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Resumo

Estudo comparativo dos valores hematologicos da cascavel (Crotalus durissus terrificus) de vida livre
e de cativeiro. Com o objetivo de avaliar fatores intrinsecos ¢ extrinsecos que afetam o perfil hematoldgico de
serpentes de cascavel sob diferentes condigdes, seis serpentes foram divididas em dois grupos, um em condi¢des
de vida livre (Grupo S) e outro com animais de cativeiro (Grupo C). Determinou-se o valor médio da contagem
de eritrocitos, taxa de hemoglobina (VC), hematocrito, proteina plasmatica total (PPT), volume corpuscular
medio (VCM), concentracdo da hemoglobina corpuscular media (CHCM) e distribui¢@o percentual de leucdcitos.
Os leucdcitos foram identificados e caracterizados morfologicamente. No eritrograma, observou-se aumento
significativo no numero de eritrocitos no grupo S, ¢ aumento do VCM no grupo C. Em relag@o ao leucograma,
observou-se que os heterdfilos ¢ mondcitos azurofilos foram as células sanguineas de defesa organica mais
frequentes nos frotis sanguineos enquanto no grupo S observou-se diminui¢do do numero de leucdcitos totais,
refletindo menor niimero de monocitos azurofilos em relagdo ao grupo C. Estes resultados sugerem que, assim
como ocorre em Crotalus durissus terrificus, o processo de homeostase é produto direto das inter-relagdes
complexas e dindmicas entre hospedeiro e meio ambiente, quando este equilibrio ¢ alterado reflete diretamente
nos parametros hematologicos, como foi observado no presente estudo.
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Abstract

R. 1. A. Alves et al.

Comparative study of hematological parameters of wild and captive rattlesnakes (Crotalus durissus
terrificus). The aim of this study was to evaluate the intrinsic and extrinsic factors that affect the blood profile of
rattlesnakes living under different conditions. Six snakes were divided into two groups, wild animals (group S)
and captive animals (group C). The hematological parameters determined were erythrocyte count, hemoglobin
(Hb), hematocrit, total plasma protein (TPP), mean corpuscular volume (MCV), mean corpuscular hemoglobin
concentration (MCHC) and differential leukocyte count. The erythrogram showed a significantly higher number
of erythrocytes in group S and higher MCV in group C. In the leukogram, the more frequent cells in the blood
smears were the neutrophils and azurophils, and group S showed a decrease in total leukocytes, reflecting in a
lower azurophilic monocyte count compared to group C. The results show that, as in other species, the process of
homeostasis is a direct product of complex interrelationships and dynamics between the host and the environment,
and an imbalance, as well as other factors, influences the hemogram of snakes.

Key words: Azurophilic monocyte; Hematology; Homeostasis; Reptiles; Stress

Introduccion

El género Crotalus pertenece a la familia Viperidae
y abarca 28 especies de serpientes. Dentro de este
grupo, la especie Crotalus durissus (cascabel) tiene
una distribucion que abarca desde Méjico hasta el
norte de Argentina (CAMPBELL; LAMAR, 2004),
tiene destaque, pues habita areas agricolas y ciudades.
Consecuencia de la proximidad con estos centros y
sumado con la fragmentacion forestal, resultado del
crecimiento desordenado de las ciudades (BASTOS et
al., 2005), el numero de notificaciones de accidentes
ofidicos han venido aumentando con los afos. En Brasil,
esta especie es responsable por cerca de 9,2% del total
de las notificaciones, variando de acuerdo con la region
(ARAUIJO et al., 2003).

La liberacion por parte del gobierno brasilero
de criar algunas especies de serpientes venenosas en
cautiverio, ha despertado gran interés en la produccion
de suero antiofidico (IBAMA, 2008). Entre tanto, se
observa dificultades con el manejo de estos animales,
debido al alto costo en el mantenimiento relacionado a
la dieta, instalaciones, técnicos habilitados, tratamientos
con posibles enfermedades infecciosas y parasitarias
que se intensifican en condiciones de mal manejo. La
evaluacion hematologica es una herramienta importante
para analizar el estado de salud de los animales
y diagnosticar enfermedades, inclusive antes del
aparecimiento de los sintomas y es de gran relevancia
en el acompafiamiento de los tratamientos, ofreciendo
datos que posibilitan al médico veterinario evaluar la
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respuesta terapéutica (NAVES et al., 2006; MARTINEZ-
SILVESTRE et al., 2011).

La hematologia de animales salvajes, especialmente
los de la fauna brasilera, todavia es un campo de trabajo
cientifico poco explorado, siendo necesario estudios para
que se pueda llegar a un nivel adecuado de comprension
de sus particularidades (ALMEIDA et al., 2011). Con
base en estas informaciones el presente estudio, objetivd
analizar, funcional, morfoldgica y diferencialmente las
células del perfil hematologico de Crotalus durissus
terrificus, en diferentes condiciones ambientales y de
manejo.

