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“A variabilidade € governada por muitas leis desconhecidas, em especial pela
da correlacéo de crescimento. Alguma coisa pode ser atribuida a acéo direta
das condicfes de vida. Alguma coisa deve ser atribuida ao uso e desuso. O
resultado € assim tornando infinitamente complexo.”

(CHARLES DARWIN)



RESUMO

O uso de eletrocardiograma em répteis pode ser uma ferramenta inestimavel para
monitorar a funcéo cardiaca em répteis, no entanto, essa técnica € pouco utilizada
devido a uma compreenséo limitada em relacdo a sua interpretacdo. Este trabalho
apresenta um estudo sobre a anélise da Variabilidade da Frequéncia Cardiaca (VFC)
em serpentes Pantherophis guttatus. Estes animais sdo endémicos dos Estados
Unidos, mas distribuida globalmente como animal de estimacdo. Diversas doencas
cardiacas ja foram descritas em repteis, entretanto, para as serpentes em estudo, as
doencas cardiacas sdo raramente diagnosticas e na maioria das informacbes é
baseada no pés-morte. O uso de métodos lineares da VFC pode contribuir para
compreensao da fisiologia cardiaca, fornecendo informacdes para o diagndstico e
progndéstico de doencas cardiacas em serpentes. Para o trabalho foram utilizadas 8
fémeas e 13 machos, as serpentes nao foram sedadas. Os parametros da VFC foram
feitos com bases em registros eletrocardiograficos (ECG), os registros de intervalos
RR, foram analisados por métodos néo lineares, no dominio do tempo e dominio da
frequéncia. Ao comparar fémeas e machos foram verificadas diferencas significativas
nos intervalos RR, variando em 15,3% nos machos e 18,8% nas fémeas, para o
dominio da frequéncia os valores variaram entre alta frequéncia baixa frequéncia. As
alteracdes verificadas no dominio do tempo podem ser descritas para pelo controle
do sistema nervoso autbnomo por acdo do sistema parassimpatico, o que é
confirmado pelas variacfes de alta e baixa frequéncia (Hz), no dominio da frequéncia.
Mesmo sendo observado algumas diferencas significativas, entre as variaveis
cardiologicas entre machos e fémeas ndo a como inferir a existéncia de processos
patolégico em nenhum dos grupos de serpentes. Os valores estabelecidos para SD1
e SD2, assim como os valores do dominio da Frequéncia, com destaque para o LF
bastante utilizados em estudo em outras espécies, servem como parametros para
estudo em serpentes Pantherophis guttatus, pois até o momento da presente

publicacdo nao reportados na literatura.

Palavras-chave: Serpentes. Eletrocardiograma. Variabilidade Frequéncia Cardiaca.



ABSTRACT

The use of electrocardiogram in reptiles can be an tool to monitor cardiac function in
reptiles, however this technique is not broadly used, due to a limited understanding of
its interpretation. This study analyzed the Heart Rate Variability (HRV) in Pantherophis
guttatus snakes; animals that are endemic to the United States but distributed globally
as a pet. Several cardiac diseases have been described for reptiles, however, for the
studied snakes, these diseases are rarely diagnostic and in most cases the information
is only based on the postmortem analysis. The use of linear HRV methods can
contribute to the understanding of cardiac physiology, providing information for the
diagnosis and prognosis of heart disease in snakes. Twenty-one snakes were used for
the study (female=8, male=13) the snakes were not sedated. HRV parameters were
made based on electrocardiographic records (ECG) and the RR intervals record were
analyzed by non-linear methods, in the time and frequency domains. Significant
differences were observed in the RR intervals for female and male snakes, varying by
18.8% and 15.3%, frequency. For the frequency of domain, the values varied between
high and low. The changes observed in the time domain can be explained for the
control of the autonomic nervous system by the action of the parasympathetic system,
which is confirmed by the variations in the frequency domain. Even though significant
differences were observed for cardiological variables between males and females,
there is no way to infer the existence of pathological processes in any of the groups of
snhakes. To the best of our knowledge, this is the first time that the values established
for SD1 and SD2, as well as the values of the frequency domain, with emphasis on the
LF widely used in study in other species, were used to evaluate the cardiac function in

Pantherophis.guttatus snakes.

Keywords: Snakes. Electrocardiogram. Heart Rate Variability. Heart Rate.



DIVULGACAO E TRANSFERENCIA DE CONHECIMENTO

Para manter a boa qualidade de vida das serpentes em cativeiro precisamos
compreender todas as condi¢cdes de saude destes animais. Em relacdo a diversas
caracteristicas, como: alimentacao, temperatura, e uma boa condicao fisica. Para que
se verifiqgue que a serpente possui um corag¢do saudavel, € necessério a realizacdo
de um eletrocardiograma, que € apenas a colocacgao de pequenos receptores ao longo
do corpo dos animais que irdo captar os impulsos elétricos do coracéo, isso é feito
pelo computador, assim € possivel observar o funcionamento correto do coracdo da
serpente, e caso alguns dos pontos esperados ndo estejam corretos pode-se

diagnosticar uma doenca, e desta maneira iniciar o tratamento correto da serpente.
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1 INTRODUCAO

As serpentes Pantherophis guttatus, sdo da familia Colubridae e originaria da
Ameérica do Norte (DI-PIO et al., 2010). Sdo comumente usadas como animais de
estimacao. Por apresentarem um temperamento calmo e ndo venenosas, sado faceis
de criar e manter em cativeiro, possuem coloracao e padrao de cores diversificadas,
apresentam um tamanho maximo de até 1,5 metros, sdo oviparas e o tempo de vida
relatado em cativeiro pode chegar aos 20 anos (ULLATE-AGOTE; MILIKOVICTH,
TZIKA, 2015).

A facil capacidade de adaptacdo aos mais diversos tipos de ambientes, fez com
gue essas serpentes fossem levadas as mais variadas localidades no globo. Sua
alimentacéo esta baseada na ingestdo de pequenos mamiferos, aves e lagartos que
matam por constricdo (GREENE, 1997). Possui habitos essencialmente noturnos,
arbéreo e podem facilmente se adaptar ao ambiente urbano (KRAUS; CARVALHO
2001).

Apesar de cuidada muitas vezes como animal de estima¢édo ainda pouco se
conhece sobre a histéria de vida e variacdo morfologica da P. guttatus. (BURNIK 2002;
2007), principalmente sobre sua morfofisiologia cardiaca no que diz respeitos aos
padrbes fisioldgicos normal, assim como seus estados patolégicos, desta forma
compreender as informacdes sobre os ciclos dos padrbes cardiolégicos P. guttatus ira
contribuir no manejo da espécie tanto em condicGes de cativeiro no habitat natural
(BIRD, PEAK, BAXLEY, 2015).

A anatomia do coracéo reptiliano varia em torno de alguns dos principais
padrdes estruturais, apresentando dois atrios e um Unico ventriculo. As caracteristicas
anatdmicas do coracdo, reflete as demandas fisioldgicas e estilos de vida de cada
espécies.

Os estudos sobre cardiologia clinica em répteis ainda se apresenta em uma
fase inicial, as quais nao séo facilmente diagnosticadas, dessa forma, é importante a
aplicacdo de teste como ECG e tomografias que possam favorecer os diagnosticos
(KIK, PATH, MITCHELL, 2005). O eletrocardiograma representa uma importante
ferramenta nas avaliacdes cardiacas onde se observa a leitura das ondas P, T e
complexo QRS, para quais os sinais devem ser feitos em condi¢cdes semelhantes pois 0s
parametros podem variar por diversos fatores (STUGINSKI, FERNANDES, GREGO,
2011).
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A compreensédo sobre a variabilidade da frequéncia cardiaca em serpente se
apresenta de maneira embrionaria, ndo abrangendo boa parte do contingente de
espécies e suas especificidades, visto que é importante para a descricédo de situacdes
patologicas clinicas a compreensao profunda do funcionamento fisiolégico e sua
descricdo nos testes utilizados, assim como a investigacdo doencas e condicdes
adversas de saude.

Ha uma diferenca significativa entre a cardiologia de mamiferos e répteis, tanto
em termos anatdbmicos quanto fisiolégicos. Também ha uma variacdo entre as
espécies de serpentes. Os estudos de Gartner et al., (2010) que ao analisar mais de
100 espécies de serpentes verificaram por meio de andlise filogenética que a variacao
da posicdo do coracdo varia de acordo com o0 género e habitats, desta maneira
havendo necessidade de conhecer os padrdes cardiolégico nas diferentes espécies.
A falta de compreensdo das doencas cardiacas em serpentes, assim como as
influéncias dos fatores abidticos que interferem nas diversas formas o desempenho
cardiaco das serpentes, e a grande diversidade de habitos e morfologia variada
dificulta a generalizacdo dos padrfes eletrocardiograficos para as espécies.

As doencas cardiacas em répteis sdo processos raramente diagnosticados e a
maioria das informacdes é baseada no pds-morte. Varias doencas cardiacas foram
descritas em répteis, como casos de deficiéncia de vitamina E, aterosclerose, defeitos
congénitos, aneurismas e neoplasias (STUMPEL, 2012).

