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The high demand for anti-venom production in response to the increased number of
cases of snakebite envenomation highlights the importance of raising and breeding
venomous snakes in captivity. Knowledge of types of venoms and anti-venoms is of
great interest to public health. The maintenance of venomous serpents in captivity started
in the early twentieth century, but still nowadays it is a challenge to manage and prevent
diseases in captive fauna. Hematology is commonly used for general health assessment
and illness detection. However, data on serpent blood analysis are still scarce. Alterations
in hematological parameters were experimentally induced in rattlesnakes by the inoculation
of BCG. Based on this, hemograms can be used as a health auxiliary diagnosis method
for bacterial diseases in this species. In this study, blood samples were taken from 10
healthy specimens of rattlesnakes (Crotalus durissus) born and bred in captivity in the
Herpetological Division of Vital Brazil Institute. Animals were divided into two groups
(group 1 and 2) with similar live weight and sex proportion, and were then inoculated
subcutaneously with BCG (Bacillus Calmette-Guérin). Blood samples were taken before
and after inoculation at three experimental times (days 3, 5 and 7 for group 1 and days
11, 17 and 21 for group 2). Hematological analysis was performed through semi-direct
technique, blood samples were diluted in Natt and Herrick solution and smears were
stained by Giemsa. Serpents from group 1 developed discrete anemia due to the
inflammatory syndrome, and showed significant decrease of MCH and MCHC.
Granulocytes were characterized by the presence of rough granules. The azurophils
varied in shape and size and showed large amount of cytoplasmic vacuoles. The
thrombocytopenia observed in group 2 suggests that these cells participate in the
inflammatory process. A single individual from group 1 showed granulocytosis and a few
animals showed a discrete azurophilia. In general, BCG inoculation unleashes
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hematological inflammatory responses characterized by the presence of thrombocytes,

azurophils and granulocytes cells.

INDEX TERMS: Crotalus durissus, inflammation, BCG, hematology, reptile.

RESUMO.- A criacdo de serpentes peconhentas em cati-
veiro para producdo de soros antipegonhas possui cres-
cente importancia para a satde publica devido ao aumento
do numero de notificagBes de acidentes ofidicos a cada
ano no Brasil. Iniciado no século XX, ainda hoje essa ati-
vidade apresenta alguns desafios como a instalagédo de
doencgas no plantel. O hemograma € um exame de tria-
gem clinica que auxilia no diagnoéstico de diversas molés-
tias que acometem diferentes espécies de animais, no
entanto ainda pouco estudado em serpentes. A caracteri-
zacao das alteracbes hematolégicas em cascavéis ino-
culadas experimentalmente com BCG pode servir de base
na utilizacdo deste exame no auxilio ao diagnostico de
infeccdes bacterianas na espécie. Dessa forma, foram
realizados exames hematoldgicos em 10 serpentes da
espécie Crotalus durissus pertencentes ao plantel da Di-
viséo de Herpetologia do Instituto Vital Brazil. Os animais
foram divididos em dois grupos (Grupos 1 e 2), homogé-
neos entre si em relagéo ao peso e proporgéo sexual. Os
dois grupos foram inoculados com BCG e submetidos a
coleta de sangue antes da inoculacéo e em trés momen-
tos pos-inoculacao (39, 5°, e 7° dias para o Grupo 1 e 11°,
17° e 21° dias para o Grupo 2). O hemograma foi realiza-
do por método semidireto pela utilizacdo de liquido de
Natt e Herrick e as l[aminas foram coradas pelo Giemsa.
Observou-se anemia discreta, com reducéo dos valores
de concentracéo de hemoglobina corpuscular média e da
hemoglobina globular média no Grupo 1 que foi relacio-
nada a doenca inflamatoria. A trombocitopenia observa-
da no Grupo 2 sugeriu a atuagdo deste tipo celular em
processos inflamatorios. Um Unico animal do Grupo 1
apresentou granulocitose e alguns animais apresentaram
discreta azurofilia. Observaram-se alteragcdes morfol6gi-
cas nos leucécitos. Os granuldcitos apresentaram granu-
lagBes grosseiras e os azuréfilos apresentaram aumento
de tamanho e grandes vacuolos. De forma geral, a inocu-
lacdo de BCG em cascavéis desencadeia respostas in-
flamatérias hematologicas caracterizadas pela participa-
¢do de trombacitos, granulécitos e azurdfilos.