Material y Métodos

En el presente estudio fueron utilizadas seis
serpientes de cascabel (Crotalus durissus terrificus)
(Todos los procedimentos realizados en el estudio,
siguieron las normas del comité de ética del Instituto y
de la Universidad UNESP/FCAYV rigurosamente).

Estas fueron divididas en dos grupos, con tres
animales cada grupo, grupo S (vida libre) y grupo
C (cautiverio). Fueron acondicionados en cajas de
plastico (65 c¢cm largo x 38 cm ancho x 21 cm alto);
como substrato se utilizé papel microondulado, estas
fueron mantenidas en una sala a temperatura ambiente
(25-30°C). La biometria fue realizada conforme Mitchell
(2009), con peso 1,10+0,30 kg y 100,00+10 cm de
longitud. El analisis fue realizado durante el periodo
de invierno.



Valores hematoldgicos de cascabel en diferentes ambientes

El grupo S fue constituido por serpientes de vida
libre, que fueron aprendidas y encaminadas al Centro
de Educacion Ambiental Mundo Animal — CEAMA,
proyecto conservacionista del “Instituto de Pesquisa
em Vida Selvagem e Meio Ambiente — [PEVS”,
localizado en la ciudad de Cornélio Procopio — Parana,
Brasil. Para la realizacion del estudio, los animales
fueron mantenidos en cajas plasticas, en los cuales
el grupo S presentaban sefiales de estrés evaluado
mediante observacion (agresividad alterada, agitacion
y alteraciones clinicas visibles). Las serpientes del
grupo C fueron constituidas por especies nacidas en
cautiverio del CEAMA. Estas fueron tratadas con
Ivermectina (Ivomec®), Levamizole (Ripercol®) y
Fipronil 10% (Frontline® Spray), segun Carpenter et al.
(2004), para el control de endoparasitos y ectoparasitos,
siendo utilizadas para fines de investigacion y educacion
ambiental. Estas serpientes presentaban agresividad
normal para la especie en condiciones de cautiverio.
El estado sanitario de los animales fue constatada al
examen fisico y fueron acondicionadas individualmente.
La alimentacion fue realizada cada 11 dias con dieta
compuesta de ratones, libre acceso al agua e iluminacion
natural, conforme a la rutina del serpentario.

Inmediatamente después de la llegada de los
animales del grupo S al CEAMA, fue realizado el
examen clinico y la colecta de las muestras de sangre
para ambos grupos. La sangre fue colectada a través de
la puncion de la vena coccigea ventral segiin Campbell
(2004) y Almosny y Monteiro (2007). Se colectaron
0,5 mL de sangre de cada animal utilizando aguja 20 x
5,5 y jeringa de 1 mL, almacenados en frasco plastico
de fondo conico, con heparina sodica 5.000 Ul/mL. El
recuento total de eritrocitos y leucocitos fue realizado
en una Unica fase, con uso de hemocitémetro (camara de
Neubauer). Se utilizaron 20 puL de sangre, adicionando 4
mL de solucion de Natt-Herrick, realizandose la lectura
en microscopio de luz en aumento de 400 veces. Los
globulos rojos fueron contados concomitantemente con
el recuento conjunto de los leucocitos y trombocitos.
Los valores obtenidos fueron multiplicados por el
factor de correccién. Una alicuota de sangre fue
destinada para calcular el porcentual de hematocrito
por la técnica de microhematocrito (GOLDENFARB
et al., 1971), la tasa de hemoglobina por el método de
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cianometahemoglobina (COLLIER, 1944). Con estos
resultados, fueron calculados los indices hematimétricos,
comprendidos por el Volumen Corpuscular Medio
(VCM) y Concentracion de Hemoglobina Corpuscular
Media (CHCM).

La cantidad de proteinas plasmaticas totales
fue realizada a través de colorimetria, por el método
Biureto con lectura en 545 nm. Para el recuento
diferencial de leucocitos, los extendidos sanguineos
fueron confeccionados en el momento de la colecta,
estos fueron fijados por dos minutos en metanol y
posterior coloreados con May-Grunwald-Giemsa
(TAVARES-DIAS; MORAES, 2007) y clasificados
morfoloégicamente segin Moura et al. (1999). En los
extendidos fueron verificados posibles alteraciones
morfologicas y presencia de hemoparasitos.

Los resultados fueron sometidos a analisis de

variancia por la prueba de F, a un nivel de significancia
de 5% (SNEDECOR; COCHRAN, 1974).

