos, seja
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através da preservacdo do transporte de oxigénio mesmo com 0 aumento da
temperatura ou, manutencao da afinidade sangue-oxigénio pela dessensibilizacdo a
variacdo térmica, ou ainda, mecanismos compensatorios ao efeito da temperatura
gue permitem o ajuste desta afinidade. Stawski et al. (2006) investigaram a
capacidade de duas espécies de répteis em compensar o efeito da temperatura
sobre o transporte de gases no sangue e observaram que a afinidade do sangue
com o oxigénio de espécies que habitam ambientes termicamente instaveis € menos

sensivel ao efeito da temperatura.

2.3.2 Métodos de forrageio

Aos métodos que os animais utilizam para encontrar, capturar, subjugar e
engolir as presas da-se o nome de forrageamento ou forrageio. Na natureza existem
diversos tipos de comportamento de forrageio e estes sdo importantes na
determinacdo das interacdes entre as espécies de uma comunidade. Dentre os
principais fatores influenciados pelo tipo de forrageamento estédo: tipo de predador,
composicdo da dieta, sistema social, modo sensorial, reproducéo e histéria natural
(POUGH; JANIS; HEISER, 2008).

Considerando o tipo de comportamento de forrageio, os saurios podem ser
classificados de trés formas (POUGH; JANIS; HEISER, 2008):

e Forrageador sedentario ou do tipo senta-e-espera — realiza poucos movimentos
por hora, pouco veloz, utiliza principalmente a visdo, explora pouco o ambiente e
suas presas geralmente sdo moveis e grandes (ex. familia Tropiduridae).

e Forrageador ativo — realiza muitos movimentos por hora, muito veloz, faz uso
tanto da visdo quanto do olfato, explora muito o ambiente e suas presas Sao
frequentemente sedentérias e pequenas (ex. familia Teiidae).

e Forrageador errante — € a classificacdo intermediaria entre os anteriores,
utilizando tanto o sentido da visdo quanto o olfato (ex. familia Scincidae).

Estes aspectos comportamentais influenciam diretamente outros aspectos
bioldgicos. Forrageadores ativos tendem a obter energia através do metabolismo
aerobico, enquanto que forrageadores sedentarios utilizam as vias do metabolismo
anaerobico. Além disso, de forma geral os lagartos que realizam o forrageamento

ativo possuem maior nimero de hemacias na corrente sanguinea e massa cardiaca
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maior, quando comparados com 0s saurios de comportamento de senta-e-espera
(POUGH; JANIS; HEISER, 2008). Salienta-se ainda que forrageadores ativos
comumente apresentam temperatura corporal (TC) média em atividade maior que os

individuos que utilizam a estratégia de senta-e-espera (BRADSHAW, 2007).

2.3.3 Termorregulacdo e comportamento termorregulatorio

Termorregulacdo € o0 conjunto de mecanismos que permitem regular a
temperatura corporal interna de um organismo, mantendo-a dentro da faixa termal
ideal para a espécie, permitindo assim a realizacdo das reacbes metabdlicas
essenciais a vida (BRADSHAW, 2007). A manutencdo deste equilibrio térmico é
importante, pois, conforme ja mencionado, a maior parte das rea¢cfes bioquimicas
do organismo sdo mediadas por enzimas termodependentes. Este equilibrio é
mantido pelas trocas de calor com o0 meio através dos processos de conveccao,
conducéo, atividades metabdlicas, radiacdo, evaporacao (pele e vias respiratérias) e
excrecdo de fezes e urina (ANDERSSON; JONASSON, 1996).

Ao longo do tempo, diferentes estratégias para controle da temperatura
corporal passaram a ser utilizadas, desta forma, os animais podem ser classificados
como endotérmicos ou ectotérmicos (ANDERSSON; JONASSON, 1996). Os
organismos endotérmicos sao aqueles capazes de manter sua temperatura corporal
constante através de mecanismos fisioldgicos intrinsecos, como por exemplo, aves e
mamiferos. Em contrapartida, os seres ectotérmicos dependem essencialmente da
temperatura ambiental para termorregular (KAY, 1998). Sdo exemplos de animais
vertebrados ectotérmicos os peixes, anfibios e répteis, os quais mantém sua
temperatura corporea dentro da faixa ideal para a espécie através, principalmente,
do processo denominado termorregulacdo comportamental (DEVOE, 2010).

Hickman, Roberts e Larson (2009a) afirmam que os padrdes
comportamentais ajudam a manter a temperatura relativamente estavel, em torno de
36°C a 39°C, mesmo quando a variagdo da temperatura ambiente estd entre 29°C e
44°C. Schmidt-Nielsen (2011a) cita, ainda, que um lagarto exposto ao sol, através
da incidéncia dos raios solares, pode atingir temperatura corporal de 10 a 20°C
acima da temperatura ambiente. Loehr (2012) estudando a biologia térmica da

tartaruga Homopus signatus na Africa do Sul, observou que, na primavera, estes
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individuos conseguem manter sua temperatura inguinal média de 4,8 a 12,7°C
acima da meédia diaria da temperatura corporal, devido ao seu comportamento
termorregulador.

As ac¢0les para controle da temperatura em nivel adequados variam para cada
espécie. Os padrbes de comportamento termorregulador podem envolver o controle
do periodo de atividade, deslocamentos entre locais sombreados ou insolados,
aumento ou reducdo da superficie de contato com o substrato (mudancas no grau
de achatamento do corpo, postura ou posi¢cdes) (ROCHA et al., 2009). De acordo
com seu comportamento termorregulador, os ectotérmicos podem ser denominados
tigmotérmicos, espécies que obtém o calor corplreo, primariamente, através da
troca com o substrato; ou heliotérmicos, os quais possuem a radiacdo solar como
fonte principal de calor (GOULART, 2004).

No entanto, ao longo do dia, o animal pode apresentar variacdes no
comportamento, ora agindo como um tigmotérmico, ora como um heliotérmico.
Ribeiro e Freire (2010) estudando a ecologia térmica de Tropidurus hispidus em uma
area de Caatinga do Rio Grande do Norte, concluiram que este lagarto nédo
apresentou variacdo sazonal na temperatura corpérea, mas esta foi fortemente
influenciada pela temperatura do substrato. Esse registro evidenciou o importante
papel do comportamento tigmotérmico, além do uso da exposicdo aos raios solares.
Outras espécies mantém a temperatura dentro da zona de conforto através de uma
Unica estratégia como, Coleodactylus natalensis que nao faz uso da exposicao direta
aos raios solares, sendo um lagarto umbréfilo e termorregulador passivo (SOUZA,
FREIRE, 2011).