TERMOS DE INDEXAQAO: Crotalus durissus, Inflamacgé&o, BCG,
hematologia, répteis.

INTRODUCAO

O numero de naotificacdes de acidentes ofidicos vem au-
mentando a cada ano no Brasil com a espécie Crotalus
durissus, responséavel por cerca 9,2% do total de notifica-
¢Oes, variando de acordo com a regido (Araujo et al. 2003).
Somado a isso, essa espécie tem aumentado sua distri-
buicdo e densidade no Rio de Janeiro devido ao aumento
da fragmentacao florestal, resultado do crescimento
desordenado das cidades (Bastos et al. 2005). Os dados
epidemioldgicos mostram o aumento da demanda de soro
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antipeconhento em todo Brasil evidenciando a importan-
cia para a salde publica da criacao de serpentes
peconhentas em cativeiro. Por esta razdo o conhecimen-
to do manejo e da clinica destes animais se torna impor-
tante a fim de permitir maior sobrevida do animal.

Considerado como exame de triagem clinica, o hemo-
grama é utilizado no auxilio ao diagnéstico, no acompa-
nhamento clinico e no prognéstico de diversas moléstias
que acometem os animais (Almosny & Monteiro 2007).
Embora existam trabalhos de décadas passadas, relati-
vamente pouco se sabe sobre hematologia e sobre o de-
senvolvimento da resposta inflamatéria em répteis. A clas-
sificacdo celular nestas espécies se mostra divergente,
talvez devido a comparagbes com espécies distantes
evolutivamente como mamiferos e aves.

Uma ferramenta utilizada na classificacéo funcional dos
tipos celulares observados no sangue de cascaveéis € a
avaliacdo do comportamento celular sob diferentes esti-
mulos patolégicos experimentalmente induzidos ou natu-
ralmente observados. A inoculacdo de cepas atenuadas
de Mycobacterium tem sido utilizada no estudo da res-
posta hematoldgica em animais endotérmicos e ectotér-
micos (Marcus et al.1975, Buddle & Young 2000, Sado &
Matushima 2008). O bacilo de Calmette-Guérin (BCG) é
um derivado do Mycobacterium bovis atenuado, e vem
sendo utilizado hoje em dia para a imunizacéo vacinal
contra a tuberculose, como veiculo recombinante para
vacinas multivalentes para outras doencas infecciosas e
para a imunoterapia do cancer (Nunes 2004).

Sendo assim, o objetivo desse estudo foi avaliar a di-
namica leucocitaria e eritrocitéria, decorrente do proces-
so inflamatério induzido pela inoculagédo de BCG em cas-
cavéis, através de exames hematoldgicos seriados reali-
zados nos animais antes e depois de inoculados.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas 10 serpentes da espécie Crotalus durissus,
machos e fémeas, nascidos e criados na Divisao de
Herpetologia do Instituto Vital Brazil (IVB, Niter6i, RJ) com idade
de trés a quatro anos, com a finalidade principal de extragdo de
veneno para producdo de soro antipeconha. Os animais foram
selecionados apds constatacdo de sanidade por exame fisico
e observacao de agressividade normal para a espécie. Os
animais selecionados foram divididos em dois grupos (Grupo 1
e 2) de forma a manter a homogeneidade em relagdo ao peso e
proporcdo sexual entre eles. Todos os animais foram excluidos
da rotina de extracdo de veneno no periodo do experimento.
Os animais foram acondicionados individualmente em caixas
retangulares de polipropileno leitoso (50x35x16cm, comprimento
x largura x altura), devidamente identificadas e mantidas dentro
de uma sala a temperatura ambiente (25-30°C). Antes e durante
0 experimento, 0s animais foram regularmente alimentados uma
vez ao més com dois camundongos de biotério e com livre
acesso a agua, conforme rotina do serpentario. Quarenta dias
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antes de se iniciar o experimento, preconizou-se o uso de
Ivermectina (Ilvomec®), Levamizole (Ripercol®) e Fipronil 10%
(Frontline® Spray) segundo Carpenter et al. (2004) para controle
de endoparasitas e ectoparasitas.

