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RESUMO

A acromia cuténea é uma enfermidade pouco conhecida e sem diagndstico conclusivo
em cascavéis. O objetivo do presente estudo foi avaliar as alteragcBes cuténeas,
bioquimicas sanguineas e hematoldgicas em cascaveis (Crotalus durissus cascavella)
mantidas em cativeiro, na presenca e auséncia do agente da acromia. Para tanto, 7
animais controles mantidos isolados; 8 animais sem manchas mantidos na mesma sala
dos animais acromicos (assintométicos) e 9 animais acrémicos (sintomaticos) foram
analisados em marco e agosto de 2011. Os resultados mostraram que 0s animais
controles e assintomaticos ndo apresentaram manchas e que 0 grupo Sintomatico
manteve 0 nimero médio de lesdes (6,14 e 5,85) e percentual de area lesionada da pele
(0,55% e 0,54%) nas duas coletas. Além das lesdes acromicas e hipercrémicas ja
descritas, foram identificadas lesbes de ruptura e consumo da epiderme nos animais
com acromia. As dosagens de albumina, globulina, PPT, triglicerideo, célcio e &cido
arico mostraram reducao significativa nos animais do grupo sintomatico em relacdo aos
grupos assintomatico e/ou controle. A presenca de hemoparasitas (Hemogregarina sp.
e/ou Hepatozoon sp.) foi verificada nos grupos controle e sintomético. Todos os animais
apresentaram heterofilia, linfocitos e trombocitos ativados, pleomorfismo nuclear em
eritrocitos e infeccdo por fungos oportunistas, porém os animais do grupo sintomatico
apresentaram uma alteracdo mais acentuada, seguida do grupo assintomatico e do
controle. Os resultados sugerem que 0 estresse ao cativeiro causou aumento da
suceptibilidade a infecgdes no grupo controle, enquanto o agente do acromia induziu
imunosupressdo nos grupos assintomaticos e sintomaticos, levando a infecgdo
secundaria por fungos e uma resposta exacerbada e mais expressiva no grupo

sintomatico em relacdo aos demais grupos.

Palavras-chave: cascavel, células sanguineas,estresse , pele, fungos.



ABSTRACT

The cutanous achromia is a little known illness that has no conclusive diagnosis on
rattlesnakes. The objective of this study was to evaluate the skin, hematological and
biochemical alterations on rattlesnakes (Crotalus durissus cascavella) kept in captivity,
in the presence and absence of the achromia agent. To this end, 7 control animals were
kept isolated; 8 animals without lesions were kept in the same room with achromic
animals (asymptomatic) and 9 achromic (symptomatic) animals were analyzed in March
and August 2011. The results showed that the control and asymptomatic animals did not
show lesions and the symptomatic group maintained the average number of lesions
(6.14 and 5.85) and percentage of the injured area of the skin (0.55% and 0.54%) in
both collection. In addition to the achromic and hiperchromic lesions already described,
lesions of rupture and consumption of skin were identified in achromic animals.
Dosages of albumin, globulin, TPP, triglycerides, calcium and uric acid showed
significant reduction in the symptomatic group compared to the asymptomatic and/or
control groups. The presence of hemoparasites (Hemogregarina sp. and/or Hepatozoon
sp.) was detected in the control and symptomatic groups. All animals presented
heterophilia, lymphocytes and activated thrombocytes, nuclear pleomorphism in
erythrocytes and opportunistic fungi infection, however, the animals of the symptomatic
group showed a steeper alteration, followed by the asymptomatic and control groups.
The results suggest that the captivity stress caused increased susceptibility to infections
in the control group, while the achromia agent induced immunosuppression in the
symptomatic and asymptomatic groups, leading to secondary infection by opportunistic

fungi, and a more exacerbated and expressive reply in the other groups.

Keywords: rattlesnake, blood cells, stress, skin, fungi.
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INTRODUCAO

1.1. CARACTERISTICAS GERAIS DE SERPENTES

As serpentes sdo consideradas um dos animais mais temidos e rejeitados do
mundo, possivelmente por conta da auséncia de patas, da forma alongada do corpo, dos
ageis movimentos ondulatérios, do olhar fixo, das cores vivas e, definitivamente, da

capacidade de produzir e injetar uma peconha mortal (MELGAREJO, 2009).