Os lagartos realizam diversos tipos de atividade ao longo do dia e cada uma
delas é melhor executada em uma determinada temperatura, por isso, pode-se
incorrer em erro ao considerar uma Unica temperatura como 6tima para determinada
espécie. O ideal seria conhecer 0 espectro de temperaturas necessarias para a
execucdo das atividades diarias de cada taxon (ROCHA et al., 2009), ou seja,
determinar a faixa ou zona o6tima de temperatura corporal em ectotérmicos. Desta
forma, estudos com este objetivo visam, além de subsidiar a¢Bes voltadas a
conservacdo das espécies in loco, determinar, também, as condi¢cfes ideais para
criacdo e manejo ex situ destes animais, principalmente aqueles com valor

zootécnico. Como por exemplo, o trabalho realizado por Figueiredo et al. (1999),
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onde anfibios da espécie Lithobates catesbeianus foram mantidos em gaiolas de
fibra de vidro instaladas no interior de camaras climatizadas e submetidos as varias
faixas de temperatura e variacdo no tempo de exposicao a luz, simulando diferentes
fotoperiodos. Os autores concluiram que a interacdo entre a temperatura e o
fotoperiodo tem influéncia sobre o ganho de peso e crescimento corporal, peso e
rendimento de carcaca, consumo de alimentos e conversdo alimentar. No ambito
ecolégico, o estudo de Kohisdorf e Navas (2006) sobre biologia térmica de T.
hispidus, mantidos em laboratério, revelou temperatura preferida de 34,4°C.

Embora o principal mecanismo de termorregulacdo dos ectotérmicos seja
comportamental, Seebacher e Franklin (2004) afirmam que algumas espécies de
répteis possuem mecanismo cardiovascular fisiolégico para controle da temperatura
corporal, que ocorre através da regulacdo do fluxo sanguineo entre o centro e a

periferia do corpo animal.

2.3.4 Toleranciatérmica

As diferentes espécies de lagartos apresentam diferentes zonas 6timas de
temperatura biologicamente compativeis com sua sobrevivéncia. A espécie de
iguana do deserto do sudoeste dos Estados Unidos, por exemplo, prefere
temperatura de 42°C quando ativa, porém pode tolerar elevacdo a até 47°C,
temperatura esta que seria letal para a maioria das espécies de lagartos (HICKMAN;
ROBERTS; LARSON, 2009a).

Katzenberger et al. (2012) definem o conceito de curvas de desempenho
térmico (TCPs) que sdo determinadas pelas variacdes que ocorrem nos processos
fisiol6gicos de acordo com as mudancas na temperatura corporal. Os autores
afirmam que estas curvas de sensibilidade térmica sobem gradualmente, partindo do
ponto minimo critico (CTmin), atingindo a temperatura Otima (Topt) € descem
rapidamente até o maximo critico (CTmax). O intervalo formado entre os limites
criticos determina a tolerancia térmica de organismo. Temperaturas acima do CTmax
podem ocasionar a morte do animal. Dentre os fatores que podem contribuir para a
morte pelo calor estdo: a desnaturacdo de proteinas, inativagdo térmica de enzimas,

suprimento inadequado de oxigénio, efeito de temperaturas diferentes em reacdes
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metabdlicas interdependentes e efeitos da temperatura na estrutura das membranas
(SCHMIDT-NIELSEN, 2011a).

No entanto, a tolerancia térmica pode variar de acordo com o tempo de
exposicdo a determinada faixa termal e, é possivel que ocorra adaptacdo, de modo
que a espécie consiga ampliar sua temperatura critica maxima (SCHMIDT-

NIELSEN, 2011a), processo este denominado de aclimatacéo.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Aspectos éticos e legais

A execucdo do presente trabalho somente foi iniciada apos autorizacdes emitidas
pelo Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade (ICMBIo)
(Autorizacao para atividades de finalidade cientifica n°. 45033-2) e pelo Comité de
Etica e Deontologia em Estudos e Pesquisas (CEDEP) da UNIVASF (Protocolo ne.
0006/100614).

3.2 Manejo dos animais experimentais

Os espécimes estudados no presente trabalho foram oriundos das atividades
de resgate e monitoramento de fauna silvestre nas areas de influéncia do Projeto de
Integracdo do Rio S&o Francisco com Bacias do Nordeste Setentrional (PISF). Apos
a coleta e identificacdo taxondmica dos espécimes, 0s seguintes procedimentos
foram realizados:

e Marcacao individual: etapa realizada com o uso de colares de silicone (“liga para
cabelo”) de diferentes cores (RIBEIRO; SOUSA, 2006) (Figura 4);

Figura 4 — Marcacdo individual, com colar de silicone, em
Tropidurus hispidus.
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(Fonte: Arquivo pessoal)
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e Biometria corporal: obteve-se o comprimento rostro-cloacal (CRC) com o auxilio

de paquimetro digital e a massa corporea em balanca digital (Figura 5);

Figura 5 — Mensuracao do CRC com paquimetro digital. A — Tropidurus hispidus; B — Ameivula
ocellifera.

-
SN,

(Font: Arquivo pessoal)

Para realizacdo do experimento foram capturados, no periodo de novembro
de 2014 a agosto de 2015, 135 animais, sendo 60 pertencentes a espécie T.
hispidus; e 75, A. ocellifera. Os individuos foram, entdo, destinados ao Laboratorio
de Morfofisiologia do Centro de Conservacdo e Manejo de Fauna da Caatinga,
UNIVASF, onde foram mantidos em uma camara climatizada, acondicionados em
aquarios de vidro ambientados com o uso de areia, dispostos sobre estantes de aco

com seis prateleiras (Figura 6 e Figura 7).
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Figura 6 — Aquarios em estantes de aco no
interior da camara climatizada -

Laboratério de Morfofisiologia do
CEMAFAUNA CAATINGA.

(Fonte: Arquivo pessoal)

Figura 7 — Aquario ambientado com areia - Laboratério de
Morfofisiologia do CEMAFAUNA CAATINGA.
(

(Fonte: Arquivo pessoal)
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Durante sua permanéncia no laboratorio, os animais receberam é&gua e
alimento ad libitum. A dieta dos animais constituiu-se em larvas de inseto (tenébrio)
e frutas frescas cortadas. Salienta-se que todos o0s espécimes passaram por periodo
de adaptacdo de sete dias submetidos a temperatura de 27°C (FIGUEIREDO et al.,
1999), sendo contidos fisicamente todos os dias com objetivo de reduzir o efeito
gerado pelo estresse da contencdo fisica durante as coletas sanguineas

posteriormente realizadas.

3.3 Experimento na camara climatizada

A camara climatizada possui uma area total de 11,56 m? (Figura 8 e Figura 9).
O controle da temperatura € realizado por dois termostatos digitais localizados na
parede externa que permitem variacdo de 0 a 51°C na temperatura interna da
mesma. E equipada também com climatizador evaporativo com alcance de 10m
(dimensdes: 64cmx39cmx64cm). E importante destacar que este equipamento
apresenta variacdo de +2°C na temperatura interna, ou seja, quando o termostato é
programado para 27°C, por exemplo, a temperatura no interior da camara

climatizada pode oscilar entre 25°C e 29°C.
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Figura 8 — Exterior da camara climatizada - Figura 9 — Interior da camara climatizada -
Laboratério de Morfofisiologia do Laboratério de Morfofisiologia do
CEMAFAUNA CAATINGA. CEMAFAUNA CAATINGA.