Coletas de sangue para realizacdo dos exames controle,
caracterizando os valores de normalidade para os espécimes
estudados, foram realizadas nos dois grupos, 14 dias antes da
inoculacdo. Para inducdo do estimulo inflamatério, foram
utilizados 0,05ml de Imuno-BCG (Bacilo Calmette-Guerin,
Fundacgéo Ataulpho de Paiva), na concentragcdo de 80 mg/ml. A
inoculacao foi realizada por via intramuscular na regido dorsal,
do lado direito, aproximadamente entre a jungao do terco cranial
e medial do animal. O Grupo 1 foi submetido a coleta de sangue
no 3°, 5° e 7° dias apos serem inoculados com BCG e o Grupo
2 no 11°, 17° e 21° dias pdés-inoculagao.

As amostras sanguineas foram coletadas através de pun-
¢do da veia coccigea ventral (Campbell 2004, Almosny &
Monteiro 2007). Foi coletado cerca 0,5ml de sangue de cada
animal utilizando agulha 20x5,5 e seringa de 1ml, que foram
armazenados em frasco plastico de fundo conico (Eppendorf®)
previamente rinsados com heparina sédica 5.000Ul/ml
(Liguemine®). Esfregagos sanguineos sem anticoagulante fo-
ram confeccionados no momento da coleta.

Para contagem global dos tipos celulares preconizou-se a
diluicdo do sangue em liquido de Natt e Herrick (Natt & Herrick
1952) na proporcdo de 1:100 e contagens na camara de
Neubauer® Improved, com auxilio de microscopio dptico, em
aumento de 400 vezes. As hemacias foram contadas concomi-
tantemente com a contagem conjunta dos leucdcitos e trombo-
citos. Os valores obtidos foram multiplicados pelo fator de cor-
recdo, sendo os resultados expressos em numero de células/
mm?3. O volume globular foi determinado pela técnica do
microhematdcrito que consiste na centrifugacéo de tubos capi-
lares preenchidos com sangue a 10.000 rpm por 5 minutos se-
gundo Campbell (2004). As dosagens de hemoglobina foram
realizadas pelo método da cianometahemoglobina, segundo
Campbell (2004). Uma solucdo com 5ml de reagente de cor
(Labtest Diagndstica®) e 20l de sangue total foi preparada para
reacao colorimétrica, sendo centrifugada a 3.000rpm por 5 mi-
nutos, a fim de precipitar o niicleo das hemacias (Raskin 2000,
Campbell 2004, 2006). A absorbancia da amostra foi medida
em analisador bioquimico semi-automatico Bioplus 2000® em
540nm. O fator de calibrac¢éo utilizado (36,20) foi obtido com o
padrao de hemoglobina. Os esfregacos sanguineos foram fixa-
dos por dois minutos em metanol e imersos por trinta minutos
em solucdo de Giemsa (Merck®) a 5% em &gua destilada.

A leucometria especifica foi realizada em microscopia 6ptica,
aumento de 1000 vezes, seguindo-se um padrao de leitura em

guarda grega em suas duas bordas. Foram contados 100
leucécitos, os quais foram diferenciados em basdbfilos,
granuldcitos, azurdfilos, linfécitos e monécitos adaptando-se a
nomenclatura descrita por Montali (1988), Troiano et al. (1997)
e Almosny & Monteiro (2007). Uma contagem paralela de
trombdcitos foi realizada durante a contagem dos leucdcitos a
fim de determinar a proporcdo entre estes dois tipos celulares.

Para permitir uma visdo geral dos perfis estudados na
populagdo, foi calculado a média e o desvio-padrdo de cada
variavel analisada na pesquisa. Para verificacao de diferencas
significativas entre os grupos (p<0,01), foi realizada analise de
variancia (ANOVA) para as variaveis entre 0s grupos antes da
inoculacéo.