O eletrocardiograma (ECG) € um meio confiavel e amplamente utilizado de
registrar sinais cardiacos em muitos animais. O ECG pode ser representado
graficamente em um tacograma que mostra a sequéncia de intervalos RR. O intervalo
RR € um dos indices mais amplamente utilizados para estudar a variabilidade da
frequéncia cardiaca (VFC) e pode ser usado para avaliar flutuacbes na regulacéo
cardiaca pelo sistema nervoso autbnomo (FREITAS, 2000).

A variabilidade da frequéncia cardiaca, descreve oscilagfes de intervalos RR
consecutivos. Clinicamente, a analise da VFC pode ser usada para detectar
alteracdes na funcdo cardiaca e atividade neuronal que podem ser indicativas da
saude geral do animal, com uma alta VFC indicando um sistema bem regulado e uma
VFC baixa ou reduzida indicando potenciais problemas de saude; tais analises podem
melhorar a interpretacdo e o manejo de doencas cardiacas em répteis (DE VERAS,
GONZALEZ, 1999; DE VERAS et al., 2000; WANG et al. 2003; CRUZ, JUNKES, 2008;
LA ROVERE et al., 2012; GEMER , 2016; SHAFFER E GINSBERG, 2017).
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O uso de eletrocardiograma (ECG) € uma técnica que permite a caracterizacao
da fisiologia do coracdo das serpentes, sendo uma técnica nao invasiva, nao
necessitando o uso de anestésicos, que influencia nas fungdes cardiacas dos animais.
Desse modo o ECG fornece informacdes sobre a geracéo e propagacio de sinais. E
importante salientar a necessidade de ECGs de rotina em serpentes clinicamente
normais para que sejam utilizados como padrdo para fins de comparacdo e
identificagdo da espécie, a analise da variabilidade da frequéncia cardiaca destes
animais, pode contribuir na identificacdo de fendmenos relacionados ao sistema

cardiaco e nervoso do animal.
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2 OBJETIVO

O objetivo do estudo foi compreender e caracterizar a variabilidade da

frequéncia cardiaca em serpentes da espécie Pantherophis guttatus.

2.1 Objetivos Especificos

e Realizar uma revisao integrativa na literatura com vista a identificar quais séo
as principais caracteristicas do eletrocardiograma em serpentes;

e Identificar e avaliar as técnicas de medi¢des dos sinais eletrocardiograficos.

e Descrever os sinais eletrocardiograficos de serpentes Pantherophis guttatus.

e Registrar a variabilidade da frequéncia cardiaca em Pantherophis guttatus.
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3 REVISAO DA LITERATURA

A espécies Pantrherophis guttatus (Linnaeus, 1766), possui uma distribui¢cao
no sudeste do Estados Unidos (Arkansas, Mississipi, Alabama, Carolina do Sul,
Kentucky, Tennessee, Virginia, Maryland, Virginia ocidental, Nova Jersey, Florida,
Texas, Louisiana, Georgia) (POWER; HEDENSON, 2003).

No Brasil sua introducdo foi realizada pelo estado da Bahia, hoje ja séo
encontradas desde o estado do Rio Grande do Sul aos estados de Sergipe na regido
nordeste, e nos estados de Mato Grosso do Sul, Mato Grosso e no Acre
(EVANGELISTA, 2015).

Por se tratar de uma espécie com alta capacidade de adaptacdo a mesma é
utilizada como animal de estimacdo, sendo ela propagada por diversos paises
(FISHER e CSURHER, 2009). Ha registros de invasao das P. guttatus em llhas do
Caribe, seus propagulos foram encontrados na Australia, Africa do Sul, Brasil,
Espanha, Havai e Bahamas (KNAPP et al., 2011; POWELL et al. 2011; FONSECA et
al., 2014).

Seu tamanho pode variar na fase adulta de 1,2 a 2 metros de comprimento,
sua expectativa de vida € de 15 a 20 anos em cativeiro e apresentam um calmo
temperamento (JEPSON, 2012).

A P.guttatus possuem habitos noturnos, corpo esbeltos o que lhe confere
movimentos ageis, matam suas presas por constricdo, 0 que € comum em serpentes
da familia Colubridae, cacadores generalistas se alimenta de pequenos mamiferos e
répteis, conhecida por predar ninhos (MULLIN; GUTZKE, 1999; DEGREGORIO;
WEATHERHEAD; SPERRY, 2016).

2.1 O CORACAO DOS REPTEIS

O coracao dos repteis estéo classificados em crocodilianos e néo crocodilianos
(serpente, lagartos e quelbnios) (CHETBOUL et al., 2004). A descricdo sobre a
anatomia e compressao do fluxo sanguineo no coracdo das serpentes foi feita por
Briucke (1852), que cunhou a terminologia usada atualmente para o0s trés
compartimentos ventriculares (cava) (JENSEN; WANG, 2013).
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O coracdo esta situado dentro do pericardio. O saco pericardico normalmente
contém liquido pericardico que, pelo menos nas tartarugas, € rico em ions calcio e
magnésio. O liquido pericardico alcalino que banha o coracéo pode ter um papel na
protecdo acidose durante a apneia (WYNEKEN, 2009).

O coracao dos répteis ndo crocodilianos recebe os influxos sendo uma camara
gue recebe sangue de quatro veias sistémicas: as veias cavas anteriores direita e
esquerda, veia cava posterior e veia coronéria. O atrio esquerdo é abastecido por uma
ou duas veias pulmonares, as duas camaras atriais estao totalmente separadas, e 0
seio venoso esta situado a montante do atrio direito. Na diastole, o ventriculo recebe
sangue do atrio esquerdo para 0 seu compartimento mais a esquerda, o cavum
arterial, enquanto o sangue do étrio direito € recebido no cavum veneso mais central
e 0 compartimento mais a direita, 0 cavum pulmonar onde ocorre a mistura parcial do
sangue venoso e artrial (figura 01) (HICKS; WANG, 2012; JENSEN et al., 2013).

Figura 01 — Representacao esqlﬂeméticas do coracao de serpentes

RAo‘/_/

Abreviaturas: CA, cavum arterial CP, cavum pulmoar; CV, cavum venoso; FP,
forame de Panizza; IS, septo interventricular; LA, atrio esquerdo; LAo, aorta
esquerda; VAE, valvula atrioventricular esquerda; VE, ventriculo esquerdo; MR,
crista muscular; forame da veia pulmonar; PulA, artéria pulmonar; RA, atrio direito;
RAO0, aorta direita; RAV,valvula atrioventricular direita; VD, ventriculo direito; SA,
valvula sinoatrial; SV, seio venoso
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Fonte: WYNEKEN (2009)

As pressoOes sistélicas dos sistemas pulmonar e sistémico sao idénticas. O
sangue pulmonar apresenta uma rapida reducao durante a diastole devido a uma
maior complacéncia e menos resisténcia do pulméo, por altas pressdées nos pulmoes
poderia causar vazamento de liquido através das membranas respiratérias, com isso
ocorre uma reducdo diastélica, apresentando uma pressdo maior na circulacéao
pulmonar, sendo a barreira dos gases mais espessa que os mamiferos e aves,
conferindo um tempo mais longo para as trocas completas de gases (JENSEN,
WANG, WHITE, 1976).

A resisténcia de saida referente a circulacdo pulmonar é controlada pelo tbnus
do esfincter presente na artéria pulmonar o qual depende da ativacdo do vagal, que
ao se encontrarem em repouso as serpentes apresentam um alto fluxo do ténus, o
que favorece a constricdo do esfincter, resultando em baixo fluxo pulmonar. Por
possuirem uma anatomia diferenciada, pode ocorrer um fechamento incompleto do
septo, assim como a predominancia do shunt direita-esquerda, onde o shunt depende
do fechamento incompleto do estreitamento da crista muscular, havendo retorno do
sangue oxigenado para os pulmdes, fato que ocorre em répteis ndo crocodilianos
(WANG et al, 2001, WYNEKEN, 2009). Durante o repouso o shunt pode ser esquerdo-
direito com maior influxo de sangue sistémico (SCHILENGER, 2014).

As taxas cardiacas em répteis sdo geralmente mais baixas do que em
mamiferos ou passaros. InUmeros fatores contribuem para a variacéo da Frequéncia
Cardiaca (FC), incluindo tamanho corporal, temperatura, saturacdo de oxigénio do
sangue, ventilagdo respiratoria, postural ou gravitacional, estresse, equilibrio
hemodinamico do corpo, sistema digestorio (GEORGIEV et al., 2018; KIK, MICTHELL,
2005, LILYWHITE et al., 1999, RODRIGUES et al., 2018; WANG et al., 2001).