(Fonte: Arquivo pessoal)

Para execucdo do estudo, realizado entre dezembro de 2014 e agosto de
2015, os animais foram divididos em grupos de 15 individuos, sendo cinco grupos
para espécie A. ocellifera e quatro grupos para T. hispidus, de acordo com a
temperatura programada (TP) no termostato externo da camara climatizada. Sendo
eles: Grupo 1 (controle) — 27°C, Grupo 2 — 33°C, Grupo 3 — 39°C, Grupo 4 — 45°C e
Grupo 5 — 51°C (somente para A. ocellifera). Realizou-se trés repeticbes para cada
faixa de temperatura com intervalo de sete dias entre as réplicas, visando aumentar
a confiabilidade dos resultados obtidos através das repeticbes. Além disso, a
experimentacédo foi executada simultaneamente para as duas espécies de saurios.
Para determinacdo dos padrbes de comportamento termorregulatério, 0s
animais permaneceram expostos a temperatura predefinida no periodo de 08:00 a
18:00h, sendo observados a cada uma hora (LARA-RESENDIZ et al., 2013) para
obtencédo dos seguintes parametros:
e Temperatura ambiente — valor observado no termostato da camara

climatizada no momento de cada observacao;
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Temperatura corporal — temperatura medida ao nivel do térax com auxilio de
termémetro de infravermelho (precisédo de 0,1°C; Instrutherm® modelo TI-
870);

Locomocao — parado ou em movimento;

Condicao da boca — aberta ou fechada;

Postura em relacdo ao substrato - | (ventre completamente em contato com o
substrato Figura 10.A e B), Il (ventre parcialmente em contato com o substrato
com elevacdo somente da regido toracica e cabeca Figura 10.C e D), lli
(ventre completamente sem contato com o substrato Figura 10.E), IV (ventre
em contato direto com o vidro lateral do aquério Figura 10.F), V (enterrado);
Frequéncia respiratéria — quantidade de movimentos toracicos por minuto
(Mtpm).
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Figura 10 — Padrbes de postura dos lagartos A. ocellifera e T. hispidus. A — T. hispidus em postura |
(ventre completamente em contato com o substrato); B — A. ocellifera em postura |
(ventre completamente em contato com o substrato); C — T. hispidus em postura Il
(ventre parcialmente em contato com o substrato com elevacdo somente da regido
toracica e cabeca); D — A. ocellifera em postura Il (ventre parcialmente em contato com o
substrato com elevacé@o somente da regido toracica e cabeca); E- T. hispidus em postura
Il (ventre completamente sem contato com o substrato), F — T. hispidus em postura IV
(ventre em contato direto com o vidro lateral do aquario).

(Fonte: Arquivo pessoal)
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3.4 Coleta e processamento das amostras sanguineas

Ao final do periodo supracitado, os lagartos foram contidos fisicamente e, em
seguida, foi realizada a coleta sanguinea através da veia coccigea ventral (SYKES
IV; KLAPHAKE, 2015) com o uso de seringa de 1ml acoplada a agulha 30G 5/16
(8mm x 0,30mm), sendo acesso lateral para T. hispidus e ventral para A. ocellifera
com o animal em decubito dorsal (Figura 11).

Figura 11 — Venopuncao da veia coccigea ventral. A — Acesso lateral em T. hispidus. B —
Acesso ventral em A. ocellifera.
!
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Imediatamente, ap6s a coleta de sangue, confeccionaram-se esfregagos
sanguineos para contagem total e diferencial de leucdcitos. Além disso, mensurou-
se o0 nivel sérico de glicose (mg/dL) com o auxilio de glicosimetro (On Call Plus® -
variacdo de medicao: 20~600mg/dL).

As extensfes sanguineas foram coradas com kit Panético Rapido, o qual se
baseia no principio de coloracdo hematoldgica estabelecida por Romanowsky.
Posteriormente, as laminas de extensfes sanguineas foram montadas sob laminula
com o auxilio de balsamo do Canada.
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A leitura das laminas de esfregaco sanguineo foi realizada em microscépio
optico. A contagem total de leucdcitos baseou-se na técnica estabelecida por Sykes
e Klaphake (2008), onde, com o auxilio da objetiva de 40x, conta-se 0 numero de
leucécitos presentes em dez campos aleatérios na lamina. Em seguida, o valor
médio obtido por campo é multiplicado por 1500, obtendo-se o total de células
brancas por microlitro (UL) de sangue. Para a contagem diferencial, foram contados
100 leucdcitos utilizando-se a objetiva de 100x, separando-os de acordo com suas
caracteristicas morfolégicas em heterdfilos, mondcitos, linfécitos, eosinodfilos e
basofilos, obtendo-se, desta forma, o percentual de cada tipo celular no sangue. A
diferenciacdo dos leucdcitos foi realizada de acordo com a classificagcdo de Rovira
(2010).

3.5 Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada com auxilio do software R versdo 3.2.3 (R
Core Team, 2015). O teste de Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para verificar a
normalidade dos dados, determinando as amostras com distribuicdo paramétrica ou
nado paramétrica. Em seguida, a igualdade das variancias dos dados nao-
paramétricos foi testada com os testes Kruskal-Wallis e Wilcox, com a finalidade de
verificar diferencas estatisticas entre os valores obtidos para o0s parametros
frequéncia respiratéria, glicemia e células sanguineas entre cada faixa térmica
(intraespecifica) e entre as duas espécies estudadas (interespecifica). Para o0s
dados paramétricos, o teste ANOVA foi empregado, com a mesma finalidade. As
diferencas foram consideradas significativas somente para p=<0,05.

Visto que a camara térmica apresenta oscilacdo de *2°C em relacdo a
temperatura programada (TP) no termostato externo, as médias reais da TA foram
um pouco diferentes das faixas térmicas previstas. Tendo em vista que os modelos
experimentais sao seres ectotérmicos os valores da temperatura corporal (TC) foram
subtraidos da temperatura do ar (TA) para obtencdo da diferenca entre elas. Os
valores obtidos foram submetidos ao teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov, e
em seguida, ao teste Kruskal-Wallis e ao pdés-teste Wilcox para verificacdo dos

contrastes estatisticamente diferentes.
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Os padrbes comportamentais foram analisados através da estatistica

descritiva, considerando a frequéncia (%) de cada categoria observada.
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4 RESULTADOS

4.1 Variacao térmica

A Tabela 1 mostra a variacdo das temperaturas do ar (TA) e corporal (TC)
durante o experimento. Para A. ocellifera, todas as TP diferiram entre si, exceto
guando se comparou as TP 27°C e 45°C. A TP com maior variacdo entre TAe TC
para A. ocellifera foi em 51°C. Para T. hispidus houve diferenca estatistica entre
todos os contrastes comparados, sendo a TP 45°C com a maior variagdo média. Ao
analisar os dados de forma interespecifica, observou-se que as variagdes medias

entre TA e TC de A. ocellifera e T. hispidus foram iguais apenas para a TP 39°C.

Tabela 1 — Variacdo das temperaturas do ar e corporal de cada espécie nas diferentes faixas
térmicas durante o experimento realizado na caAmara climatizada.