As distribuices das variaveis foram submetidas aos testes
estatisticos de Qui-quadrado, Kolmogorov-Smirnov e Anderson-
Darling, no intuito de se verificar sua compatibilidade com a
curva de normalidade e a pertinéncia de aplicacdo de testes
paramétricos ou ndo-paramétricos. O critério de decisdo foi o
de considerar incompativel com testes paramétricos qualquer
distribuicdo que apresentasse significAncia (p<0,05) em pelo
menos dois dos trés testes aplicados. Nas variaveis com
distribuicdes normais, foi empregado ANOVA para a verificacéo
de diferengas significativas (p<0,05) entre as respectivas
variancias das coletas dentro dos grupos. Quando o resultado
do ANOVA indicou significancia, foram realizados quatro testes
estatisticos (Teste de Duncan, Fisher, Scheffe e Tukey-Kramer),
a fim de se localizar a coleta em que ocorreu a alteracéo. Quando
as distribuicdes ndo se mostraram compativeis com a curva de
distribuicdo normal, as respectivas comparagdes foram
efetuadas por intermédio de testes de Kruskal-Wallis.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise estatistica mostrou nédo haver diferencas em
nenhuma das variaveis (p>0,01), entre os animais dos
dois grupos antes do experimento, convencionando-se
assim, que os dois grupos eram uniformes entre si.

As hemécias apresentaram-se, em sua maior parte,
como o descrito pela literatura (Frye 1991, Campbell 1996,
Rodrigues 2000, Grego et al. 2006). Eritrdcitos jovens fo-
ram observados com maior freqiiéncia nos animais com
volume globular mais baixo, no entanto, esta caracteristi-
ca pode ndo estar relacionada ao processo inflamatorio.
De fato, uma moderada poiquilocitose e um intenso pleo-
morfismo nuclear foram observados em animais sadios.
Eritrocitos jovens em animais sadios podem estar pre-
sentes tanto fisiologicamente como em animais que reali-

Quadro 1. Eritrograma das cascavéis do grupo 1. Valores observados antes
(coleta 1) e depois (coletas 2, 3 e 4) de inoculados com BCG. (Média + DP)

Coleta 1 Coleta 2 Coleta 3 Coleta 4
Pré-inoculagdo 3 dias apésa 5diasapoésa 7 dias apés a
inoculagéo inoculagdo inoculagéo
VG (%) 20,8+ 3,8 21,0+ 3,7 200+ 25 20,0+ 23

Hematimetria (108/mm3) 0,377 + 0,104 0,390 + 0,080 0,395 + 0,066 0,420 + 0,048

Hemoglobina (g/dI) 55+11 58+12 4,2+ 0,7 56+1,1
VGM (fl) 569,6 £ 92,1 540,42 + 25,2 510,1+ 46,2 479,4 + 59,7

CHGM (%) 26,2+0,8 276 +13 21,3+3,0 27725
HGM (pg) 1489 +216 1492+58 108,1 £ 13,0  133,2+ 22,7

VG = Volume globular; VGM = Volume Globular Médio; CHGM = Concentracéo de Hemoglobina
Globular Média; HGM = Hemoglobina Globular Média; DP = Desvio padr&o.
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Quadro 2. Eritrograma das cascavéis do Grupo 2. Valores observados antes
(coleta 1) e depois (coletas 2, 3 e 4) de inoculados com BCG. (Média + DP)

Coleta 1 Coleta 2 Coleta 3 Coleta 4
Pré-inoculagéo 11 dias apés a 17 dias ap6s a 21 dias apos a
inoculagéo inoculacéo inoculacéo
VG (%) 19,6 + 1,8 222+26 216+ 27 20,0+ 3,7
Hematimetria (105/mm3) 0,394 + 0,048 0,439 + 0,092 0,425+ 0,082 0,369 + 0,071
Hemoglobina (g/dI) 50+0,7 6,2+ 0,9 58+0,7 55+1,0
VGM (fl) 500,5 + 40,4 5145+552 5170+742 5473+ 77,6
CHGM (%) 253+24 28,1+1,1 26,7+15 27,54 £ 0,7
HGM (pg) 1259+9,8 1440+116 1378+20,8 150,6 + 20,1