Resultados

En la Tabla 1 se presentan los valores medios
hematologicos, para los animales del grupo C y grupo
S. La evaluacién del eritrograma entre los grupos
presentd diferencia estadistica en relacion a los
eritrocitos y al VCM, de este analisis, se puede inferir
que los animales del grupo S presentan un cuadro de
policitémia, evidenciado aumento en el recuento de
eritrocitos totales y disminucién del VCM, los otros
parametros analizados no presentaron diferencia entre
los grupos. Los valores referentes a la concentracion de
proteina sérica total también no presentaron diferencias
estadisticas (Tabla 1).

Del analisis morfologico de los eritrocitos en los
frétis sanguineos, se puede observar que ambos grupos
presentaron modificaciones eritrocitarias, respecto al
tamafo se observd macrocitosis y anisocitosis, algunas
alteraciones fueron observadas como poiquildcitosis en
ambos grupos. Los animales del grupo S presentaron
eritrocitos inmaduros en la sangre periférica, estas
presentan morfologia irregular, con ntcleo grande
arredondeado y citoplasma basofilo.
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Al analisis microscopico de los frotis sanguineos
se observaron las siguientes células: trombocitos,
eritrocitos, heterofilos, monocitos azurofilos y linfocitos.
El nimero de trombocitos, heterofilos y linfocitos no
fueron influenciados por el tipo de manejo y ambiente
en que los animales fueron expuestos no difiriendo
estadisticamente. Entretanto el nimero de leucocitos
totales y de monocitos azuroéfilos del grupo C fue mayor
y estadisticamente diferente cuando fueron comparados
con el grupo S (Figura 1).

TABLA 1: Medias (desviacion estandar) del eritrograma y
de la proteina plasmatica total en serpientes de
cascabel de cautiverio y vida libre.

Parametros Grupos

Grupo C Grupo S

VC (%) 24 (0,82) 27,6 (7,3)
Hb (g/dL) 6,6 (0,62) 7,02 (1,93)
Ert (x10%/mm?) 119,3 (10,2) * 326,6 (87,3)
VCM (fL) 20,31 (2,4) * 10,47 (1,8)
CHCM (%) 27,76 (1,606) 25,32 (1,22)
PPT (g/dL) 4,6 (0,32) 4,13 (0,73)

* Medias (n=3) de los grupos C y S difieren por la prueba F
(p<0,05). Grupo C: cautiverio; Grupo S: vida libre. VC. Volumen
Corpuscular; Hb. Hemoglobina; VCM. Volumen Corpuscular
Medio. CHCM. Concentracion de Hemoglobina Corpuscular
Media; PPT. Proteina Plasmatica Total.

R. 1. A. Alves et al.

En las seis serpientes de cascabel, al analizar los
frétis sanguineos no fueron evidenciados hemoparasitos
o inclusiones citoplasmaticas. Esta observacion indico
que no hubo algin tipo de influencia en los valores de
los hemogramas analizados.

Discusién

El tipo de manejo, ambiente y las enfermedades,
de modo general, estan relacionados a las alteraciones
del hemograma en todas las especies animales, por
eso el cuadro hematoldgico de serpientes en diferentes
condiciones de ambiente viene siendo estudiado. En
este estudio se verificd que los valores encontrados para
el grupo C estan dentro de los valores de normalidad
encontrados en la literatura descrita para otros ofideos
(SALAKIJ etal.,2002; SILVA et al., 2009; MARTINEZ-
SILVESTRE et al., 2011).

En el eritrograma de los animales del grupo
S se observo aumento en la cantidad de eritrocitos
con consecuente disminucion del VCM, cuando fue
comparado con el grupo C. Esas variaciones en el cuadro
hematologico puede ser atribuida a las condiciones de
restriccion en las cuales estos animales se encontraban,

FIGURA 1: Efecto de los diferentes ambientes en serpientes de cascabel de cautiverio (Grupo C) y de vida libre (Grupo S) sobre el
leucograma. Los resultados estan expresados con la media + desviacion estandar (n=3); *Indica diferencia significativa
(p<0,05) por el test de Tukey a 5%. LT: leucocitos totales; Het: heterdfilos; Linf: Linfocitos; Mono: monocitos azurdfilos;

Tromb: trombocitos.
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ocasionando un cuadro de policitémia relativa decurrente
de la hemoconcentracidon causada por la deshidratacion,
evidenciada por el aumento de volumen globular y de la
hemoglobina, factores ligados a condiciones ambientales
y de manejo nutricional que son bien descritos en
la literatura como causadores de alteraciones en las
variables hematologicas en reptiles (SAINT GIRONS,
1970; MITCHELL, 2009). Esta gran diferencia de
eritrocitos entre los grupos no puede ser atribuido
apenas a un fenomeno, siendo que la restriccion fisica
al momento de realizar las colectas puede haber causado
una contraccion esplénica en los animales salvajes,
pues estos son menos adaptados a la manipulacion,
este cuadro fue observado en otras especies de reptiles
(ALMEIDA et al., 2011).