As serpentes, comumente conhecidas como “cobras” s@0 encontradas em quase
todo mundo, ocupando praticamente todos os ambientes disponiveis, desde os terrestres,
subterrdneos e arbdreos, até as aguas continentais e oceanicas, diversificando-se
notavelmente para se adaptar a divergéncias tao dispares (MELGAREJO, 2009).

Esses animais apresentam algumas caracteristicas diagnosticas como 0 corpo
alongado, escamas epidérmicas cobrindo todo o corpo, auséncia de apéndices
locomotores e cintura escapular, perda da sinfise mandibular, fechamento lateral da
caixa craniana, perda de palpebras moveis, ouvido externo ausente e lingua extensivel e
bifida (ORR, 1986; POUGH, 2008; FRANCO, 2009).

No mundo estdo descritas, atualmente, 3.378 espécies de serpentes distribuidas
em 23 familias (UETZ & HOSEK, 2012). O Brasil possui uma riquissima fauna de
serpentes, responsavel por 10% do total das espécies, tendo representantes de 375
espécies distribuidas em nove familias, das quais apenas Colubridae, Elapidae e
Viperidae possuem animais com aparelhos produtores e inoculadores de peconha
(FRANCO, 2009; MELGAREJO, 2009; BERNILS, 2012).

A familia Viperidae divide-se em duas subfamilias: Viperinae, onde estdo
agrupadas as viboras verdadeiras, encontradas por todo Velho Mundo; e Crotalinae,
encontrada no continente americano e sul da Asia (STOCKER, 1990; POUGH, 2008).

As serpentes dessa familia sdo de médio ou grande porte (2 metros), sendo

facilmente identificadas pela cabega triangular e por possuirem denticdo solenoglifa. Tal
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aparelho inoculador é caracterizado por grandes presas inoculadoras, totalmente
canaliculadas, cobertas por uma membrana e que séo articuladas de modo a dobrarem-
se contra o palato quando a boca estd fechada (Figura 1) (POUGH, 2008;
MELGAREJO, 2009).

Figura 1: Denticdo solendglifa de cascavel (Fonte:
www.guiamedicodabahia.com.br).

As viperideas do Brasil pertencem a subfamilia Crotalinae e compreendem sete
géneros e 28 espécies representadas por serpentes chamadas popularmente de surucurus
(género Lachesis), jararacas (géneros Rhinocerophis, Bothrops, Bothropoides,
Bothrocophias e Bothriopsis) e cascaveis (género Crotatus) (BERNILS, 2012). Estas
podem ser facilmente identificadas pela denticdo solendglifa e presenca de um par de
orificios com funcao termorreceptora, localizados entre o olho e a narina, denominados
fossetas loreais (Figura 2) (FUNK, 2006; MELGAREJO, 2009).


http://www.guiamedicodabahia.com.br/
http://www.heritagewiki.org/images/b/b1/Snakefangs.jpg
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Figura 2: Detalhe da cabeca de uma cascavel evidenciando uma fosseta loreal entre o olho e
narina (Fonte: www.flickr.com).

Segundo registros fosseis, o género Crotalus tem origem norte-americana
(VANZOLINI & HEYER, 1985) e a sua migracdo para América do Sul parece ter
ocorrido no Plioceno, quando estes dois continentes encontravam-se interligados
(CAMPBELL & LAMAR, 1989).

Esse género é caracterizado por uma estrutura caudal conhecida como guizo ou
chocalho, cuja funcdo € advertir os potenciais predadores da sua posicdo. Este é
formado a partir de vestigios cornificados de pele na base da cauda que ndo se perdem
durante a troca de pele (ecdise), devido a presenca do estilo que consiste de uma peca
Unica formada pela fusdo das ultimas vértebras caudais. Assim, cada segmento corneo
formado representa uma porcdo remanescente da ecdise (MOSMANM, 2001;
MELGAREJO, 2009).

As serpentes do género Crotalus, chamadas popularmente de cascavéis, sdo
representadas na América do Sul apenas pela espécie Crotalus durissus, que €
subdividida em seis subespécies, das quais Crotalus durissus cascavella pode ser
encontrada, principalmente, nas areas secas da regido Nordeste (HOGE & ROMANO-
HOGE, 1978/79) e regides antropizadas do litoral de Pernambuco (RODOVALHO et
al., 2009).