2.2 ATIVIDADE ELETRICA CARDIACA E O ELETROCARDIOGRAMA

O batimento cardiaco dos vertebrados ectodérmicos € impulsionado por um
marcapasso no seio venoso, no miocardio da regido atrial direita (JENSEN et al., 2017;
VALENTINUZZI, HOFF, GEDDES, 1969). Anteriormente se pensava que juncgao

sinoatrial reptiliana funcionasse como o marcapasso dominante do coracao e tem um
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fendtipo molecular comparaveis aos de mamiferos embrionarios e frango. A juncéo
sinoatrial exibe um atraso no impulso propagacao que permite tempo para o chamado
miocardio da veia da cava, ou seio venoso, para auxiliar o preenchimento do atrio
direito (JENSEN; MOORMAN; WANG, 2014).

Os tecidos que geram e conduzem o impulso elétrico através do coracdo com
a ativacao elétrica posterior sédo diferentes das verificadas em mamiferos e aves. Além
do no sinoatrial e do nd atrioventricular, o feixe de His que se apresenta na parte
superior do septo intraventricular com fibras de Purkinje, que € inexistente nos répteis
(MOORMAN; CHRISTOFFLES, 2003). A contracdo do coracéo reptiliano se inicia nas
fibras musculares situadas no sinus venosos, o estimulo se propaga por meio dos
complexos de miofibrilas que recobre e margeiam a abertura da camara, com as
sistoles longas e as diastoles curtas (SCHILIGER, 2014). A frequéncia cardiaca
influencia fortemente por estruturas neuro-hormonais e vagal, podendo aumentar 0s
atrasos sinoatriais (VALENTINUZZI et al., 1970).

Para o diagndstico correto é importante conhecer os mecanismos do coracao
na analise do ECG, a ativacado ou despolarizacdo cardiaca em condi¢cdes normais em
mamiferos, tem sua ativacdo no nddulo sinusal — marca passo cardiaco, localizado no
atrio direito, a ativacdo do ndédulo atrioventricular e do feixe de His ndo produzem
ondas registraveis no ECG convencional (FELDMAN, GOLDWASSER, 2004).

O padrao do eletrocardiograma é gerado por uma série de ondas que sdo
geradas, as ondas P, Q, R, S, e T, os intervalos entre as ondas sdo chamados de
segmentos. A onda P de um ECG normal, se apresenta como uma onda arredondada,
simétrica, de pequena amplitude, representa a despolarizacao do atrio direito e a parte
final do atrio esquerdo (BRAUNWALD, 2000). A auséncia da onda P em mamiferos,
indica arritmias, quando a onda P aparece alargada, entalha ou bimodal, pode
prenunciar fibrilagao atrial (FELDMAN, GOLDWASSER, 2004).

O complexo QRS composto por trés ondas Q, R e S, sdo formadas pelo
potencial gerado pela despolarizacdo ventricular, que ocorre apos a passagem de
sangue dos atrios para os ventriculos, o coracdo bombeia o0 sangue para a circulacao
sistémica, pelo ventriculo esquerdo e para a circulacdo pulmonar pelo ventriculo
direito (BRONZINO, 2000). O complexo QRS descreve a agdo ventricular, a atividade
de recuperacao acontece apos a ativacao dos ventriculos, a corrente flui para tras ao
longo do sentido contrario gerando o registro da onda T. A onda Q representa a

primeira deflexdo positiva, a onda S a deflexdo negativa, que segue a onda R a
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deflexdo positiva. A atividade seguinte, se da por uma onda de recuperacao, que
acontece, devido a ativacao dos ventriculos, a repolarizacdo produz a onda T.

Para os segmento ST o qual corresponde ao intervalo aos final do complexo
QRS e inicio da onda T, o ponto J € o ponto entre o final do intervalo QRS e o inicio
do segmento ST em individuos normais geralmente adota um carater isoelétrico,
quando verificadas alteracdes de 1 mm , pode ser observado em individuos sem
cardiopatias, sugerindo uma repolarizacdo precoce (Reis et al, 2013).Alguns
processos podem favorecer altera¢des do registro da onda T, desta forma, fibrilagao
atrial e prolongamento dos intervalos QT podem ser diagnosticados no ECG
(MADEIRO et al., 2012).

Para o intervalo QT, a qual se estende do inicio do complexo QRS ao final da
onda T, representando o tempo de sistole elétrica ventriculares, o intervalo QT varia
com a frequéncia cardiaca, sendo este inversamente proporcional (BRAUNWALD,
2010).

O uso de ECG em répteis pode ser uma ferramenta inestimavel para monitorar
a funcao cardiaca em répteis, no entanto essa técnica € pouco utilizada, devido a uma
compreensao limitada em relacdo a sua interpretacdo (JENSEN, MOORMAN, WANG,
2014). O ECG em répteis é bastante semelhante aos mamiferos apresentando
complexos P, QRS e T. A despolarizacdo, que inicia no seio venoso seguida da onda
P, em seguinte ocorre a contracdo atrial, dentro de condi¢bes controladas de
temperatura o intervalo QT pode se tornar prolongado, ocorrendo um encurtamento
entre asondas T e P, o T indica a repolarizacao ventricular (KIK E MICTCHELL, 2005;
WYNEKEN, 2009).

A onda ventricular excitatoria avanca geralmente na direcdo da cabeca para a
cauda e ligeiramente apontando para a esquerda. Observa-se que as curvas nao sao
simétricas, isto é, os valores absolutos da maxima (em amplitude) séo diferentes da
variacao apresentada pelos valores absolutos dos minimos; estes ultimos sdo sempre
significativamente menores que o anterior. 1sso pode ser explicado pela posicéo atual
do dipolo cardiaco, o eixo da que forma um certo angulo com a cauda eixo, originando
assim uma assimetria. Além do maximo (ou minimo) na dire¢do caudada, ap6s uma
gueda acentuada, a amplitude permanece essencialmente constante por
praticamente o comprimento restante do animal. Além de minimo (ou maximo) na
direcdo cefalica a amplitude se torna insignificante em um periodo muito curto de
distancia (VALENTINUZZI, HOFF, GEDDES, 1969).
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Uma das caracteristicas importantes verificadas no ECG de répteis, foi o curto
periodo entre a repolarizacdo e despolarizacdo, determinado pelo intervalo TP
(JOHANSEN, 1959). Algumas flutuagbes preocupantes em mamiferos como elevagéo
do intervalo PQ e depressdo do ST, separados ou conjuntos, indicando infarto do
miocardio, nas serpentes indicam grau de isquemia miocardica (LEWIS et al., 2020).

Ao realizarmos um breve historico dos ultimos 61 anos ECG em répteis (tabela
01), temos com o trabalho de Johansen (1959), realizou a verificacdo das trés camaras
cardiaca de répteis, buscando compreender melhor a dindmica da circulagédo
cardiaca. Outro marco realizado por Jacob e McDonald (1967), realizada com quatro
espécies de serpentes aquaticas para a verificacdo de bradicardia durante o mergulho
realizado pelos animais.

A compressdo da dindmica de variabilidade cardiaca, estdo baseadas nas
analises lineares e nao-lineares. O grande problema com os modelos lineares de
analise da dinamica da frequéncia cardiaca, sdo muitos dos sistemas que n&o
registram todas as variaveis de efeito e dos graus de liberdade ndo sdo exatamente
conhecidos (HUIKURI; STEIN, 2013).

Para as analises lineares podem ser realizados os dominio do tempo e o
dominio da frequéncia, para o dominio do tempo expresso em milissegundos,
calculando o tempos ou intervalos RR, expressando uma das maneira de quantificar
a VFC, sdo varias as andlises disponiveis para a serie temporal, baseadas nos
intervalos entre os batimentos, como base nos métodos estatisticos média, desvio
padrao, os indices matematicos: SDNN (Standard Deviation of all nornal NN interval),
desvio padréo de todos os intervalos RR; SDANN (Standart Deviation od the average
NN interval), s&o os desvios das medias dos intervalos RR normais; SDNNi (The Mean
od the 5 minutes Standard Deviation of NN intervals), é a média do desvio padrao dos
intervalos RR normais; rMSSD (Root-Mean of square sucessive NN interval
diference), € a raiz quadrada das altas frequéncias (LOPES et al., 2013; PUMPRLA
et al., 2002; VANDERLEI et al.,2009).

O dominio da frequéncia € também um método linear, sendo o seus poténcias
espectral empregada, principalmente em estudos que analisam as condi¢bes do
individuo em condi¢Bes de repouso, sdo verificados intervalos de até 4 segundos, a
unidade de medida é o Hertz, sendo os principais: 0 componente de alta frequéncia
HF (High Frequency) com variacado de 0,15 a 0,4 Hz; a baixa frequéncia LH (Low

Frequency) com variacéo de 0,04 a 0,15 Hz; componente de muito baixa frequéncia -
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e ultra baixa frequéncia ULF (Ultra Low Frequency) (ARCHARYA et al., 2006; EMIN
et al, 2012;VARDERLEI, 2009). As medidas estdo bem estabelecidas nos
mamiferos, principalmente no homem, em serpentes a razdo para todas as variagdes
do potencial de acdo gerados, nédo estéo totalmente esclarecidas (CAMPBELL et al.,
2006).