VG = Volume globular; VGM = Volume Globular Médio; CHGM = Concentracéo de Hemoglobina
Globular Média; HGM = Hemoglobina Globular Média; DP = Desvio padréo.

zam ecdise (Frye 1991, Canfield 1998, Alleman et al. 1999,
Campbell 1996, 2004, Almosny & Monteiro 2007) como
ocorreu no periodo do experimento. Os valores encontra-
dos no eritrograma estdo dispostos no Quadro 1 (Grupo
1) e Quadro 2 (Grupo 2).

N&o foram observadas diferencas significativas para
hematimetria, volume globular e VGM, nos animais nos
dois grupos.

Os valores de hemoglobinometria ndo apresentaram
diferencas significativas entre os grupos. Contudo, os
valores de hemoglobina na coleta 3 do Grupo 1 foram
menores do que as demais coletas. Esta redugéo na he-
moglobinometria foi observada pelos valores de CHGM e
HGM, que apresentaram diferenca significativa (p<0,05).
Em inflamacdes agudas e cronicas observa-se a instala-
¢do de uma anemia hipocrémica (ou normocrémica), com
diminuicdo da hemoglobina e do ferro plasmatico. O me-
canismo de instalacdo desta anemia é mediado por
citocinas inflamatérias e parece estar ligado a um bloqueio
da liberag&o do ferro reciclado por parte dos macréfagos.
Durante processos infecciosos, esse mecanismo tem a
funcao de indisponibilizar o ferro para 0s microrganismos,
0s quais em geral necessitam deste mineral para o seu
crescimento (Alencar et al. 2002, Lorenzi et al. 2003,
Campbell 2004). Se avaliarmos a dinAmica da instaura-
¢éo do quadro de microcitose, oligocitemia e hipocromia
presentes nesse tipo de anemia em mamiferos e répteis
(Lorenzi et al. 2003, Campbell 2004), pode-se supor que
a diminuicdo do HGM e CHGM observada reflita o inicio

dainstalacédo de uma anemia por doenca inflamatoria, visto
que a queda do volume globular e da hematimetria neste
tipo de anemia é, em geral, discreta, e possivelmente ain-
da imperceptivel no grupo.

Os trombdcitos integros observados no sangue das
cascaveéis apresentaram-se morfologicamente semelhan-
tes com o descrito pela literatura (Mader 2000, Rodrigues
2000, Rosskopf 2000, Campbell 2004, 2006, Almosny &
Monteiro 2007). Embora tenham sido observados
trombdcitos binucleados, néo foi possivel estabelecer uma
correlacdo destes com quadros anémicos, tampouco a
uma possivel capacidade de esta célula realizar divisao e
se diferenciar em eritrécitos, tal como descreve Frye
(1991). Segundo Campbell (1996), trombdcitos com poli-
morfismo nuclear estéo freqlientemente associados a
doengas inflamatorias, no entanto, ndo foi observado au-
mento dessa caracteristica em nenhum animal.

Os valores encontrados na contagem de trombécitos
estdo dispostos no Quadro 3 (Grupo 1) e Quadro 4 (Gru-
po 2). Foi observada uma diminuigo significativa na con-
tagem absoluta de trombdcitos na coleta 4 do Grupo 2
(21 dias ap06s a inoculagéo). Em geral, condi¢cbes patolo-
gicas com presenca de endotoxinas podem causar lesées
vasculares, que culminam em quebra da homeostasia
sanguinea, por interromper o equilibrio na producao de
substancias procoagulantes e anticoagulantes, além de
expor o subendotélio, ativando fatores tissulares da coa-
gulacdo. Com isso inicia-se a formacao de coagulos com
ativacdo trombocitaria e do sistema fibrinolitico, aumen-

Quadro 3. Leucometria global, leucometria especifica e nimero de trombdcitos
das cascavéis do Grupo 1. Valores observados antes (coleta 1) e depois (coletas
2,3 e 4) de inoculados com BCG. (Média = DP). Valores em n° de células/mm3