As serpentes Crotalus durissus sdo terricolas; de habitos predominantemente
crepuscular e noturno; atingem um comprimento que ultrapassa 160 cm; alimentam-se

de lagartos, aves e, principalmente, de roedores que capturam através do bote predatdrio


http://www.flickr.com/
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com comprimento equivalente a um tergo do seu corpo e velocidade de 0,004 segundos
(COBORN, 1991). As cascavéis sdo viviparas e possuem uma media de 14 filhotes por
ninhada, os quais nascem com aproximadamente 30 centimetros de comprimento
(MELGAREJO, 2009). O corpo das cascavéis apresenta um colorido de fundo
castanho-claro, de tonalidades variaveis sobre o qual se destaca uma fileira de manchas
dorsais losangulares marrons, mais ou menos escuras, marginadas de branco ou amarelo
(MELGAREJO, 2009).

Sdo conhecidas cinco subespécies brasileiras de Crotalus durissus: Crotalus
durissus terrificus (LAURENTI, 1768), que se encontra no Sul e se estende pelo oeste,
até algumas areas abertas do Mato Grosso, Ronddnia, Amazonas e Pard; Crotalus
durissus collilineatus (AMARAL, 1926), distribuida em areas abertas dos estados de
Sdo Paulo, Mato Grosso, Mina Gerais, Distrito Federal e Goias; Crotalus durissus
ruruima (HOGE, 1965), presente nas savanas de Roraima; Crotalus durissus
marajoensis (HOGE, 1966), descrita em areas abertas da Ilha de Marajo e Crotalus
durissus cascavella (WAGLER,1824), uma subespécie predominante do Nordeste e em
regibes antropizadas do litoral de Pernambuco e da Bahia (AQUINO, 1999; SILVA,
2000; PINHO, 2002; RODOVALHO et al., 2009; LIRA-DA-SILVA et al., 2009;
MARQUES & SAZIMA, 2009; MELGAREJO, 2009) (Figura 3).
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Figura 3: Distribuicdo geografica dos registros da espécie C. durissus
cascavella na regido Nordeste do Brasil (Fonte: LIRA-DA-SILVA et
al., 2009).

Os viperideos representam o mais importante grupo de serpentes para a saude
publica brasileira, ndo somente pela sua alta magnitude, mas também pela gravidade e
sequelas marcantes dos acidentes registrados no pais (MELGAREJO, 2009; BRASIL,
2010).

Os envenenamentos por serpentes do género Crotalus sdo responsaveis por 9%
dos acidentes causados por serpentes peconhentas no Brasil, no entanto, essa propor¢do
varia de maneira importante de acordo com a regido, representando 12% e 18% dos
acidentes ofidicos em todo o Nordeste (OLIVEIRA et al., 2009) e em Pernambuco
(AQUINO, 1999, respectivamente.

Apesar das cascavéis ndo serem as serpentes que causam o maior nimero de
envenenamentos, sdo as que causam acidentes mais graves, sendo responsaveis pela
maior letalidade registrada no Brasil no ano de 2009 (1,25%), em decorréncia de
acidentes com serpentes peconhentas (BRASIL, 2010). Tal fato da-se por esses animais

possuirem uma pegonha com agdo miotoxica, neurotoxica e coagulante, possuindo uma



17

letalidade seis vezes maior do que a peconha das jararacas, a principal serpente
causadora de acidentes ofidicos no Brasil (OLIVEIRA, 1999; BRASIL, 2010).

1.2.BIOLOGIA DE SERPENTES

Segundo Withers (1992), um animal ectotérmico é aquele em que o equilibrio
térmico ocorre com predominio das fontes externas de calor e producdo metabdlica de
calor insignificante. As serpentes sdo animais ectotérmicos e controlam a propria
temperatura utilizando, principalmente, o comportamento (SANDRIN et al., 2005).
Diversas atividades biologicas como locomocdo, digestdo, producdo de
espermatozoides e ovos, e desenvolvimento de embrides processam-se mais
eficazmente em temperaturas mais elevadas do que as usadas habitualmente pelas
serpentes, fazendo com que esses animais procurem lugares mais aquecidos para melhor
funcionalidade dessas atividades (MELGAREJO, 2009).

Algumas das caracteristicas mais interessantes das serpentes estdo relacionadas
com o0s 0rgdos sensoriais. A visdo apresenta diversos graus de desenvolvimento nos
diferentes grupos, mas em geral a acomodacéo visual é ineficiente, sendo consideradas
miopes, estando este sentido mais vinculado a deteccdo de movimentos do que de
formas (MELGAREJO, 2009).