Os modelos néo lineares vigentes estdo ajudando a explicar o comportamento
dindmicos dos sistemas, os métodos nado-lineares vém ganhando espaco, pois se
baseia em observagbes que sugerem mecanismos envolvidos na regulagcao
cardiovascular, dos métodos se pode destacar o expoente de escala fractal, com
método de analise de flutuacbes depuradas de tendéncia, a qual prediz eventos
cardiacos fatais (GODOY, TAKAKURA, CORREA, 2005; OLIVEIRA et al., 2006).

Entre os outros métodos séo citados Entropia aproximada (ApEn) que permite
a observacdo e avaliacdo de séries temporais, a ApEn descreve informacfes
guantitativas sobre a complexidade ou reducdo do comportamento cadético nos
registros de dados a curto e longo prazo (KUNZ et al.,2012).

O expoente de Laypunov, mede o “efeito borboleta”, o qual verifica as
mudancas nos resultados em relacdo as alteracdes iniciais. O grafico de Poincaré
onde a rapida analise de dados permite aos interessados um resultado por meio de
diversos parametros de maneira reduzida, assim, o Plot de Poincaré torna possivel a
analise de gravac0Oes curtas e longas. O gréfico foi desenvolvido por Henri Poincaré,
a fim de analisar sistemas complexos, mesmo as gravacgdes produzidas com grandes
guantidades de outlier e artefatos (PISKORSKI; GUZIK, 2007). As medidas de
tendéncias centrais, onde as diferencas sucessivas sao plotadas em um grafico pode
mostrar com precisdo aspectos nao lineares do intervalo de tempo. O grafico de
recorréncia, quantificacdo de recorréncia RQA (GODOY, TAKAKURA, CORREA,
2005; SANTOS et al., 2014).

Os estudos sobre a VFC em répteis estdo associados aos estudos sobre as
interacbes da frequéncia cardiaca associadas as interacbes de ventilagdo em
serpentes com destaque para o trabalho de Wang et al., (2001), que mostrou as
oscilagbes da frequéncia cardiaca relacionadas a taxa de ventilacdo em cascavéis. O
estudo de cascaveéis sobre o grau de controle autonémico do coracdo em serpentes
em repouso, foi realizado com base nas informacdes de injecdo de drogas e
agravacoes simultaneas de ventilagcdo e ECG, com a analise espectral dos resultados
(CAMPBELL et al., 2006).
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3.3 ELETROCARDIOGRAMA EM SERPENTES

Na literatura cientifica sdo encontrados poucos artigos sobre estudo do registro
eletrocardiograficos em serpentes. Geralmente esses estudos sdo realizados em
serpentes que estdo em cativeiros na tentativa de estabelecer um padrao para as
espécies e compreender melhor os possiveis disturbios metabdlicos e nutricionais que
podem estar associados a doencas cardiacas nesses animais. E descrito na literatura
gue na grande maioria das serpentes, existe elevada prevaléncia de doencas
cardiacas, sendo desconhecida o seu impacto na morbi-mortalidade desses animais
(LEWIS et al., 2020).

Os critérios de inclusdo definidos para a sele¢cdo dos artigos foram: artigos
publicados em portugués, inglés e espanhol; artigos na integra que retratassem a
tematica referente a revisao integrativa e artigos publicados e indexados nos referidos
bancos de dados nos no periodo de 1950 a 2020.

Foram excluidos artigos em que os estudos ndo abordassem serpentes,
estudos de revisdo, estudos com metodologias em que ndo seja possivel a
identificacdo clara do método ou esteja escrito de maneira confusa e estudos que
tratem da influéncia de venenos de serpentes sobre a funcao cardiaca em humanos
e outros animais.

As pesquisas foram realizadas nos bancos de dados encontrando um total de
448 publicagbes, sendo excluido 203 artigos duplicados, restando um total de 245 e,
apos a leitura dos titulos e resumos foram excluidas 167. Com a leitura do trabalho
completo de 78 artigos foram excluidos n=56 por se tratar de trabalhos de revisao, ou
fazerem mencéo a eletrocardiograma em outros tipos de animais, que nao serpentes.
Dos 22 artigos restantes selecionados, 8 foram excluidos por ndo possuirem
metodologia clara ou que caracterizasse o eletrocardiograma em serpentes. Foram

selecionados 14 artigos para analise final (Figura 02).

Figura 02 - Fluxograma de selecéo de estudos, eletrocardiograma em serpentes
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—% Trabalhos finais excluidos n=19

‘ ‘ elegibilidade ‘ ‘Selet;ﬁo H Identificag

Referéncia incluida na analise qualitativa n=13

‘ Inclusdo

Fonte: Autoria prépria (2021)

Os trabalhos selecionados datam de 1950 a 2020, sendo observado que a
distribuicdo de publicac6es nas décadas se apresentou de forma heterogénea com
um aumento consideravel de publicacdes sobre a tematica nos ultimo dez anos, que
compreendem o periodo de 2010 a 2020 (Tabela 01). O aumento na demanda de
trabalho se deve por um melhor desenvolvimento de técnicas e necessidade de

compreensao das condicdes fisioldgicas das serpentes.

Tabela 01 - Distribuicdo das publicacdes nas décadas 1950 a 2020

Década Publica¢bes
1950-1959 1
1960-1969
1970-1979
1980-1989
1990-1999
2000-2010
2010-2020

| W O O] | N

Fonte: Autoria prépria (2021)
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Ao realizar um breve historico dos ultimos 61 anos, os ECG em répteis (tabela

02), desde o final da década de 1950 as técnicas utilizadas paras a compreensao e

deteccao dos sinais eletrocardiogréaficas foram sendo modificadas e aprimoradas.

Tabela 02 - Apresenta os trabalhos encontrados
para espécies estudadas

nos ultimos 61 anos com destaque

AUTOR(ES)/AN TIPO DE | OBJETIVO ESPECIES METODO RESULTADOS/CONCLUSO
(0] ESTUDO (nGmero de ES
explares)
JOHANSEN, Estudo Descrever a | Tripodonotu | As serpentes | A pressao arterial médias nas
1959 experimenta | dinamica da | s natrix (14), | foram colocadas | serpentes foi de 55 por 45
| circulagao no | Vipera benis | em tubos e foram | mmHg, a pressdo no A&trio
coracao de | (5) fixadas no tubo | esquerdo foi maior que no
serpentes com agulhas | lado direito. A dindmica
subcutaneas para | circulatéria parece impedir
determinacdo do | muitas misturas dos sangues
ECG, as agulhas | venoso e arterial.  Foi
foram colocadas | verificado uma longa atividade
proximos ao | ventricular, sendo observado
coragdo. Durante | um enchimento mais lento do
o experimento foi | que em mamiferos.
mantido a
temperatura  do
ambiente.
VALENTINUZZI, Estudo Observar a | Constrictor Os animais foram | Os resultados apontam que a
HOFF E | experimenta | atividade elétrica | constricto resfriados a | origem da atividade elétrica
GEDDES, 1969 | no coragdo de | (8), temperatura de | ocorre em um marca-passo
serpentes Eunectus 6°C e | localizado entre o atrio direito
murinus (3), | anestesiados via | e o ventriculo, a onda T
Lampropelti | subcutdnea com | geralmente acompanha a

s getulus (3)

30mg/kg de
pentobarbital. Os
eletrodos  foram
colocados

bilateralmente ao

coragao.

deflexdo da onda R, no
entanto pode sofrer variagdes
devido ao metabolismo, como
ser influenciada pela condigéo

ambiental.

VALENTINUZZI,
HOFF E
GEDDES 1970,

Estudo

experimenta

Compreender 0s
efeitos da
estimulacéo vagal
sobre a duracado

do intervalo QT

Elepha
obsoleta (6)
and
Constrictor

constrictot

(©)

Os animais foram
sedados com
pentobarbital e
morfina injetados
via intraperitoneal
para diminuir a
frequéncia

cardiaca e facilitar
a estimulacéo
vagal. Os

eletrodos foram

A verificacdo da relacdo
QT/RR o estudo mostrou que
hd uma diminuicdo da FC
devido a estimulagdo vagal,
quando a FC aumenta a
tendéncia que a relagdo
QT/RR se torne constante,
confirmada por regressdes
lineares para cada espécie e

para todos os animais.
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colocados de
maneira cirdrgica