Coleta 1 Coleta 2 Coleta 3 Coleta 4
Pré-inoculacéo 3 dias apos a 5 dias apos a 7 dias apos a
inoculagéo inoculagéo inoculagéo
LG 12903,2 + 6.856,0 14430,9 + 6366,8 13127,1 + 11607,1 14887,9 + 8582,2
Basofilo 0,0+0,0 0,0 £0,0 0,0+0,0 0,0 £0,0
Granul6cito  4661,2 + 3937,6 4952,3 + 5264,0 5973,4 + 9114,9 5398,2 + 7502,4
Linfocito 5026,0 + 2477,5 7209,7 + 3642,4  3510,6 + 2424,6 5752,2 + 2858,8
Mondcito 61,5 + 103,4 92,5 + 98,8 88,5 + 90,0 36,7 + 50,3
Azurdfilo 3134,4 + 2339,4 2176,4 + 977,9 3554,7 + 3353,3 3700,8 + 3118,8
Trombocito  11596,8 + 5702,9  7769,1 + 2355,8  6372,9 + 2854,4 10952,1 + 3813,0

LG = Leucometria global; DP = Desvio padrao.

Pesq. Vet. Bras. 29(12):985-992, dezembro 2009



Avaliagdo da resposta hematolégica em cascaveéis (Crotalus durissus Linnaeus, 1758) inoculadas com BCG 989

Quadro 4. Leucometria global, leucometria especifica e nimero de trombdcitos
das cascavéis do Grupo 2. Valores observados antes (coleta 1) e depois (coletas
2, 3 e 4) de inoculados com BCG. (Média + DP). Valores em n° de células/mm?3

Coleta 1 Coleta 2 Coleta 3 Coleta 4
Pré-inoculagao 11 dias ap6s a 17 dias apds a 21 dias apés a
inoculagéo inoculagéo inoculagéo
LG 11161,2 + 7017,8 11521,2 + 4300,2 9872,2 + 5835,5 8819,9 + 2472,3
Basdfilo 46,0 £ 102,8 58,2 + 84,3 31,2 + 48,3 0,0+0,0
Granul6cito  2602,7 + 2897,7 2651,1 + 3799,8 25545 + 42222 365,8 + 564,3
Linfécito 6090,4 + 4633,9  6610,8 + 1826,9 5493,5 + 2607,7 6442,3 + 2350,0
Monécito 313,5 + 240,3 143,4 + 105,3 338,9 £ 3245 0,0+0,0
Azurdfilo 2018,2 + 1673,7 2057,7 £ 1179,0 1463,3 + 629 1985,5 + 1196,0
Trombécitos 12738,8 + 3167,4 13478,8 + 4111,4 10527,8 + 628,7 8180,1 + 920,4

LG = Leucometria global; DP = Desvio padrao.

tando-se a demanda trombocitaria (Russel & Grindem
2000). Visto que o grupol ndo apresentou uma tromboci-
topenia devido ao aumento da demanda de trombdcitos
pelas lesBes vasculares causado pelas repetidas cole-
tas, sugere-se que a trombocitopenia observada no Gru-
po 2 possa ser decorrente do processo inflamatério em
questao.

Os valores encontrados na leucometria estéo dispos-
tos no Quadro 3 (Grupo 1) e Quadro 4 (Grupo 2). Nao
foram observadas diferencas significativas na leucometria
global e na especifica entre as coletas nos dois grupos.

Assim como ocorre em outras espécies de vertebra-
dos, a frequéncia de basdfilos observada neste experi-
mento foi bastante baixa e ndo foram observadas altera-
¢6es morfologicas neste tipo leucocitario (Frye 1991,
Dotson et al. 1995, Campbell 1996, Raskin 2000, Rodri-
gues 2000, Almosny & Monteiro, 2007).

O numero de granulécitos ndo apresentou alteracdes
significativas entre as coletas nos dois grupos estudados

Granuldcitos n2/mm?