A audicdo é praticamente inexistente devido a falta de ouvido externo e medio,
no entanto, devido a presenca do ouvido interno, sdo capazes de perceber sons dentro de
uma faixa limitada de baixa frequéncia (100 a 700 Hz) e de sentir vibracGes do substrato
através da conexao mandibula-osso quadrado-columela-ouvido interno (HICKMAN,
2001).

No entanto, para a maioria das serpentes € a sensa¢do quimica e ndo a visdo ou
audicdo que é empregada para cacar suas presas. Além da usual area olfativa nas narinas
(que ndo € bem desenvolvida), os ofidios possuem dois orificios na regido do palato
chamados 6rgdo de Jacobson, principal responsavel pelo eficiente olfato desses animais.
A lingua bifida é responsavel pela captacdo de particulas do ar e transporte dessas até o
6rgdo de Jacobson, onde a informacdo é entdo transmitida para o cérebro e os aromas
sdo identificados (HICKMAN, 2001; MELGAREJO, 2009).
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A termorrecepcdo é uma adaptacdo presente nos viperideos e boideos, o que
permite uma maior facilidade na deteccdo, aproximacao e captura das presas emissoras
de radiacdo infravermelha. Nos viperideos da subfamilia Crotalinae 0s Orgaos
responsaveis pela termorrecepcdo sdo as fossetas loreais, definidas como estruturas
localizadas entre os olhos e as narinas, bilateralmente, capazes de distinguir diferencas
de temperatura de apenas 0,003°C (HICKMAN, 2001; MELGAREJO, 2009).

A organizacgdo interna de uma serpente, apesar do alongamento impressionante
do corpo, detém um padrdo semelhante ao dos demais répteis, com algumas
modifica¢bes consideraveis (MELGAREJO, 2009). A familiaridade com anatomia
desses animais € um pré-requisito para entender a fisiologia, bem como 0s processos
patoldgicos (PARE et al., 2006).

As serpentes sdo animais exclusivamente carnivoros que ingerem suas presas
inteiras (FRANCO, 2009; MARQUES, 2009). O sistema gastrointestinal é formado por
um ducto linear entre a cavidade oral e a cloaca. O tubo digestivo caracteriza-se por sua
capacidade de distensdo, que € muito grande no es6fago e estdbmago, e pela simplicidade
do intestino, por ser curto e relativamente desenrolado. O figado € bem desenvolvido e
alongado, com a vesicula biliar separada, disposta em posi¢do posterior, junto ao
pancreas e 0 baco, que s@o estruturas pequenas e a cloaca recebe os produtos do trato
urinario, digestivo e sistemas reprodutivos (DIAZ-FIGUEROA, 2006; FUNK, 2006;
MELGAREJO, 2009).

A glote das serpentes esta situada rostralmente na cavidade oral, podendo ser
deslocada lateralmente para facilitar a respiracdo durante a degluticdo de grandes presas
(DIAZ-FIGUEROA, 2006; FUNK, 2006; MURRAY, 2006). O pulmao direito sofre
hipertrofia, estendendo-se pelos dois tergcos iniciais do corpo, como um grande
reservatorio de ar, enquanto o esquerdo ndo existe na maioria das espécies, sendo
praticamente atrofiado quando presente (MELGAREJO, 2009). A parte anterior do
pulmdo € vascularizada, efetuando trocas gasosas, enquanto a porcdo posterior do
pulmdo é avascular e funciona principalmente como um saco de ar (FUNK, 2006;
MURRAY, 2006).

A traquéia é formada por aneis cartilaginosos incompletos que, conforme se
estendem caudalmente, se abrem no interior do pulm&o, sendo essa porcdo inicial
denominada de pulméo traqueal. Alguns autores sugerem que essa estrutura permite a

troca gasosa mesmo com o restante do pulmd@o comprimido por uma presa grande
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(FUNK, 2006; MURRAY, 2006). O intercambio gasoso realiza-se principalmente por
meio do pulméo traqueal e pela por¢do anterior do pulméo funcional (MELGAREJO,
2009).

O coracdo das serpentes é dividido em trés camaras, sendo dois atrios
completamente separados entre si por um septo e um ventriculo parcialmente dividido
em trés camaras (cava pulmonale, arteriosum e venosum) (KIK & MITCHELL, 2005;
FUNK, 2006; MURRAY, 2006; PARE et al., 2006). O sangue oxigenado advindo do
pulméo retorna ao atrio esquerdo pelas veias pulmonares, enquanto 0 sangue venoso
retorna ao atrio direito (MURRAY, 2006).