préximo a regiédo

cardiaca
JACOB E | Estudo Determinar as | Elaphe Os animais foram | A temperatura corporal dos
MCDONALD, experimenta | condigfes obsoleta (6) | colocados em | animais teve uma variacdo
1975 | cardiacas de locais adequados | entre 24-27°C, a relacdo de
serpentes em de temperatura, | FC e temperatura ndo ocorre
relagéo as 0s elétrodos | de maneira uniforme, em
variacdes de foram fixados no | temperatura mais elevadas
temperatura. corpo do animal | ocorre a redugcdo dos
por adesivos. As | intervalos RT e QT, as
condicdes variagdes de temperatura ndo
cardiacas e a | altera a resposta cardiaca de
temperatura maneira tdo uniforme.
corporal de cada
exemplar, foi
registrado em
intervalos
aleatérios em um
periodo de 24-48
horas.
CRUZ, Estudo Determinar a | Spilotes Os experimentos | Foram observadas diferencas
SCHIMITT Experiment | temperatura pullatus (5) foram realizados | significativas entre o ciclo
JUNIOR, al corporal, a emum periodode | claro e escuro, a FC
REINERT, 2006 frequéncia 24 horas com | apresenta um platd maximo
cardiaca e ciclo de | durante o dia, demonstrando
variacdes claro/escuro. Os | que o sistema cardiovascular
eletrocardiogréafica animais foram | se organiza ao longo do
s da caninana no colocados em | tempo com elevacéo da FC e
ciclo de claro e decubito ventral e | redugdo dos intervalos RR e
escuro os eletrodos | QT durante o dia.
foram colocados
de maneira
proximal ao
coragéo.
CAMPBELL et | Estudo Determinar as | Crotalus O estudo se | AFCacimade 19 bpm/min os
al., 2006 experimenta | arritmias sinusais | durissus utilizou de dois | componentes espectrais
| respiratéria em | terrificus métodos, no | foram caracterizados por
cascavéis (12) primeiro foi | componentes de baixa
administrado frequéncia refletindo
CO,;, o segundo | principalmente o] ténus

grupo foi
anestesiado com

propanol e
atropina, em
ambos 0s
elétrodos  foram
colocados de
maneira

adrenérgico, assim como a
FC abaixo de 19 bpm/min
denota origem colinérgica. A
geracdo de componentes
ventilatérios da variabilidade
da frequéncia cardiaca é
dependentes de neurdnios

pré-ganglionares.
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subcutanea nos

dois lados do
coragdo e um

terceiro a 5cm do

coragéo.
CRUZ e | Estudo Determinar al 4 Nos animais, | No eletrocardiograma,
JUNKES, 2008 experimenta | frequéncia colocados em | observaram-se arritmia e

cardiaca e as
variagdes

eletrocardiografica

s de Spilotes
pullatus
submetidos pela

primeira vez ao

medo/ansiedade

decubito ventral,
fixaram-se um
eletrodo de
referéncia,

lateralmente, no
lado direito

e acima do
coragdo, € um
eletrodo ativo, no
lado  esquerdo,
abaixo do coracéo
e de forma
analoga a
derivacédo Il. Apds
avaliagdo da

temperatura da

aumento da atividade do
nervo vago e/ou diminuigdo
do simpético, com redugéo
significativa dos batimentos
cardiacos de 64+3 para 23+2
por minuto. Diferencas
significativas também foram
observadas na duracdo dos
intervalos PQ, QRS, RT e RR,
com

aumento dessas

medidas. o} sistema
comportamental de Spilotes
pullatus € tipico dos
vertebrados em muitas de
suas

estratégias para enfrentar o

cloaca, realizou- | estresse provocado pelas
se 0 | condi¢cbes adversas do
eletrocardiogram ambiente.
a
STUNGISKI, Estudo Caracterizagao Procedimento A eletrocardiografia  em
FERNANDES, experimenta | dos parametros eletrocardiografic | répteis representa  uma
GREGO, 2011 | eletrocardiografica o: Durante a | interessante ferramenta para
de cascaveis Cro‘talus realizacao do | estudos diagndsticos e
Crotalus durissus durissus exame, os | fisiolégicos em serpentes,
em cativeiro, sob (23) animais foram | sendo especialmente
condigbes contidos com um | interessante para avaliagdes
controladas tubo plastico, | cardiacas baseadas na leitura
convencional de | das ondas P, T e complexo
eletrocardiografia, | QRS.
0s eletrodos
usados foram do
tipo jacaré padrao
e presos
diretamente sobre
a pele do animal.
JENSEN et al, | Estudo Caracterizacéo Python Os animais foram | A observacdo de que o seio
2017 experimenta | morfo-funcional do | regius (19) anestesiados por | venoso do réptil distal atrializa
| pélo venoso | Anolis injecéo conforme  revelado pela
sistémico do | sagrei (7) intramuscular expressdo de genes que de

coracdo de réptil

com
pentobarbital, os

animais tiveram

outra forma seriam
encontrados exclusivamente

nos atrios e ventriculos, uma
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0s coragbes
expostos 0s
cateter fora
inseridos para
verificagdo  dos

sinais. Os estudos
in vitro 0s
coragdes de seis
animais foram
removidos e

colocados em

caracteristica que se pensava
ser especifica de
mamiferos. Isso implica que
as especializagbes do seio
venoso dos mamiferos, em
comparagdo com o estado
ancestral assumido
representado pelos répteis,
séo principalmente o]
desenvolvimento de um noé

sinusal anatomicamente

solugao de | identificavel e a perda do

Ringer, para | retardo sinoatrial.

medir as

contracdes

isométricas
ABRAMOCHKLI Estudo Caracterizar  as | Python Para o | O trabalho observou as
N, MATCHKOW, | experimenta | propriedades molurus (19) | experimento 0 | células do atrio e do seio
WANG, 2019 | eletrofisiol6gica coragdo foi | venoso o qual contribui para o

dos cardiomiécitos removido dos | preenchimento do atrio direito,

do ventriculo e

seio venoso do

animais realizado

ap6s a morte

0 estudo demostrou que maior

parte do seio venoso em

coragdo de répida, o coragdo | pitons tem potencial de
serpentes foi removido e | repouso estavel — 82,3 + 2,6
colocados em [ mV e falta de atividade de
solugao de | marcapasso. Foi verificado
Ringer, em | que os é&trios e ventriculos
seguida possuem padrées distintos de
colocados corrente idnica, mas com
elétrodos de | respostas elétricas
vidro, para a | semelhantes.
verificagdo  dos
potenciais de
repousa e acgao.
ARMELIN et al., | Estudo objetivou Boa Os animais foram | As mudancas temporais no
2019 experimenta | investigar 0 | constrictor anestesiados com | PA, fH e tons autondmicos
| controle (6) isoflurano (3%) e | cardiacos associado a

autondémico da

vasomogao
durante a
ortostase, bem

como a relativa
importancia da
taquicardia
ortostatica e
vasomogdo para
contrabalangar os
efeitos da
gravidade sobre
hemodinamica.

oxigénio  (97%),
atropina e
propanol, 0s
cateteres  foram

colocados por
incisdo lateral no
corpd a serpentes
0s catetes
inseridos no arco
aorticos direito e
colados por
cianoacrilato. Os

animais foram

inclinagbes do corpo da
cabeca para cima na cobra
jibdia, antes e depois da
muscarina bloqueio

colinérgico com atropina,
duplo bloqueio autonémico
cardiaco com atropina e
propranolol e bloqueio a1l-
adrenérgico com prazosina. a
taquicardia  ortostatica €

importante para evitar

diminuicbes intensas da PA
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colocados em
posicdes
inclinadas de 30°

e 60° e realizados

no inicio das inclinagcdes

corporais

bloqueios do
sistema
autonémico
SANCHES et | Estudo acompanhar o | Crotalus Os animais foram | A frequéncia cardiaca média
al.,2019 experimenta | perfil de | durissus (7) | intubados para | (FH) recuperou rapidamente
| recuperacao ventilagdo (<24 h) de
autondmica de mecéanica, 0s | anestesia e procedimentos
cobras de ECGs foram | operatorios. Isso precedeu um
procedimentos registrados  por | processo mais gradual
operacionais em telemétricos desenvolvimento da
condigbes implantaveis que | variabilidade da frequéncia
estaveis para permitiu o | cardiaca (VFC), com fH
analisar e monitoramento instantaneo
descrever remoto, os | aumentando durante cada
em repouso da animais foram | ciclo de ventilagdo pulmonar.
VFC e para testar submetidos a | Injecéo de atropina
a VFC como um ciclos de claro 12 | aumentou a fH média e aboliu
indicador de horas e escuro 12 | a VFC. Autbnomo completo
recuperagao. horas. blogueio revelou um ténus
colinérgico no coragdo de
55% e um tbénus adrenérgico
de 37%. A analise espectral
de poténcia de HRV
identificou um pico na mesma
frequéncia que a ventilag&o.
Esta correlagao foi sustentada
apos mudancas de
temperatura e era mais
evidente, marcante por um
pico de espectro de poténcia
mais proeminente, quando a
ventilagédo é menor episadico.
LEWIS et al., | Estudo Padronizar Pantherophi | Os animais foram | Em derivacdes diferentes da
2020 experimenta | exames S guttatus | apoiados em | derivagéo 2, as ondas P, R e
| eletrocardiografico | (29) ventral T podem ser identificados em

S em serpentes
Pantherophis

guttatus

decubito por um
Gnico assistente
sem o uso de
contengédo

guimica. Quando
a contencao fisica
era exigida, era
limitado a uma
restricdo manual
suave de

movimento até

todos os tragados, com
excegdo de cinco assuntos
para os quais as ondas T ndo
puderam ser identificadas em
derivagdo 1, 2 das quais
também n&o tinham ondas P
identificaveis em derivagéo 1.
As ondas SV ndo foram
identificaveis em nenhum dos
assim como

Q. O

tracados,

também a onda
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gue a serpente se | segmento TP ou a fusdo TP
estabilize. Os | podem ser Uteis como
adesivos dos | indicador quantificavel de
ECGs foram do | estresse.

tipo almofadas
(Ambu
BlueSensor N)
foram aplicadas
na lateral
superficie da pele
em quatro
derivagOes
sistema, 1 cm

cranial e 1 cm

caudal ao coragdo

Fonte: Autoria prépria (2021)

Dos 13 trabalhos finais selecionados, dentre os quais oito se utilizaram de
técnicas invasivas para o estudo das condi¢des cardiacas em serpentes. Os estudos
foram JOHANSEN, 1596; VALENTINUZZI, HOFF, GEDDES, 1969; VALENTINUZZI,
HOFF, GEDDES, 1970; CRUZ, SCHIMITT JUNIOR, REINERT, 2006, CAMPBELL,
2006; JENSEN et al.,, 2017; ABRAMOCHKLIN, MATCHKOW, WANG, 2019;
ARMELIN et al., 2019; SANCHES et al., 2019. As técnicas invasivas necessitaram de
pequenas intervencdes cirdrgicas para a colocacao de eletrodos proximo ou sobre a
regido cardiaca e suas adjacéncias. Os procedimentos adotados utilizaram
anestésicos e demandam um tempo de recuperacdo para 0s animais.