Te (o TATC (C) TA (°C)
TP A.ocellifera T. hispidus A. ocellifera T. hispidus
27 25,81 +0,95 26,01+ 1,29 2,36 + 1,17~ 2,15+ 1,448 28,17 0,70
33 31,35+ 0,61 31,30+ 1,27 1,01 + 0,744b 1,07 £ 1,438 32,36 + 0,81
39 36,26 + 1,49 36,05 + 1,84 2,67 + 1,734 2,92 + 2,144¢ 38,94 + 1,20
45 4227 + 2,54 38,80 + 4,49 2,27 + 2,96”a.d 5,77 + 4,668 44,53 + 1,38
51 42,19 + 4,54 - 9,09 + 4,52¢ - 51,28 + 0,69

Legenda: TC — temperatura corporal; TA — temperatura do ar, TP — temperatura programada.
Letras mailsculas (A, B) iguais nas linhas ndo indicam diferenca significativa (Wilcox, p<0,05);
letras mindsculas (a, b, ¢, d, e) diferentes nas colunas apresentam diferencas significativas
(Wilcox, p<0,05).

E importante salientar que a espécie T. hispidus n&o foi submetida a TP 51°C,
pois durante as réplicas da TP 45°C, 73,33% dos individuos vieram a ébito apés um
periodo médio de 4 horas e 13 minutos em virtude da alta temperatura, sendo esta a
temperatura letal (TL) para a espécie. Para A. ocellifera, a TP 51°C foi considerada a
TL, visto que ocorreu a morte de 100% dos individuos apds 2 horas e 27 minutos em
média. A ultima TC mensurada dos individuos que vieram a 6bito apresentou média
de 43,20+£1,68°C para T. hispidus e 45,92+1,60°C para A. ocellifera. O sangue dos
animais mortos ndo foi analisado, devido as possiveis alteracbes causadas pelas
reacoes post mortem que poderiam interferir nos resultados obtidos.

Os animais localizados nas prateleiras superiores da camara climatizada

apresentaram temperatura meédia significativamente mais elevada que aqueles
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acondicionados nas prateleiras inferiores (Tabela 2). Isso ocorreu devido ao
mecanismo de regulacdo da temperatura no interior da camara que esta localizado
na parte superior dela, desta forma, ocorreu a formacdo de uma estratificacdo dos

gradientes de temperatura, principalmente nas TP45°C e 51°C.

Tabela 2 — Temperatura corporal dos lagartos nas diferentes faixas térmicas de acordo com
a prateleira em que estavam acomodados os terrarios durante o experimento
realizado na cAmara climatizada.

. TC
Prateleira ——-75¢ TP33°C TP39°C TP45°C  TP51°C
1 2501+0,09° 31,63+1,66° 37,38+1,38% 43,644,99° 47,40%6,32°
2 258641717 31.43+0,60° 36,66+1,30° 42,23+2,87% 46,62+6,12
3 26,04+0,03° 31,38+0,83° 3501+1,60° 41,58+3,16° 44,73+6,07"
4 25024002¢ 31,17+0.71¢ 3557+1,60¢ 40,55+3,48¢ 42,8145 90°
5 25.86+0,88%¢ 31,00+0,61¢ 35,20+1,54° 39,5143 48° 40,32+5,59¢

Legenda: TC — temperatura corporal; TP — temperatura programada.
Letras minasculas (a, b, ¢, d, e) diferentes nas colunas apresentam diferencas
significativas (Wilcox, p<0,05).

4.2 Padrdes de comportamento

No tocante ao parametro de abertura de boca, foram observados animais com
a boca aberta somente nas TP 45°C (1,56%) e 51°C (4,05%) para A. ocellifera
(Figura 13) e TP 39°C (0,20%) e 45°C (25,58%) para T. hispidus (Figura 14). Estes
resultados permitem afirmar que este comportamento foi mais evidente em T.
hispidus (Figura 12), devido a maior porcentagem de individuos desta espécie
apresentando esta atividade na TP 45°C. A TC média no momento em que foi
presente este comportamento foi de 41,84+5,01°C para T. hispidus e 45,40+3,06°C

para A. ocellifera, as quais representam o limiar de ofego para cada um dos taxons.
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Figura 12 — Tropidurus hispidus com a boca aberta na TP45°C. A — Lagarto com boca aberta e

(Fonte: Arquivo pessoal)

elevacdo da cauda; B — Lagarto com boca aberta e em postura lll.

Quanto ao padrdo de locomocao, para T. hispidus, mais de 90% dos animais

permaneceram parados em todas as faixas térmicas, sendo A. ocellifera mais ativo
(Figuras 15 e 16). Nas TP 51°C (54,05%) para A. ocellifera (Figura 15) e, 39°C
(4,85%) e 45°C (5,43%) para T. hispidus (Figura 16), observou-se aumento no grau

de locomogdao, principalmente, para aquelas faixas que foram consideradas letais

para cada uma das espécies.

Figura 13 — Condicdo da boca dos lagartos
Ameivula ocellifera nas diferentes
faixas térmicas.
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Figura 14 — Condicdo da boca dos lagartos
Tropidurus hispidus nas diferentes
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Figura 15 — Padrao de locomocao dos lagartos Figura 16 — Padrdo de locomocéo dos lagartos

Ameivula ocellifera nas diferentes Tropidurus hispidus nas diferentes
faixas térmicas. faixas térmicas.
100% 100%
90% | 90% |
80% | 80% |
70% | 70% |
60% | 60% |
50% 50%
0% | M Parado 20% - W Parado
30% Lk Movimento 30% - Movimento
20% 20%
10% 10%
0% 0% ' ' '
27 33 39 45 51 27 33 39 45

Temperatura Temperatura

O padrao de postura | (ventre totalmente em contato com o substrato) foi o
mais frequente para ambas as espécies em todas as TP. Conforme se aumentou as
faixas térmicas nao se observou variacdo evidente nos tipos de postura observados

em A. ocellifera (Figura 17) e T. hispidus (Figura 18).

Figura 17 — Posturas observadas nos lagartos Ameivula ocellifera nas
diferentes faixas térmicas.
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27 33 39 45 51
Temperatura

Legenda: | — ventre completamente em contato com o substrato; Il — ventre
parcialmente em contato com o substrato com elevacdo somente da regido
toracica e cabeca; Il — ventre completamente sem contato com o substrato;
IV — ventre em contato direto com o vidro lateral do aquario; V — enterrado.
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Figura 18 — Posturas observadas nos lagartos Tropidurus hispidus nas
diferentes faixas térmicas.
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Legenda: | — ventre completamente em contato com o substrato; Il — ventre
parcialmente em contato com o substrato com elevagdo somente da regido
torécica e cabeca; Il — ventre completamente sem contato com o substrato;
IV — ventre em contato direto com o vidro lateral do aquario; V — enterrado.

Frequéncia respiratoria
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No tocante aos resultados obtidos para a frequéncia respiratéria para A.

ocellifera (Tabela 3), observou-se que nas TPs 27°C, 33°C e 39°C as médias ndo

diferiram estatisticamente entre si.