Embora exista comunicacdo entre os ventriculos, funcionalmente ocorre uma
separacao entre o sangue oxigenado e ndo oxigenado em serpentes (FUNK, 2006). No
entanto, em situacOes extremas, ocorrem desvios através do canal inter-ventricular
(desvio esquerda-direita), misturando parcialmente o sangue venoso com o arterial
(JACOBSON, 1984; MURRAY, 2006).

Assim como a maioria dos vertebrados inferiores, as serpentes possuem um
sistema porta-renal, onde parte do sangue proveniente das por¢des caudais do corpo é
desviado para os rins antes de ganhar a circulacéo central em sentido do coragdo (ORR,
1986; GOULART, 2004; KIK & MITCHELL, 2005). Durante periodos de desidratacéo,
0 sistema porta-renal funciona para fornecer o sangue aos rins, impedindo uma necrose
isquémica (KIK & MITCHELL, 2005; HOLZ, 2006).

Os rins, supra-renais, testiculos e ovarios sdo Orgdos alongados com uma
disposicdo assimeétrica, estando os do lado direito disposto cranialmente ao do lado
esquerdo (HOLZ, 2006; MELGAREJO, 2009). O cortex renal contém apenas néfrons
simples (néfrons corticais) que tém um sistema tubular desprovido de alca nefridica,
fazendo com que as serpentes sejam incapazes de concentrar a sua urina, portanto, para
conservar a agua, repteis terrestres produzem residuos nitrogenados mais insollveis sob
a forma de acido urico e sais de urato, que sdo eliminados em um estado semi-sélido
(CAMPBELL, 2006). O sistema excretor ndo possui bexiga, e as excretas sao
transportadas do ureter para a cloaca, que se abre ao exterior numa fenda anal
transversal (JACOBSON, 2007; MELGAREJO, 2009).

Os o6rgdos copuladores dos machos, denominados hemipénis, sdo estruturas

pares e esponjosas, que apresentam espinhos e encontram-se invaginados na cauda.
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Durante a cépula, o hemipénis é evertido, inflado com sangue e introduzido na cloaca
da fémea (MELGAREJO, 2009; MARQUES & SAZIMA, 2009).

As serpentes possuem cranio extremamente cinético, contendo oito ligacGes
pareadas, com articulacdes entre estas, fazendo com que cada lado da cabeca atue
independentemente. Além disso, possuem as articulagdes da mandibula que se unem
com o cranio pelos 0ssos moveis quadrado e supratemporal e ligam-se entre si apenas
por um ligamento elastico. Tudo isso resulta em um grau consideravel de movimento
tridimensional no créanio de uma serpente (POUGH, 2008; MELGAREJO, 2009).

A pele ofidica é considerada o maior 6rgdo do corpo e, apesar de formada por
escamas, apresenta uma flexibilidade conferida pela zona de articulagdo ou dobradica
situada entre as escamas. A pele é frequentemente mais permeavel na regido dorsal do
que na ventral e a € composta de duas camadas principais: a epiderme superficial, de
origem ectodérmica, e a derme mais profunda, de origem mesodérmica (ACKERMAN
et al., 1982; VENENONEMIA, 2005; JACOBSON, 2007).

A epiderme é particularmente complexa, pois além de diferenciar-se em
escamas, apresenta-se estruturalmente estratificada, sendo periodicamente regenerada e
trocada através da ecdise, permitindo o crescimento corpéreo da serpente e a
manutencdo da sua integridade tegumentar. No processo de ecdise ocorrem divisdes
mitoticas das células do estrato germinativo da camada epidérmica, resultando em uma
camada de epiderme que substitui a camada exterior (ACKERMAN et al.; 1982;
COOPER, 2006; JACOBSON, 2007).

A pele é trocada com certa periodicidade e, geralmente, se desprende numa peca
Unica, comecando pela borda dos labios. Alguns dias antes da muda, as serpentes ficam
com a pele leitosa pela interposicdo de liquido entre a velha e a nova camada
epidérmica, e diminuem bastante a atividade, recolhendo-se a cantos tranquilos. Logo
depois da troca da pele, as serpentes ficam novamente muito ativas, com um aspecto
renovado e cores mais vivas (MELGAREJO, 2009).