Dos estudos selecionados cinco trabalhos (CRUZ, SCHMITT JUNIOR,
REINERT ,2006; CRUZ, JUNKES; 2008; JACOB, MCDONALD, 1975; LEWIS et al.,
2020; STUNGISKI, FERNANDES, GREGO, 2011) apresentaram metodologias n&o-
invasivas, os estudos ao invés do uso de conten¢ao quimica, foi utilizado a contencéo
fisica das serpentes, para colocagéo dos eletrodos e medigéo dos sinais. Os estudos
com técnicas nao-invasivas consistem na colocacéo de eletrodos ao nivel da pele do
animal, a fim de captura os sinais eletrocardiograficos, diferentemente de técnicas
invasivas usadas, a captura de sinais sem a necessidade de introducéo de eletrodos,
tem algumas vantagens como evitar intervencao para colocacgéo e elétrodos, uso de
menor quantidade de sedativos.

Considera-se que os métodos eletrocardiograficos aqui separados em técnicas
invasivas e nao invasivas que sao ambas utilizadas ainda de maneira embrionaria,

nos estudos das condi¢des cardiacas de serpentes, devemos destacar as principais
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diferenca nos procedimentos, visto que grande maioria dos procedimentos invasivos
a necessidade de utilizar anestésicos para a intervencgao cirurgica para a colocacao
de eletrodos préximo ou sobre o tecido cardiaco pode interferir no registro. Ambos os
tipos de estudo encontraram os mesmos sinais eletrocardiograficos caracterizados
pelas ondas T, P, complexo QRS e intervalos QT, PT, ST, RR, apesar da onda Q ser
descrita a mesma se apresentou de dificil deteccéo nos tacogramas.

A explicagdo para as mudangas em comprimento e amplitude n&o foram
unanimes, fato que pode se inicialmente justificado porque ocorre uma variagao entres
espécies que diferiram nos estudos, a qualidade de obtencédo dos sinais pelos varios
meétodos utilizados, e a ndo determinacdo de padrbes de normalidade para cada
espécies. Os resultados obtidos demonstram n&o ocorrer diferencas significativas
entre machos e fémeas de cada espécie.

Se comparado as outras classes de animais, ha um baixo nimero de
publicacdes que descreva as condi¢cdes eletrocardiograficas em serpentes, da mesma
maneira os estudos ndo apresentam condicdes comparativas no mesmo estudo. A
compreensao sobre os estudos eletrocardiograficos em serpentes, permite servir de
base para futuras pesquisas as quais podem continuar a coletar informacfes e/ou
utilizar as informagc6es como material de referéncia para a compreensao dos sinais

eletrocardiograficos em serpentes.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 ANIMAIS

As serpentes do milho (P. gutattus; 8 fémeas e 13 machos) foram obtidas no
Serpentario do Centro de Estudos da Natureza (CEN, Secretaria do Meio Ambiente,
licenca SMA 15.380 / 2012) da Universidade do Vale do Paraiba (UNIVAP, S&o José
dos Campos, SP, Brasil) e foram alojados individualmente em temperatura ambiente
em caixas de plastico transparente com orificios de ventilagdo. As serpentes tiveram
livre acesso a agua e foram alimentadas com 1-2 ratos a cada 15 dias. Imediatamente
antes do uso, as serpentes foram pesadas e medidas da abertura do focinho até a
cloaca e da cloaca a cauda. Os experimentos aqui descritos foram aprovados pelo
Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA / UNIVAP, protocolo n° 01 / CEUA / 2015)
(Anexo A).

4.2 MEDIDAS DOS SINAIS

Serpentes conscientes (ndo sedadas) foram usadas, uma vez que a anestesia
pode deprimir a atividade vagal e cardiaca (MULLER, 1967). Para gravar o ECG, as
serpentes foram contidas individualmente, os animais foram travados a contencdo
fisica, com o auxilio de um tubo plastico transparente na regido da extremidade
anterior (figura 03), durante a realizacdo do exame e posicionados com a superficie
ventral para baixo. Quatro eletrodos clipe foram colocados lateralmente ao longo do
corpo: dois foram posicionados cranialmente ao coracéo e dois caudalmente, todos
equidistantes deste 6rgdo. A localizacdo exata do coracao foi fornecida por meio de

um doppler vascular (marca: Medmega).
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Figura 03 — Procedimento de contencao da P. guttatus, (A) sendo colocada de pela
extremidade anterior (cabeca), em tubo plastico transparente, para estabilizacdo dos
animais para realizacdo do eletrocardiograma (ECG). (B) serpente com os eletrodos
colocados.

Fonte: Raduan Hage

O ECG foi gravado e analisado em eletrocardidografo computadorizado com
software de aquisicdo apropriado (ECG PCV Acquisition Module 6.2, Tecnologia
Eletrbnica Brasileira - TEB, Sdo Paulo, SP, Brasil). O uso de serpentes ndo sedadas
fez com que a duracdo das gravacoes variasse consideravelmente, dependendo do
comportamento do animal. No entanto, em todos os casos, o ECG foi registrado por

até 2 minutos.

Para a analise do intervalo RR, a duracéo do intervalo (em milissegundos, ms) foi
determinada a partir de pelo menos 37 tracos de ECG, os tracos séo o resultado da
fragmentacdo de cada sinal pelo programa ECGPCVET, com uma meédia de 46
intervalos para cada serpente. Para a determinacao da VFC, os indices obtidos foram
por maio de métodos lineares, divididos no dominio do tempo e no dominio da
frequéncia. Esses parametros permitiram avaliar a variabilidade da frequéncia

cardiaca.

4.3 DETERMINACAO DO INDICE DE VARIABILIDADE DA FREQUENCIA
CARDIACA

Os indices do dominio do tempo para a série temporal do intervalo RR foram
calculados com base nos seguintes parametros: 1) Desvio padrdo de todos o0s
intervalos NN (SDNN), 2) Desvio padrao do intervalo NN médio (SDANN) e 3) raiz
guadrada média das diferencas sucessivas (RMSSD) entre os batimentos cardiacos,

todos expressos em ms (VANDERLEI et al., 2009). Os intervalos no dominio do tempo
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podem ser representados por métodos geométricos baseados no indice de
triangulacédo do grafico de Poincaré que determina a dispersdo de RRn vs RRn + 1,
onde RR representa o tempo decorrido entre dois picos consecutivos (nen + 1). O
eixo horizontal do histograma representa o comprimento dos intervalos e 0 eixo
vertical indica a frequéncia com que esses intervalos ocorrem; esses dois parametros
(sinal RR e sinal seguinte) sédo insensiveis aos artefatos, pois estéao fora do triangulo.
A andlise subsequente da série de intervalos RR permitiu a aplicagdo do primeiro
mapa de retorno e estimativa dos parametros SD1 e SD2 associados ao desvio padrao
dos intervalos RR de curto e longo prazo.

Para o dominio da frequéncia, um método ndo paramétrico baseado no
algoritmo do transformador de Fourier foi usado para decompor séries sequenciais de
intervalos RR em diferentes amplitudes e frequéncias, obtendo assim frequéncia
ultrabaixa (<0,003 Hz), frequéncia muito baixa (VLF, 0,003-0,04 Hz), dados de baixa
frequéncia (LF, relacionado principalmente ao sistema simpatico; 0,04-0,15 Hz) e alta
frequéncia (HF, relacionado principalmente ao sistema parassimpatico; 0,15-0,4 Hz).
A razdo LF/HF forneceu outro meio de avaliar o equilibrio ou equilibrio entre os
sistemas simpatico e parassimpatico (VANDERLEI et al., 2009; ARMERLINe t al.,
2001, CAMPBELL et al., 2006).