Na TP de 45°C, no entanto, oS animais

apresentaram média de Mtpm significativamente superior quando comparada as

demais faixas térmicas. E para a TP 51°C os individuos de A. ocellifera

apresentaram reducdo significativa do numero de Mtpm, sendo a menor média

observada. No que tange a espécie T. hispidus, observou-se que com a elevacao da

TP, houve aumento do numero de Mtpm,

apresentando diferenca significativa entre si.

com todas as médias obtidas



Tabela 3 — Frequéncia respiratéria de Ameivula ocellifera e
Tropidurus hispidus nas diferentes faixas térmicas.

TP

Frequéncia Respiratéria (Mtpm)

Ameivula ocellifera

Tropidurus hispidus

27
33
39
45
51

16,89 + 11,5242
16,81 + 15,174a.b
17,98 + 14,0942
35,74 + 27,214¢
8,49 + 13,874

12,81 + 12,3382
14,73 + 12,6440
17,64 + 13,214¢
25,51 + 18,008

Legenda: TP — temperatura programada, Mtpm — movimentos
toracicos por minuto.
Letras mailsculas (A, B) iguais nas linhas ndo indicam
diferenca significativa (p<0,05); letras minudsculas (a, b, ¢, d)
diferentes nas colunas apresentam diferencas significativas

(p<0,05).

Uma comparacédo interespecifica permitiu afirmar que, para as TPs 27°C e
45°C, A. ocellifera apresentou frequéncia respiratéria significativamente superior a T.
hispidus (Tabela 3). Para as TPs 33°C e 39°C, as espécies apresentaram namero de

Mtpm meédios estatisticamente iguais (Tabela 3).

4.4 Alteracdes hematoldgicas e bioquimicas
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A Tabela 4 contém os valores médios referentes aos niveis glicémicos obtidos

para as duas espécies de lagartos estudadas. Pode-se observar que, para A.
ocellifera, a média obtida para glicemia na TP 45°C foi significativamente maior, ndo

sendo, porém, observadas diferencas significativas entre as demais médias

encontradas para a espécie. Ja para T. hispidus, ndo houve diferenca significativa

entre os valores encontrados em cada TP (ANOVA, p>0,05).
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Tabela 4 — Niveis glicémicos de Ameivula ocellifera e

Tropidurus  hispidus

térmicas.

nas diferentes faixas

Glicemia (mg/dL)

™ Ameivula ocellifera Tropidurus hispidus*
27 136,33 + 69,7942 180,00 + 40,7282
33 121,80 + 37,2472 188,47 + 32,8882
39 148,60 + 116,814 197,53 + 41,4382
45 327,14 £ 167,354 -
Legenda: TP - temperatura programada, *Amostra com

distribuicdo normal submetida ao teste ANOVA.
Letras mailsculas (A, B) iguais nas linhas ndo indicam

diferenca significativa (Wilcox, p<0,05); letras minudsculas (a, b)
diferentes nas colunas apresentam diferengas significativas

(Wilcox e ANOVA, p<0,05).

Quando comparados os valores médios de glicemia das duas espécies,

observa-se que T. hispidus apresentou niveis glicémicos significativamente

superiores aos de A. ocellifera.

Os valores médios obtidos na contagem total de leucdcitos ndo diferiram em

nenhuma das TP de ambas as espécies (Tabela 5). Apos a juncéo dos dados para

comparacao interespecifica, os testes estatisticos permitiram afirmar que somente

para a TP 27°C houve diferenca significativa, na qual o numero total de leucécitos foi

superior para T. hispidus.

Tabela 5 — Contagem total de leucécitos de Ameivula ocellifera
e Tropidurus hispidus nas diferentes faixas térmicas.

Leucédcitos totais (n®/uL)

TP - -
Ameivula ocellifera

Tropidurus hispidus

27 2650,00 + 1809,504a
33 5307,69+ 2211,7942
39 3830,00 + 2926,714a
45 3180,00 + 2169,5642

5980,00 + 4403,938a
5630,00 + 4336,2642
2970,00 + 1845,15Aa
3125,00 + 1461,7642

Legenda: TP — temperatura programada.
Letras mailsculas (A, B) diferentes nas linhas indicam

diferenca significativa (Wilcox, p<0,05); letra mindscula (a) igual
nas colunas ndo apresenta diferencas significativas (ANOVA,

p<0,05).

Durante a contagem diferencial de leucécitos, as células de A. ocellifera e T.

hispidus apresentaram morfologia semelhante. Os heterofilos eram células

arredondadas com nucleo lobulado e ambas as espécies apresentaram este tipo
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celular sem granulos citoplasméticos (Figura 19.A). Tais estruturas foram
observadas somente em alguns individuos da espécie A. ocellifera e apresentaram
formato alongado (Figura 19.B). Os linfécitos se caracterizaram por células
arredondadas de tamanho variados, com nlcleo que ocupava quase todo o
citoplasma (19.C e D). Os mondcitos eram células grandes com nudcleo ovalado ou
em formato de feijao ocupando pouco espaco no citoplasma (Figura 19.E e F). J4,
os eosindfilos foram caracterizados por células arredondadas com nucleo ovalado
localizado na periferia da célula (Figura 20.A). Do mesmo modo que os heterdfilos,
0s granulos citoplasmaticos dos eosinofilos estiveram presentes somente nas
células observadas nos esfregacdes sanguineos de A. ocellifera (Figura 20.B). O
altimo grupo celular, os basdfilos, eram células pequenas com granulos
citoplasmaticos basofilicos abundantes que dificultavam a visualizacdo do nudcleo
(Figura 20.C e D).
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Figura 19 — Leucdcitos dos lagartos Ameivula ocellifera e Tropidurus hispidus em esfregaco
sanguineo observados em microscopio optico com objetiva de 100x. A: Heterdfilos
degranulado de T. hispidus; B: Heterdfilo granulado (cabeca de seta) e heterdfilo
degranulado (seta fina) de A. ocellifera; C: Linfécitos (setas finas) e trombdécitos
(cabecas de seta) de T. hispidus; D: Heterdfilo (seta larga), mondcito (cabeca de
seta) e linfécito (seta fina) de A. ocellifera; E: Mondcito de T. hispidus (seta fina);

F: Monécito de A. ocellifera (seta fina).
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(Fonte: Arquivo pessoal)
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Figura 20 — Leucdcitos dos lagartos Ameivula ocellifera e Tropidurus hispidus em esfregaco
sanguineo observados em microscopio optico com objetiva de 100x. A: Eosindfilo
(seta fina) e trombdcitos (cabecas de seta) de T. hispidus; B: Eosindfilo granulado
de A. ocellifera (seta fina); C: Basdfilo de T. hispidus (seta fina); D: Basdfilo de A.
ocellifera (seta fina).

(Fonte: Arquivo pessoal)

Com a contagem diferencial de leucécitos nos esfregacos sanguineos foi
possivel a obtencdo do percentual de cada tipo celular no sangue dos individuos
estudados, o que permitiu estimar os valores absolutos para cada grupo de
leucécitos (n°./uL) a partir da contagem total destas células anteriormente descrita.
Assim, as Tabelas 6 e 7 apresentam os percentuais e valores absolutos (n°./uL) para
cada tipo de leucdcito presente no sangue de A. ocellifera e T. hispidus.