A aparéncia e a condicdo da pele de um organismo vivo sdo indicadores precisos
do bem-estar geral das serpente, sendo o padrdo de ecdise um guia atil para avaliar a
salde das mesmas (COOPER, 2006; FITZGERALD & VERA, 2006; JACOBSON,
2007).

A dificuldade em realizar a ecdise ¢ denominada disecdise, podendo estar

relacionada a fatores como temperatura, umidade, fotoperiodo, nutricdo, hidratag&o,
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idade, sexo, infeccdo (bacteriana, viral, fangica), parasitismo, trauma, regulacéo
hormonal e estresse (FUNK, 2006; FITZGERALD & VERA, 2006; COOPER, 2006;
FUNK, 2006).

A pele das serpentes pode ser o mais versatil de todos os érgdos. Dentre as suas
muitas fungdes, incluem apoio e protecdo das estruturas internas; estabelecimento de
uma barreira preventiva de doencas infecciosas por patdgenos invasores; um papel em
processos fisioldégicos, como a regulacdo do calor e da respiracdo, retardo da
dessecacdo e ainda permitir a expansdo e acomodacdo para o crescimento do animal
(COOPER, 2006; FITZGERALD & VERA, 2006; JACOBSON, 2007).

Apesar do revestimento cutdneo atuar como barreira protetora, este ndo é
completamente imune ao ataque de agentes patdgenos, os quais podem ser distribuidos
em trés categorias: (1) os que facilitam a acdo de microrganismos, sua expansdo e
multiplicacdo; (2) os que contribuem para superar as defesas do organismo; (3) e 0s que
provocam a a¢do lesiva quando o microrganismo ja esté instalado (FILHO et al., 1994).

1.3 ACROMIA CUTANEA

A manutencdo de cascavéis em serpentarios visa a obtencdo de peconhas e
toxinas utilizadas para a pesquisa basica, para uso em estudos visando a melhoria do
tratamento as vitimas de envenenamento crotdlico (AZOFEIFA-CORDERO et al.,
2008; DAL BELO et al., 2008; BEGHINI et al., 2008; DOS-SANTOS et al., 2011;
NUDEL et al., 2012;), bem como em pesquisas com aplicacdo biotecnologica para
obtencdo de novas drogas (KONNO et al., 2008).

Apesar do grande periodo de experiéncia na criacdo e manutencdo de serpentes
em cativeiro, existem inameras dificuldades em relacdo ao diagnostico precoce,
prevencdo e controle de doencas infecciosas (KOLESNIKOVAS, 1997 apud RAMEH-
DE-ALBUQUERQUE, 2007).

As serpentes sdo animais susceptiveis a diversas patologias, desde parasitarias,

bacterianas, fangicas até virais, que podem provocar problemas clinicos locais ou
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mesmo enfermidades sistémicas, necessitando de diagndstico e tratamento eficazes.
(BARNARD, 1996; KAPLAN, 2003). Estas, quando mantidas em cativeiro, tornam-se
mais vulneraveis a acdo desses patdgenos, Vvisto que as mesmas sdo submetidas a
diferentes condigdes ambientais e, consequentemente, a depressdo do sistema imune
(ACKERMAN, 2003; JACOBSON, 2004, GOULART, 2004) que pode levar a
morbidade dos animais e afetar a producdo de peconha (WELLEHAN & JONHSON,
2005).

Durante 0 ano de 2003, sete cascavéis da subespécie Crotalus durissus
cascavella mantidas no serpentario da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE)
apresentaram lesdes acrémicas (manchas brancas) na pele, distribuidas em todo o corpo,
em diferentes estagios de desenvolvimento, iniciando-Se na regido entre escamas e
espalhando-se para as demais (ARAUJO, 2003). A regido entre escamas, também
denominada de dobradica, € mais susceptivel aos parasitas devido a uma redugdo na
espessura das camadas de queratina no momento de sua flexdo, o que pode facilitar a
instalacdo de doencas cutaneas (CHEATWOOD, 2000).

As analises em busca da determinacdo do agente etioldgico desta doenca
descartaram as hipGteses de contaminacdo por fungos e bactérias (ARAUJO, 2003).
Histopatologicamente, observou-se que as escamas estavam acometidas por um
disturbio pigmentar caracterizado pela destruicdo nuclear progressiva dos melandcitos
epidérmicos e dérmicos com consequente diminuicdo ou auséncia da producdo de
melanina, bem como o desaparecimento gradual da camada de cromatoforos e a
presenca de corplsculos de inclusdo intranucleares semelhantes a colbnias virais
(ARAUJO, 2003; 2006).