250001
18750
12500 ]
6250 |
0 Controle c2 Cc3 Cc4

Coletas

Fig.1. Valores gréaficos do numero de granulécitos observados
no sangue de cascavéis nas quatro coletas realizadas no
Grupo 1. O aumento somente dos valores maximos indi-
cam um incremento da contagem deste tipo celular em um
Unico animal. C2 = coleta 2, C3 = coleta 3, C4 = coleta 4.

Fig.2. Trés granulocitos de Crotalus durissus apresentando
quantidades variaveis de granulos basofilicos no citoplas-
ma. Giemsa, obj.100x.

(p>0,05). No entanto, observou-se que um animal apre-
sentou um aumento deste tipo celular a partir da coleta 2
(Fig.1). Morfologicamente, dois animais do grupo 1 apre-
sentaram granulécitos com quantidades crescentes de
granulos basofilicos no citoplasma a partir da coleta 2
(Fig.2). Estes granulos caracterizaram-se por possuirem
formato redondo, porém de contorno irregular e pouco
definido. Coraram-se de roxo, mais intenso no centro do
gue na periferia, e apresentaram-se de varios tamanhos.
Embora esta caracteristica tenha sido mais intensa nes-
tes animais, outros animais dos dois grupos apresenta-
ram granulécitos com poucos granulos antes da inocula-
¢é8o com BCG sugerindo que haja uma liberagéo de for-
mas toxicas deste tipo celular, mesmo quando ainda nao
houve um aumento deste na circulagao. Alguns autores
sugerem a possibilidade do granulécito de répteis possuir
funcdes bioldgicas semelhantes aos neutréfilos de mami-
feros e aos heteroéfilos de aves (Campbell 1994, Fudge
2000). Em mamiferos, os neutrofilos sé&o os tipos leucoci-
tarios que formam a primeira linha de defesa do organis-
mo contra germes patogénicos (Lorenzi et al. 2003); o
mesmo se observa nas aves para os heterdfilos (Campbell
1994, Fudge 2000, Latimer & Bienzle 2000). De fato, a
presenca de granulécitos é marcante no foco inflamatério
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no tecido, tal como descrito em diversos trabalhos (Mateo
et al.1984a,b, Smith & Barker 1988, Smith et al. 1988a,b,
Frye 1991, Jacobson et al. 1991, Tucunduva et al. 2001).
Alteracbes morfologicas nos neutrofilos e heterdfilos séo
muitas vezes indicativas do processo patolégico que as
causou. A presenca de neutrofilos toxicos em mamiferos
esta diretamente relacionada ao aumento da demanda
deste tipo celular devido a processos inflamatorios seve-
ros, e as alteragdes citadas podem ser causadas por fa-
Ihas na maturacdo da célula (Almosny & Monteiro, 2007).
Em mamiferos, os neutrdfilos toxicos caracterizam-se pela
presenca de basofilia citoplasmatica, presenca de vacuo-
lizagBes e de granulag@es toxicas, resultado da retencao
de mucopolissacarideos no citoplasma celular (Smith
2000). Da mesma forma, granulécitos toxicos em répteis
também séo descritos em infec¢des bacterianas agudas,
caracterizando-se pela intensa basofilia citoplasmatica,
com frequiente vacuolizacéo e granulacao basofilica gros-
seira (Smith 2000, Stockham 2000, Campbell 2006). Des-
sa forma, a presenca de granulacdes toxicas observadas
em granulécitos aparentemente possui liga¢gdo com o au-
mento da demanda deste tipo celular, como resposta a
inflamacéo.

Os mesmos animais que apresentaram alteracoes
morfolégicas nos granulécitos apresentaram azurdfilos
com grande quantidade de vacuolos citoplasmaticos de
tamanhos variados e com inclusées negras de tamanhos
e formatos variados em seu citoplasma, nas coletas 3 e 4
do Grupo 1 (Fig.3). Alguns animais apresentaram azuro-
filos aumentados de tamanho nas coletas pos-inoculacéo,
chegando a serem maiores do que o tamanho de duas
hemécias. Observou-se nestes também, um niimero maior
de grandes vacuolos (Fig.4). Nado foram observadas alte-
racdes significativas no nimero de azurdfilos (p>0,05).
Embora as alteragGes morfoldgicas dos azurofilos tenham
sido mais intensas num nimero reduzido de animais, 0s
demais apresentaram as mesmas alteragfes de forma
mais discretas. Os autores que consideram o azurdfilo
um tipo monocitario descrevem as causas de azurofilia