Os heterofilos foram as células mais abundantes nos esfregagos sanguineos
de ambas as espécies variando de 48 a 79% do numero de total de leucdcitos
(Tabela 6 e 7). Os basofilos foram as células encontradas em menor percentual para
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A. ocellifera (Tabela 6), enquanto que para T. hispidus, a menor representatividade
foi dos eosindfilos (Tabela 7).

De acordo com a Tabela 7, para A. ocellifera a quantidade de eosinofilos,
basofilos e linfocitos ndo diferiu estatisticamente entre as diferentes TPs (Tabela 6).
Houve diferenca significativa entre os dados obtidos para a quantidade de heterdfilos
nas TPs 27°C, 33°C e 39°C (Tabela 6), tendo a TP 33°C a maior média entre todas.
O numero de heterofilos da TP 45°C foi estatisticamente menor apenas quando
comparado a média observada para a TP 33°C (Tabela 6). Para o numero de
monocitos de A. ocellifera, na TP 27°C este resultado foi significativamente menor
gue nas TPs 33°C e 45°C (Tabela 6). Nos demais contrastes nao foram observadas
diferencas significativas (Tabela 6).

Conforme a Tabela 7, o nimero médio de eosindfilos e linfécitos no sangue
de T. hispidus ndo diferiu significativamente entre as TPs. A quantidade de
heterdfilos de T. hispidus foi estatisticamente menor para TP 39°C quando esta foi
comparada com as TPs 27°C e 33°C, néo diferindo, no entanto, da TP 45°C (Tabela
7). O mesmo foi observado para o nimero de mondcitos, porém a TP 45°C também
foi estatisticamente menor quando comparada a TP 27°C (Tabela 7). E para as
médias de basofilos obtidas para T. hispidus tem-se que a TP 39°C foi
significativamente maior quando contrastada com as TPs 27°C e 33°C (Tabela 7). A
TP 45°C para este grupo nao celular foi estatisticamente semelhante a todas as TPs
(Tabela 7).



Tabela 6 — Contagem diferencial de leucécitos da espécie Ameivula ocellifera nas diferentes faixas térmicas.

Granulécitos

Agranulécitos

TP Eosindéfilos Heterofilos Basofilos Monécitos Linfécitos
% ne/uL % ne/pL % ne/uL % ne./uL % ne./uL
27 6,13 £ 141,30+ 62,00 1694,10+ 1,07 + 18,70 £ 7,47 £ 220,30 + 23,67 579,60 +
3,25 101,202 13,40 1358,112 1,67 25,352 3,85 220,632 11,63 440,962
33 2,62 + 140,42 + 70,62 + 3629,88 + 0,38 + 17,08 £ 10,38 + 620,08 + 16,00 + 900,23 +
2,43 155,812 17,73 1628,78P 0,65 27,862 9,08 804,85° 8,55 856,192
39 3,93+ 101,50 + 73,60 £ 2851,30 + 0,13 + 7,00 + 8,93 + 390,00 + 13,40 + 480,20 +
3,95 95,472 12,53 2563,03¢ 0,35 20,342 8,62 481,202 b 6,06 481,202
45 7,80 + 229,80 * 48,80 * 1539,00 + 0,60 + 15,60 + 22,40 £ 745,80 + 20,40 £ 649,80 +
6,65 172,332 10,18 1117,47a¢ 0,89 23,852 9,18 648,25 4,16 442,662
Legenda: TP — temperatura programada.
Letras minudsculas (a, b, c) diferentes nas colunas indicam diferencas significativas (Wilcox, p<0,05).
Tabela 7 — Contagem diferencial de leucécitos da espécie Tropidurus hispidus nas diferentes faixas térmicas.
Granuldcitos Agranuldcitos
TP Eosinodfilos Heterofilos Basofilos Monécitos Linfocitos*
% ne./uL % ne./uL % ne./uL % ne./uL % ne./uL
27 1,07 + 88,00 + 74,47 + 4670,70 + 1,67 63,20 + 9,60 + 509,30 + 13,60 + 670,40 +
1,16 191,042 12,28 4002,062 2,26 97,122 9,25 556,362 8,59 516,482
33 0,47 + 41,60 + 79,07 + 4643,90 + 0,53 + 30,40 + 5,00 + 263,10 + 15,13 + 662,60 *
0,74 96,112 10,20 4018,822 0,52 48,202 4,07 256,51a.b 10,02 425,152
39 0,20 + 5,90 + 73,33 % 2242,60 + 5,00 + 125,10 + 2,67 67,90 + 18,80 + 528,50 +
0,41 12,702 11,98 1496,35bP 3,95 110,84° 2,69 86,22¢ 8,42 446,462
45 0,67 + 20,25 + 74,67 + 2360,00 * 5,83+ 171,75 + 3,83+ 111,00 + 15,00 + 462,00 +
1,21 33,882 22,02 1413,15a b 7,68 213,71ab 3,43 97,670 ¢ 10,99 338,902

Legenda: TP — temperatura programada, *Dados com distribuicdo normal submetidos ao teste de variancia ANOVA.
Letras minusculas (a, b) diferentes nas colunas indicam diferencgas significativas (Wilcox e ANOVA, p<0,05).
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5 DISCUSSAO

As variagcbes térmicas do ambiente exercem papel fundamental sobre os
padrées termorreguladores dos seres ectotérmicos. Através do comportamento
termorregulador, o animal busca constantemente manter a temperatura corporal
dentro dos limites de sua zona 6tima de temperatura (BICEGO; BARROS; BRANCO,
2007; ELOI; LEITE-FILHO, 2013). Diante disto, a maior variagao entre TA e TC nas
faixas térmicas mais elevadas (TP45°C para T. hispidus e TP51°C para A. ocellifera)
comprovam a tentativa dos espécimes em manter a temperatura corporal em nivel
mais adequado. Sagonas, Valakos e Pafilis (2013), estudando o efeito da
insularidade sobre a termorregulacéo do lagarto Lacerta trilineata, mostraram a forte
influéncia que o ambiente exerce sobre as estratégias de regulacdo térmica. Ao
comparar as eficiéncias da termorregulacdo entre dois grupos de individuos da
espécie supracitada, um oriundo de ambiente insular e outro proveniente do
continente, os autores puderam afirmar que 0s primeiros apresentaram menor
precisdo na termorregulacdo em laboratorio, pelo fato de seu ambiente natural ndo
oferecer grandes variacdes sazonais na temperatura ambiental.