La posibilidad de deshidratacion es descartada
para los valores de la PPT, ya que ambos grupos
presentaron valores semejantes, siendo que en casos de
deshidratacion ocurre aumento en la cantidad de PPT
(MITCHELL, 2009), sin embargo y debido a la posible
restriccion alimentaria que las serpientes del grupo
S tienen la posibilidad de una hipoproteinémia que
podria enmascarar una deshidratacion. Las alteraciones
morfologicas de los eritrocitos presentados por todos
los animales analizados estan dentro de los valores de
normalidad (CAMPBELL, 2004; SILVA et al., 2009).
Frecuentemente en serpientes salvajes es descrita la
presencia de hemoparasitos (GREGO et al., 2006),
sin embargo ninguna de las serpientes de los grupos
experimentales presentd6 hemoparasitos en el frotis
sanguineo.

Con relacion al recuento de leucocitos identificados
en las serpientes de cascabel, son morfolégicamente
similares con lo descrito en la literatura para esta
especies similares (CAMPBELL, 2006; ALMOSNY;
MONTEIRO, 2007). En el recuento diferencial de
leucocitos, en los animales de cautiverio se puede
observar aumento en comparacion con animales
salvajes como los encontrados por Grego et al. (2006)
para la misma especie, a pesar de estos animales no
presentar ninguna sefial clinica, este aumento sugiere
una respuesta inflamatoria cronica de alguna enfermedad
asintomatica, evidenciado por el predominio de
monocitos azurofilos (48%), célula predominante en

113

los procesos inflamatorios cronicos en diversas especies
(MARTINEZ-SILVESTRE et al., 2011).

Existen controversias en la literatura en lo que
respecta al tipo de célula predominante en la sangre
de reptiles, algunos autores observan una proporcion
mayor de linfocitos en serpientes (GREGO et al., 20006;
MITCHELL, 2009), otros relatan mayor predominio
de heterofilos llegando a representar mas del 50% del
total de leucocitos (KIRCHGESSNER et al., 2009;
MITCHELL, 2009; MARTINEZ-SILVESTRE et al.,
2011). Estos ultimos corroboran con los resultados
encontrados en el presente trabajo para los animales
del grupo S, donde se verifico un porcentual de 61% de
heteroéfilos, siendo la principal funcidon de estas células
la fagocitosis. Este aumento significativo puede estar
asociado a enfermedades inflamatorias agudas como
una infeccion microbiana o una respuesta al estrés, que
ocasiona la liberacion excesiva de cortisol (BELO et
al., 2005; 2012).

Uno de los factores que puede haber contribuido
para el bajo namero de linfocitos, fue la época en que
se realizd el experimento, pues en el periodo de inverno
el recuento de linfocitos tiende a ser menor que en el
verano (JACOBSON, 1984). Otros factores atribuidos a
la linfopenia es la subnutricion y el estrés (CAMPBELL,
2004), condiciones en las cuales las serpientes salvajes
se encontraban cuando conducidas al CEAMA.

En las extensiones no fue observada la presencia de
eosinofilos y basofilos. Valores relativos de eosinofilos
varian entre 0 a 10% en serpientes (SALAKIJ et al.,
2002; MITCHELL, 2009), en reptiles sin sintomatologia
clinica el recuento de azurdfilos y basofilos puede ser
nulo (MARKS; CITINO, 1990; WRIGHT; SKEBA,
1992). La ausencia de estos tipos celulares puede ser
debido a la falta de estandarizacion en la identificacion
de las células y escasez de literatura en lo que respecta
a hematologia de reptiles, eso causa controversias
en la literatura cuando se refiere a clasificacion
morfologica de las células sanguineas. Los eosindfilos
son frecuentemente confundidos con heterofilos, ya que
ambos se tifien con eosina, sin embargo tengan otras
caracteristicas de identificacion (MITCHELL, 2009),
los azurofilos poseen caracteristicas citoquimicas y
ultraestruturales semejantes a los monocitos azurdfilos
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(MONTALL, 1988), cumpliendo estas células la misma
funcion (RASKIN, 2000). Varios autores consideran los
azuréfilos como monocitos azurofilos, sin diferenciar
este tipo celular (MONTALLI, 1988; CAMPBELL, 2006).
De esta forma se torna dificil evaluar las respuestas
celulares de los azurdfilos frente a enfermedades y/u
otras condiciones como las que serpientes de los dos
grupos experimentales fueron sometidas.

La informacion del presente trabajo dio apoyo a
las hipotesis formuladas, de que en reptiles, asi como en
mamiferos y otras especies, las variables hematologicas
son resultante directa de las interrelaciones complejas
y dindmicas entre el reptil y el medio ambiente
influenciando directamente con consecuente alteracion
en la homedstasis del animal. Se espera que estos
resultados sirvan de base para nuevos estudios sobre
valores hematologicos.
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