4.4 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como média + DP. Os dados foram inicialmente
triados com o teste de Kolmogorov-Smirnov. As comparacdes estatisticas
subsequentes entre machos e fémeas foram, portanto, feitas com o teste néo
paramétrico de Mann-Whitney, com p <0,05 indicando significancia. Todas as analises

estatisticas foram feitas usando Prism v.5.0 (GraphPad Inc., San Diego, CA, EUA).
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5 RESULTADOS

5.1 PARAMETROS BIOMETRICOS

A Tabela 03 mostra os parametros biométricos (peso corporal, comprimento da
cloaca / focinho e comprimento da cauda) para as serpentes utilizadas neste estudo,

com os machos sendo significativamente mais pesados e longos do que as fémeas.

Tabela 03 — Peso corporal, comprimento da boca do focinho e comprimento da cauda
em serpentes do milho machos e fémeas (P. gutattus)

Fémeas (n=8) Machos (n=13) P
Peso (g) 255,1 + 68,0 437,2 +115,7 <0,005
Tamanho (cm)
Cabeca-cloaca 94,9 +9,8 107,9+9,0 0,0064
cauda 15,0+ 1,7 16,7 £ 3,7 0,057
Cabeca-cauda 109,88 + 11,18 124,38 + 8,11 0,002

O peso corporal e os comprimentos foram medidos com aproximagéo de 0,1 g e 0,1 cm,
respectivamente. Os valores representam a média £+ DP para o ndmero de serpentes
mostradas Fonte: Autoria prépria (2021).

5.2 ANALISE DE FREQUENCIA CARDIACA

A Figura 04 mostra os registros representativos do ECG utilizado para
determinar a frequéncia cardiaca e para avaliar o complexo QRS e calcular os
intervalos RR (em ms) néo foi observada diferenca (p = 0,5511) nos bmp entre as
serpentes machos e fémeas. A Tabela 04 mostra os valores de frequéncia cardiaca e
parametros de ECG para serpentes machos e fémeas. Nao houve diferenca
significativa na frequéncia cardiaca entre os dois sexos. Em contraste, houve
diferencas significativas relacionadas ao sexo na duracéo das ondas P, PR e T e do
complexo QRS, mas nenhuma diferenca no intervalo QT (Tabela 06). Também houve
diferencas significativas relacionadas ao sexo no intervalo RR (p <0,001), com este
intervalo variando em 15,3% e 18,8% para machos e fémeas, respectivamente (Figura
06).
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Figura 04 — registros do eletrocardiograma (ECG) Pantherophis guttatus. Registrado
no programa Ecgpcvet, os animais estdo em reposi¢cao com temperatura média de
25°C. Demonstracdo morfoldgica tipica do complexo QRS, intervalo RR e onda P

Fonte: Autoria prépria (2020)

Tabela 04 — Parametros de frequéncia cardiaca e ECG (duracdo, em ms) em
serpentes do milho machos e fémeas (P. gutattus)

Sexo
Parametros Machos (n=13) Fémeas (n=8) p
Frequénciacardiaca (bpm) 53 +8 50+9 0,5511
ECG parametros (ms)
P onda 87,7+ 17,6 116,5+ 19,2 <0,05
PR intervalo 273,7+ 32,3 344,7 + 67,0 0,0047
QRS intervalo 160,7 + 12,4 147,0+ 17,8 0,0459
T onda 134,4 £ 30,5 170,9 + 47,4 <0,05
QT intervalo 715,4 £145,1 769,33+ 176,0 0,5393

Fonte: Autoria prépria (2021)

5.3 AVALIACAO NO DOMINIO DO TEMPO

As serpentes fémeas tiveram um intervalo RR e RMSSD significativamente
maiores do que os machos, mas uma frequéncia cardiaca e SDNN menores (Tabela
05).

Tabela 05 — Parametros de variabilidade cardiaca

Machos Fémeas P
FC (bpm) 53+8 50+9 0,5511
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RR (ms) 1150,1 + 148,5 1192,7 + 149 <0,0001
SDNN (ms) 88,2+ 74,2 25,6 + 4,1 0,0058
RMSSD (ms) 121,7 + 114,2 137,8 + 290,9 0,0061

FC - Frequéncia cardiaca (batimentos por minuto, bpm), RMSSD - raiz quadrada média das
diferencas sucessivas entre os batimentos cardiacos, RR - intervalo RR, SDNN - desvio
padréo de todos os intervalos NN. Fonte: Autoria prépria (2021).

A andlise do grafico de Poincaré indicou baixa variabilidade entre os intervalos
RR, com consequente baixa distribuicdo no gréfico. O grafico em forma de cometa
(Figura 05) mostrou valores menores para machos em SD1 (87,8 + 82,0) e SD2 (87,6
* 68,7) e para fémeas em SD1 (87,6 + 68,7) e SD2 (86,7 £ 77,8). A relagcdo SD1/ SD2
de 0,934 indicou ndo haver diferenca significativa entre os sexos e o teste de Mann-
Whitney comparando machos e fémeas confirmou que ndo houve diferenca
significativa entre eles (p = 0,0546). Os valores de SD1 em ambos 0s grupos indicaram
presenca de arritmias e aumento da atividade do nervo vagal que apontou para

reducao da atividade do sistema simpética.

Figura 05 — Gréfico de Poincaré dos intervalos RR para serpentes de milho machos
(A) e fémeas (B) (P. guttatus). A plotagem foi analisada pelo processo de ajuste de
elipse, com SD1 e SD2 correspondendo aos desvios padrao perpendiculares ao longo
da linha de identidade onde RRn e RRn + 1 correspondem a intervalos RR
consecutivos adjacentes. Os pontos representam varias medidas (46 intervalos)
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Fonte: Autoria propria (2021)
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5.4 AVALIACAO DE DOMINIO DE FREQUENCIA

As frequéncias variaram de 0,0001 a 0,40 Hz, com as bandas de alta frequéncia
(AF) apresentando maior incidéncia, embora ndo tenha havido diferenca entre machos
e fémeas (Tabela 06), situacéo que refletia a atividade do nervo vagal no coracéo e
na respiracdo. As bandas de baixa frequéncia (BF) apresentaram picos de 0,070 Hz
e 0,115 Hz para machos e fémeas, respectivamente (p = 0,0132). Essa diferenca
provavelmente refletia a interacdo entre o nervo vago e o sistema simpatico. Com
base nos valores de pico para as bandas LF e HF, as razbes LF / HF correspondentes

foram 0,819 e 3,018 para serpentes machos e fémeas, respectivamente (Figura 06).

Figura 06 — Espectro de poténcia gerada a partir dos intervalos de batimentos
cardiacos. Para uma andlise foram feitas como médias do potencial Gerado de
serpente fémeas (A) e machos (B). Andlise do espectro de frequéncia (transformada
rapida de Fourier) para o intervalo RR (A) fémea e (B) serpentes de milho macho (P.
guttatus). Sombreado: cinza - frequéncia muito baixa (VLF), vermelho - frequéncia
baixa (LF) e verde - frequéncia alta (HF)

RR Spectrum RR Spectrum
0.339 ' ' ' ' 0.295 ' '

PSD (s%/Hz)
PSD (s%/Hz)

0 0o
0 01 02 03 04 05 0 01 02 03 04 05
Frequency (Hz) Frequency (Hz)

Fonte: Autoria propria (2021)

Tabela 06 —Andlise de frequéncia para o intervalo RR em serpentes do milho
machos (13) e fémeas (8) (P. guttatus) classificadas em frequéncia muito baixa
(VLF), baixa frequéncia (LF) e alta frequéncia (HF).

Parametros VLF LF HF

(units) MACHOS FEMEAS p MACHOS FEMEAS p MACHOS FEMEAS p

Frequéncia 0,029 + 0,029+ 0552 0,070+ 0,115+ 0,0132 0,283+ 0203+ 0,3601
(Hz) 0,015 0,017 0,36 0,021 0,084 0,057

Fonte: Autoria propria (2021)
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6 DISCUSSAO

Os dados morfométricos das serpentes utilizados neste estudo foram
semelhantes aos relatados por Pees et al. (2016) para esta espécie, com 0s machos
sendo maiores do que as fémeas. A frequéncia cardiaca em serpentes pode ser
influenciada por uma variedade de fatores, incluindo temperatura corporal, atividade
metabdlica, troca gasosa, pH sanguineo, postura corporal e regulacdo reflexa da
pressdo arterial por mecanismos excitatorios neuro-humorais (adrenérgicos) e
inibitérios (colinérgicos) (LILLYWHITE et al., 1999, 2012; TAYLOR et al., 2014).
Conforme mostrado aqui, ndo houve diferenca significativa na frequéncia cardiaca
entre serpentes machos e fémeas, o trabalho de Lewis et al (2020), ndo foram
verificadas com distincdo de frequéncia entre machos e fémeas de P. guttatus.