Desta forma, a temperatura corporal em atividade dos saurios € determinada
por um conjunto de fatores, tais como o efeito do ambiente e a interagéo
ecofisiolégica entre a atividade, a dieta e o forrageamento, e principalmente a
filogenia. Bonino et al. (2015) corroboram com esta afirmacdo, visto que,
observaram forte influéncia dos padrbes filogenéticos para os lagartos da tribo
Liolaemini sobre as temperaturas criticas (CTmin € CTmax) das espécies estudadas. O
fato de T. hispidus apresentar temperatura letal (SCHMIDT-NIELSEN, 2011a) menor
que A. ocellifera pode ter origem na filogenia das espécies (KOHLSDORF; NAVAS,
2006). Diversos estudos mostram que os lagartos da familia Teiidae apresentam TC
média mais elevada, variando de 32,5 a 41,0°C (VITT, 1995; MENEZES; ROCHA,;
DUTRA, 2000; HATANO et al.,, 2001; SALES et al., 2011) e estes resultados
geralmente sdo associados ao comportamento forrageador ativo. Enquanto que, 0s
forrageadores do tipo senta-e-espera da familia Tropiduridae, apresentam TC média
em atividade em torno de 32,9 a 35,9°C (VITT, 1995; HATANO et al., 2001,
VARGENS; DIAS; LIRA-DA-SILVA, 2008; RIBEIRO; FREIRE, 2010). Outro fator que
pode ter influenciado este resultado é o tamanho dos animais. Os individuos da
espécie A. ocellifera apresentaram em meédia 6,04+2,02g e 64,15+6,53mm (CRC),

sendo nitidamente menores que o0s espécimes de T. hispidus, cujas medidas



52

biométricas foram em média 30,05+11,43g e 92,81+14,37mm (CRC). Desta forma, o
resultado observado para a variacdo entre TA e TC e frequéncia respiratoria de T.
hispidus na faixa térmica de 45°C, principalmente quando comparadas aos valores
obtidos para A. ocellifera, pode ter sido consequéncia da menor precisdao da
termorregulacdo devido ao maior porte dos tropidurideos que dificulta a perda de
calor (SAGONAS et al., 2013). Destaca-se ainda a reducéo na FR de A. ocellifera na
TP 51°C decorrente, provavelmente, do esgotamento metabodlico dos individuos
momentos antes da morte.

Dentre os diversos tipos de comportamento termorregulatério observados nos
répteis, estdo: a selecdo adequada e combinacdo de microhabitats, substratos e
abrigos, execucéo de diferentes posturas, exposicao a diferentes condices de vento
e radiacdo solar e até mesmo variacdo e coordenacdo dos horérios de atividade,
aproveitando a presenca ou auséncia de determinados fatores ambientais (PEREZ;
RESENDIZ; CRUZ, 2014). Alguns outros tipos de comportamento também podem
ser observados, como por exemplo, abertura de boca, que acompanhada ou nao da
protrusdo da lingua, tem como objetivo realizar o resfriamento do corpo através da
evaporacao no trato respiratério e superficie orais, e geralmente ocorre quando o
animal apresenta TC proxima a temperatura letal (TATTERSALL; CADENA;
SKINNER, 2006), conforme observado no presente estudo.

Ameivula ocellifera mostrou-se mais ativo que T. hispidus ao longo de todo o
experimento, corroborando com observacbes realizadas em campo. Segundo
Santos et al. (2015), por exemplo, em um ecétono de Mata Atlantica-Caatinga, A.
ocellifera foi encontrado geralmente andando sobre a areia. J& os lagartos da familia
Tropiduridae, em vias gerais, locomovem-se com menos frequéncia, conforme
observado por Meira et al. (2007) que estudaram a espécie Tropidurus oreadicus em
uma area de cerrado rupestre do Brasil Central e definiram que este tAxon apresenta
padrdo de atividade unimodal, sendo encontrado geralmente parado. Ribeiro e
Freire (2011), com base em dados de intensidade de forrageamento, mostraram que
embora T. hispidus e T. semitaeniatus sejam lagartos forrageadores senta-e-espera,
T. hispidus é ainda menos ativo do que T. semitaeniatus.

As mudancas de postura observadas em lagartos durante a termorregulacao
ocorrem principalmente para aqueles animais em que o padrdo tigmotérmico é a

principal estratégia para controle da TC. Este comportamento tem o objetivo de
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reduzir ou aumentar a superficie de contato entre o corpo do animal e o substrato.
Além disso, Dzialowski e Connor (1999) afirmam que as mudancas no fluxo
sanguineo para os membros de pequenos ectotérmicos afetam as taxas de
aquecimento e resfriamento do corpo. Este mecanismo fisiologico associado as
mudanc¢as de postura pode permitir maior eficiéncia na troca de calor com o ar,
através da passagem do vento pelas regides ventral e dos membros quando os
vasos destes locais estiverem ingurgitados. Deste modo, a pouca variacdo entre os
tipos de postura observados pode ter relagdo com a auséncia de vento no interior da
camara climatizada. Além disso, embora esta varidvel ndo tenha sido mensurada,
supde-se que a temperatura do substrato (areia) nas condi¢cdes de laboratorio tenha
sido semelhante a temperatura do ar, ndo permitindo ao animal termorregular pelo
comportamento tigmotérmico.

Os resultados obtidos para frequéncia respiratoria (FR) de A. ocellifera e T.
hispidus foram compativeis com a hipétese proposta de que animais submetidos a
altas temperaturas tém maior demanda por Oz (SCHMIDT-NIELSEN, 2011b, 2011c),
considerando que nas TP mais altas ocorreu o aumento da frequéncia respiratoria,
associado a desobturacdo da boca. Estes mecanismos permitem o aumento da
ventilagdo (maior aporte de O2) e o resfriamento do corpo através da troca de calor
entre 0 ar e as mucosas do trator respiratorio e cavidade oral, permitindo que os
animais estivessem com TC significativamente menor que a TA. A elevacédo da FR
tem sido descrita para as mais diversas espécies de vertebrados, com padrdes
semelhantes para aves, mamiferos e répteis. Costa, Saraiva e Santos (2012)
avaliando o efeito do ambiente sobre os indicadores fisioldgicos na producédo de
frangos de corte concluiram que, sob altas temperaturas, estes animais apresentam
aumento da frequéncia respiratoria, que permite a manutencdo da temperatura
corporal destas aves, tendo em vista que, mesmo nas horas mais quentes do dia,
nao ocorreu variacdo de temperatura cloacal das mesmas. Silva et al. (2015)
afirmam também que aves sob estresse térmico melhoram a troca de calor com o
meio através do aumento da FR. Para mamiferos o mesmo foi observado em
cavalos expostos a altas temperaturas e exercicio intenso (PALUDO et al.; 2002) e
suinos submetidos ao estresse térmico (MANNO et al.; 2005). Ainda no tocante a
classe Mammalia, Abreu-Vieira et al. (2015) afirmam que a temperatura ambiental

exerce influéncia sobre diversos processos organicos em ratos, tais como taxa



54

metabdlica basal, efeito térmico da comida, atividade fisica e termogéneses induzida
pelo frio. Além disso, o custo para a manutencédo da temperatura corporal durante a
fase de atividade pode variar de 4 a 16% da despesa energética diaria total.