Fig.3. Azurdfilo de Crotalus durissus com grande quantidade
de Gréanulos. Giemsa, obj.100x.
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Fig.4. Azurdfilo grande de Crotalus durissus. Nota-se a presen-
¢a de grandes vacuolos citoplasméaticos. Giemsa, obj.100x.

como sendo as mesmas que acarretariam uma monoci-
tose em aves e mamiferos. Segundo Rosskopf (2000),
doencas granulomatosas cronicas sdo as principais cau-
sas de azurofilia em répteis. E esperado que, ao se ino-
cular uma espécie atenuada de Mycobacterium, ocorra
tecidualmente um processo inflamatério granulomatoso
nestes animais, tal como observado por Sado & Matu-
shima (2008) em peixes. A presenca de azurdfilos gran-
des, pleomorficos e intensamente vacuolados sugere, por
analogia morfoldgica, sua origem monocitica. De fato, os
monacitos de mamiferos e aves séo células caracteristi-
camente pleomoérficas e em seu estado maturativo
tecidual, o macréfago, é tido como uma célula ainda mais
variavel, de tamanho maior, com nucleos grandes e apre-
sentando grandes vesiculas citoplasmaticas (Bienzle
2000, Latimer & Bienzle 2000). Quanto as granulacdes
observadas, estas seguem o mesmo critério de classifi-
cacao dos granulécitos toéxicos, e, como afirma Frye
(1991), as granulacdes tdxicas podem estar presentes em
guadros de septicemia. Contudo, a indefinicdo acerca da
natureza deste tipo celular dificulta a interpretagdo dos
dados obtidos.

Os mondécitos apresentaram-se em conformidade com
o descrito pela literatura (Saint Girons 1970, Frye 1991,
Campbell 1996, 2004, 2006, Canfield 1998, Mader 2000,
Raskin 2000, Rodrigues 2000) e ndo foram observadas
alterac6es morfolégicas neste tipo celular. Quantitativa-
mente foram leucdcitos pouco freqlientes e ndo apresen-
taram diferencas significativas entre as coletas dos dois
grupos (p>0,05).

Os valores dos linfécitos ndo apresentaram diferen-
¢as significativas entre as coletas. Morfologicamente, foi
observada a presenca de linfécitos ativados e plasméci-
tos. Estas células se apresentaram com nucleo pequeno,
apresentando cromatina densa e coloragéo fortemente
enegrecida (Jacobson 1984, Frye 1991, Campbell 1996,
2004, 2006, Raskin 2000). O citoplasma, mais abundan-
te, apresentou-se intensamente basofilico a enegrecido
nos plasmocitos evidenciando uma leve granulagdo. A
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presenca de uma area esbranquicada perinuclear, relati-
va ao Complexo de Golgi, foi uma caracteristica marcan-
te deste tipo celular.

CONCLUSOES

Frente as condicdes experimentais descritas neste traba-
Iho conclui-se que:

e Apesar de serem necessarios mais estudos nesta
area de conhecimento, as altera¢cdes morfoldgicas ob-
servadas nos granulécitos e nos azurdfilos sugerem
a participacéo destes tipos celulares no processo in-
flamatério experimentalmente induzido pela inocula-
¢ao do BCG, evidenciando a importancia da
hematoscopia como investigacéo diagndstica nesses
animais.

« A discreta diminuicdo do CHGM e HGM observada
sugere a instalacdo de uma anemia pela inflamacao
Cujos mecanismos ainda carecem de maiores estu-
dos.

» Da mesma forma sugere-se a participacdo dos trom-
bdcitos no processo inflamatdrio pela trombocitopenia
observada.

* As andlises quantitativas dos eritrécitos e dos leuco-
citos nao refletiram alteracdes significativas frente ao
estimulo inflamatorio experimentalmente induzido e
carecem de mais estudos frente a outros protocolos
experimentais.
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