As condi¢des controladas em que as medidas foram realizadas provavelmente
ajudaram a minimizar a variabilidade da frequéncia cardiaca, no que diz respeito as
variacdes e interferéncias ambientais. Da mesma forma, houve diferengas
significativas relacionadas ao sexo nos parametros de ECG de intervalo, nas ondas
P, T, nos intervalos PR e complexos QRS, para Valentinuzzi (1969), ao realizar
avaliacdes consecutivas em serpentes, verificando que a onda T nos animais, ao
longo de varios dias de teste, verificou as mudancas em duracdo e amplitude sem
causas aparentes. Os valores observados nas P. guttatus foi menor que os
observados em outras espécies estudadas como Boa constricto (ARMELIN et al.2019;
CONCEICAO et al., 2014), Lampropeltis getuhts, Eunectes murinus, e observar 0s
valores aqui observados para os varios parametros dos segmentos de ondas P, R, S
e intervalo QT foram semelhantes aos relatados para Spilotes pullatus (CRUZ;
JUNKES, 2008) e Crotalus durissus, (STUNGISK et al., 2011).

A analise do tempo indicou uma diferenca significativa relacionada ao sexo no
intervalo RR, a relag&o entre os valores de SDNN e sistema nervoso autbnomo ja esta
bem compreendido em mamiferos principalmente no macho, com o SDNN fornecendo
uma indicacdo da atividade do sistema nervoso simpatico (LOPES et al., 2013; SA et
al., 2013, VANDERLEI et al., 2009), apesar de Nilson (2011) ao estudar uma anatomia
comparada entre serpentes e mamiferos, verificar arranjos do sistema nervoso
autbnomo simpatico, apresenta respostas fisioldgicas semelhantes. Na analise do plot
de Poincaré, os valores para os machos em SD1, SD2 e arazédo SD1/SD2 nao foram

significativamente diferentes entre machos e fémeas. O estresse potencialmente
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causado as serpentes durante a medicdo do ECG pode ter ativado o sistema
simpatico, reduzindo assim o intervalo RR e aumentando a frequéncia cardiaca, como
também observado para outras espécies de serpentes, por exemplo, Spilotes pullatus
(CRUZ; JUNKES, 2008).

SD1 esta associado a modulacéo de curto prazo da variabilidade da frequéncia
cardiaca que € influenciada pelo sistema para, enquanto SD2 estd associado a
modulagéo de longo prazo da variabilidade da frequéncia cardiaca que é influenciada
pelo simpatico (ROY; GHATAK, 2013). Os valores SD1 e SD2 para P. guttatus
indicaram regulacado cardiaca pelos sistemas simpatico e parassimpatico. O grafico
de Poincaré indicava ativacdo do sistema nervoso autbnomo, com aumento da
atividade parassimpética sobres o nédulo sinoatrial. A influéncia do sistema nervoso
parassimpatico nas respostas cardiacas também foi observada em ratos e mamiferos
(NIJSEN et al., 1998).

Ao avaliar a variabilidade da frequéncia cardiaca por meio da acéo do sistema
nervoso, os estudos comparativos entre condi¢des fisiologicas diversificadas podem
indicar uma alteracéo na VFC os quais refletem diretamente na representacao grafica
no Poincaré (VARDERLEI et al, 2009b) flutuacbes nas frequéncias de banda séo
moduladas pelo sistema nervoso autbnomo. Em mamiferos, nos quais as flutuacdes
sdo generalizadas, as variacbes de FC estdo relacionadas a atividade do sistema
nervoso parassimpdatico, enquanto as variagdes de LF estdo relacionadas a atividade
de ambos os ramos (simpatico e parassimpatico) do sistema nervoso autbnomo
(MALIK e CAMM, 1995).

Os valores de LF, HF e para a relagdo LF / HF apresentam valores, que se
assemelham aos verificados para serpentes Boa constrictor, com um pico LF principal
entre 0,0 e 0,1 Hz e um pico FC menor entre 0,1 Hz e 0,2 Hz, (ARMERLIN et al.,
2019). Os picos encontrados para os animais principalmente em HF, pode variar de
acordo com a frequéncia respiratoria, como observado em serpentes Crotalus
durissus terrificus (CAMPBELL et al., 2006), as interacdes cardiorrespiratérias, como
a arritmia sino respiratéria séo verificados em espécies de vertebrados, gerado pelo
sistema parassimpético com modulac¢des do intervalo RR (SANCHES et al., 2019).
Embora n&o significativa, a variacdo da onda FC com a correspondente reducao da
relacdo LF/ HF, sugere uma possivel diminuicdo do ténus vagal e sua modulacao
simpatica. A organizacao anatémica do coracéo reptiliano predispde esses animais a

reducdo do ténus vagal, uma vez que o sangue venoso flui através dos ventriculos
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para os pulmdes (shunt direito-esquerdo) seguido por bombeamento para a circulagcéao
geral durante a sistole (GERMER, 2016). Em um trabalho realizado com Campbell et
al. (2006), verificou que em cascaveis, diferentemente dos mamiferos é apresentado
valores dos componentes espectrais de alta e baixa frequéncia de forma simultanea.

Os répteis respondem diretamente aos estimulos dos ambientes e ao seu
habito de vida, desta forma quando esses animais em situacdes de estresse como 0
estudo de Spilotes pullatus, Cruz e Junkes (2008) pode-se observar que o estresse
resultou na estimulacdo do nervo vago e aumento do intervalo RR, levando a
bradicardia. Em relacdo a isso, a posicdo do animal durante o registro do ECG, por
exemplo, se em posi¢ao horizontal ou inclinada, pode influenciar o nivel de estresse
e consequentemente influenciar na precisdo com que 0s vetores sao determinados,
incluindo as adaptacfes de cada espécie de serpente em relagdo ao seu habito,
terrestre, arboricola ou aquéatica podemos compreender melhor as condi¢cdes
cardiacas (SHOEMAKER; ZANDVLIER, 2005; ARMELIN et al., 2019).

Apesar de pequenas variagdes anatdmicas na estrutura e organizagdo do
coracao, o tecido cardiaco reptiliano responde a estimulacao adrenérgica e colinérgica
de uma maneira semelhante ao coracdo de mamifero (ARITA et al., 1967; LIU et al.,
2014; JESSEN et al., 2017), Comparado para mamiferos, os animais ectotérmicos
mostram uma conducédo artrioventricular mais lenta, principalmente por causa de
miocitos mal desenvolvidos, a presenca de tecido conjuntivo consideravel e uma
excitabilidade geral do tecido mais baixa devido a um nimero reduzido (densidade)
de canais de sbédio (JENSEN et al., 2012, 2014 ; TEMPLE et al.,, 2013). A
compreensao da morfofisiologia do coracdo das serpentes, e sua interpretacdo por
meio de analise como a variabilidade da frequéncia cardiaca, que facilmente podem
ser obtidos de sinais eletrocardiograficos, e realizados a VFC. Para uma confirmacao
e a associacgdo dos sinais com problemas no tocante ao sistema cardiovascular e sua

modulagdo autondmica, sdo estudos futuros com um maior nimero de exemplares.
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7 CONCLUSOES

De acordo com nossos resultados, concluimos que:

1 — A medicdo do ECG e a analise do intervalo RR em Panterophis guttatus mostrou
que essas serpentes tém uma frequéncia cardiaca de 50-55 bpm.

2 — A andlise da VFC indicou que tanto para o dominio do tempo do tempo, quanto o
dominio da frequéncia, pode servir como valores de referéncia para espécie.

3 - Mesmo sendo observado algumas diferencas significativas, entre as variaveis
cardiologicas entre machos e fémeas ndo ha como inferir a existéncia de processos
patolégicos em nenhum dos grupos de serpentes.

4 - Os valores definidos para SD1 e SD2, assim como os valores do dominio da
Frequéncia, demonstram uma regulacao do sistema nervoso sobre cardiaco.

5 — Os valores observados para a Variabilidade da frequéncia cardiaca em
Pantherophis guttatus pode servir de referéncia em estudos futuros comparativos
envolvendo outras espécies de serpentes.

6 — O estudo realizado contribui para o entendimento da fisiologia cardiaca dessa
espécie.
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(oD Uni\fap

Universidade do Vale do Paraiba
Instituto de Pesquisa e

Desenvolvimento

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA
INSTITUTO DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO IP&D

CERTIFICADO

Certificamos que o protocolo n. 01/CEUA/2015, sobre AVALIACAO MORFOFUNCIONAL
DOS ORGAOS DA CAVIDADE CELOMATICA DE SERPENTES CORN SKAKES, sob a
responsabilidade do Dr. Raduan Hage. estd de acordo com a LEI 11.794/2008. que
Regulamenta o inciso VII do 1§ do art. 225 da Constituigio Federal, estabelecendo
procedimentos para o uso cientifico de amimais, sendo considerado APROVADO por esta
Comissdo.

Informameos que o pesquisador (a) responsavel por este protocolo devera apresentar a este
Comité de Etica um relatério parcial apés 12 meses e um relatorio final no prazo de 24
meses a contar da data de emissio deste certificado.

Atencao: O Pesquisador principal responsavel pelo projeto devera entrar em contato

com o Meédico Veterinario Jodo Francisco de Azevedo (email: savemattos@ gmail.com)
para agendar o acompanhamento da anestesia e cirurgia.

S3o José dos Campos, 23 de marco de 2015

Dr. José Carlos Cogo
Coordenador CEUA/UNIVAP
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