No tocante aos parametros sanguineos, o nivel sérico de glicose é
frequentemente avaliado como resposta aos agentes estressores impostos aos
organismos. Jentoft et al. (2005) submeteram as espécies de peixes Perca fluviatilis
e Oncorhynchus mykiss a hipoxia e condicdo de superlotacdo, e observaram
aumento nos niveis séricos de glicose para ambas as espécies. O mesmo foi
observado por Mariano et al. (2009), para a espécie de peixe Hoplerythrinus
unitaeniatus, e Kubokawa et al. (1999), para machos e fémeas da espécie de
salmé&o Onchorynchus nerka submetidos ao estresse. Segundo Jessop et al. (2003),
a relacdo entre o estresse da captura e nivel plasméatico de glicose em crocodilos de
agua-doce da Australia (Crocodylus johnstoni) é diretamente proporcional. Um outro
estudo realizado em anfibios (Lithobates catesbeianus) submetidos ao jejum
prolongado mostrou que os niveis glicémicos aumentaram entre o segundo e quarto
dia sob restricao alimentar, com reducdo apds o sétimo dia (SILVA; POLACOW,
2004).

A auséncia de granulos citoplasmaticos observada entre os heteréfilos e
eosindfilos de A. ocellifera e T. hispidus pode ter sido decorrente do processo de
envelhecimento celular in vivo normal. Martinez-Silvestre, Lavin e Cuenca (2011)
citam, ainda, que a degranulacdo destes tipos celulares pode estar associada ao
manejo da amostra, seja pelo armazenamento por tempo prolongado ou fixacéo
inadequada.

Considerando esta correlacdo proposta pelos autores supracitados, é possivel
afirmar que, embora A. ocellifera tenha conseguido termorregular de forma eficiente,
na TP45°C, o animal ja se encontrava em situacdo de estresse, devido ao aumento
significativo da glicemia. Para T. hispidus, porém, este parametro ndo permitiu este
tipo de andlise, mesmo para a TP45°C, a qual foi considerada letal para esta
espécie. Supde-se que os estratos de temperatura formados no interior da camara
de acordo com as prateleiras, tenham influenciado estes resultados, uma vez que, a
glicemia foi mensurada apenas para 0s animais que sobreviveram, os quais estavam
acondicionados nas prateleiras mais baixas que apresentaram temperatura menos

elevada.
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De acordo com os resultados descritos para ambas as espécies estudadas,
os heterofilos foram as células mais abundantes, seguidos dos linfécitos. A menor
proporcao foi observada para os basdfilos, conforme esperado. Estes dados foram
semelhantes aos obtidos para os quelbnios Caretta caretta (PIRES; ROSTAN;
GUIMARAES, 2006), Chelonia mydas (SANTOS et al., 2009) e Chelonoidis
denticulatus (CABRERA et al., 2011) e, para a serpente Natrix natrix natrix
(WOJTASZEK, 1991). Glaser et al. (2013), no entanto, afirmam que os linfécitos sao
as células brancas mais abundantes em serpentes das espécies Bothrops jararaca e
B. jararacussu mantidas em cativeiro. Realizar, porém, a comparacdo entre 0S
valores absolutos obtidos no presente trabalho e os estudos supracitados nao é
possivel, tendo em vista que se tratam de espécies de grupos distintos e que
habitam locais diferentes. Os dados obtidos por Carvalho et al. (2009) podem
confirmar esta afirmacdo, pois 0s autores encontraram valores distintos para os
parametros sanguineos nas diferentes espécies de peixes nativas amostradas no rio
Tocantins e atribuem estes resultados ao nicho ocupado por cada taxon.

Embora tenham ocorrido diferencas significativas entre as faixas de
temperatura para heterofilos e monécitos de A. ocellifera e heterdéfilos, mondcitos e
basofilos de T. hispidus, as variacdes observadas ndo parecem seguir um padréao
gue possa ser relacionado ao aumento da temperatura, conforme descrito por
Garcia et al. (2012), onde o aumento da temperatura da agua de 26°C para 33°C
acarretou reducdo no numero de eritrocitos e leucocitose e aumento do volume
corpuscular médio dos eritrocitos em tilapias (Oreochromis niloticus).

A alteracdo na proporcdo de leucdOcitos em seres ectotérmicos tem sido
estudada com mais frequéncia em peixes, devido a necessidade de avaliar o estado
de salde destes animais que apresentam alto valor zootécnico, e, estas sdo
comumente associadas a infeccbes (ALVAREZ et al., 1988; NUNES et al., 2014;
MARINHO et al., 2015). A monocitose observada por Bonadiman et al. (2010) em
lagartos da espécie Ameiva ameiva infectados por hemogregarinas mostra que o
mesmo pode ocorrer em répteis. Em outro estudo, Pires et al. (2009) observaram
gque o numero de eosindfilos é superior em tartarugas de vida livre néo
vermifugadas, sugerindo que o parasitismo nestes animais, mesmo que na presencga

da relacao parasita-hospedeiro equilibrada, ocasiona eosinofilia.
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E importante frisar que os estudos acerca da hematologia de répteis s&o
escassos, sendo efetuados geralmente somente para as espécies de maior porte,
sejam aquelas com valor zootécnico (jacarés) ou examinadas com frequéncia na
rotina meédico-veterindria para fins de conservacao (tartarugas marinhas) ou criagéo
como “pet” (boideos). O mesmo ocorre com os estudos que correlacionam os efeitos
das varidveis ambientais sobre padrdes fisiolégicos dos animais, 0s quais séo
realizados principalmente para as espécies com interesse econdmico, tendo em
vista que a criacdo animal em ambiente inadequado pode afetar intensamente a
producéo, acarretando prejuizos aos produtores. Desta forma, o pequeno nimero de
publicacdes especificas para o grupo dos répteis dificulta a discussdo dos dados
agui apresentados. Brandt (2012) afirma, também que a escassez de estudos sobre
o efeito da temperatura na histéria natural dos lagartos dificulta a previsdo dos
possiveis efeitos que as mudancas climaticas podem causar sobre a dindmica das

populacdes de ectotérmicos.

6 Consideracdes finais

A andlise dos resultados obtidos permite concluir gue Ameivula ocellifera e
Tropidurus hispidus apresentam mecanismos de termorregulacdo distintos. As
mudancas comportamentais de T. hispidus em faixas térmicas proximas ao limite
maximo da espécie sdo mais evidentes quando comparadas ao teiideo A. ocellifera.
Quanto aos parametros de frequéncia respiratoria e temperatura corporal afirma-se
que estes sdo diretamente proporcionais ao aumento da temperatura ambiente.
Além disso, para A. ocellifera os niveis de glicose sérica podem ser utilizados para
avaliacdo do efeito de agentes estressores, uma vez que o valor da glicemia
aumentou significativamente na temperatura programada de 45°C. As células
sanguineas para ambas as espécies, porém, nao parecem sofrer alteracdes
ocasionadas pelo aumento da temperatura.

Por fim, os parametros fisiolégicos e comportamentais obtidos para os
lagartos podem representar estados proximos dos naturais, visto que os gradientes
térmicos aplicados caracterizam condigbes experimentadas por estes animais em

seus ciclos diarios e/ou sazonais de atividade no semiarido. Nesse sentido, os
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resultados contribuem para a ampliacdo dos conhecimentos sobre os processos

metabodlicos em elementos da fauna silvestre.
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