No periodo de 2003 a 2009, 25 cascaveéis apresentaram acromia cutanea, das
quais 40% foram a Obito. A causa da morte ndo pode ser esclarecida por necropsia, uma
vez que os 6bitos foram constatados quando os animais ja estavam em avancado estado
de degeneracdo dos tecidos (GUARNIERI, 2012).

Patologias envolvendo os melandcitos sdo conhecidas em peixes, répteis, aves e
mamiferos. A despigmentacdo na pele de animais por auséncia de melanina ocorre
devido a perda regional dos melandcitos nas seguintes patologias: 1) piebaldismo ou
vitiligo, provavelmente, devido a uma alteracdo auto-imune (CORNSNAKE, 2005); 2)

albinismo, amelanismo e hipomelanismo devido a mutagdes genéticas que levam a
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hipopigmentacdo em homozigotos (IHLE et al., 2000); 3) melanosarcoma devido a
propriedade metastatica das células pigmentares (FRYE et al., 1975; JACOBSON et al.,
1989), 4) infeccdo por poxvirus (STAUBER & GOGOLEWSKI, 1990; FRANCISCO,
1997; HUCHZERMEYER, 2002; GAL et al., 2003; GAL et al., 2005) e 5) infecgdo por
herpesvirus (MICHEL et al, 2010). Os diagnosticos de vitiligo, albinismo e
melanosarcoma para a acromia observada nas cascavéis mantidas na UFPE foram
descartados pelo fato dos mesmos ndo serem contagiosos, e porque as células
acometidas por estas patologias ndo apresentam corpusculos de inclusdo intranucleares
como observado na pele acrdmica dos animais da UFPE. As andlises em busca da
determinacdo do agente etiolégico desta doenca sugerem infeccdo de origem viral, por
herpesvirus e/ou poxvirus, devido a presenca de corpusculos de inclusdo intranucleares
semelhantes a coldnias virais (ARAUJO, 2006).

1.4. BIOQUIMICA SANGUINEA

Os exames hematologicos, tanto celulares quanto bioquimicos, sao
extremamente importantes para conhecer as alteracGes patologicas dos animais, uma
vez que as células sanguineas sdo alteradas qualitativa ou quantitativamente devido a
anemias, doencas inflamatorias, parasitemias, desordens hematopoiéticas e alteracGes
hemostaticas (CAMPBELL, 2006). Esses exames tém um papel relevante no
diagnostico diferencial e monitoramento de doencas em mamiferos e aves, situacdo que
estd se reproduzindo, pelos mesmos motivos, em outros vertebrados (HAWKEY et al,
1989).

Diante de uma infec¢do, as células sanguineas constituem o principal sistema de
defesa do organismo, pois participam tanto do sistema de defesa inato quanto do sistema
imune adaptativo (GOULART, 2004). As células comumente encontradas no sangue de
serpentes sdo eritrocitos, trombaocitos e leucocitos. Atualmente, leucdcitos no sangue
periférico de serpentes sdo geralmente descritos como azuréfilos, heteroéfilos, linfécitos,
basofilos, mondcitos e eosindfilos (DOTSON et al., 1995; BOUNOUS et al., 1996).

Viroses e outras doengas infecciosas podem causar anemias ndo regenerativas e



24

leucopenias. Uma acentuada heteropenia sem a presenca de bactérias fagocitadas e
aumento de linfécitos sugerem infecgdo viral severa (GOULART, 2004; GREGO et al.,
2006).

Fatores como espécie, sexo, idade, estado nutricional, estagdo do ano e estado
fisiolégico influénciam na bioguimica do sangue dos répteis, fazendo com que a
interpretacdo dos resultados seja um desafio (ALMOSNY & MONTEIRO, 2006;
CAMPBELL, 2006).

As analises bioquimicas fornecem informagdes importantes em relagdo ao estado
clinico e metabdlico do individuo; servem como indicador no metabolismo energético,
mineral e protéico; e oferecem subsidios na interpretacdo do funcionamento hepatico,
pancreatico, renal, muscular e 6sseo; podendo ser utilizados no auxilio do diagnostico,
no acompanhamento clinico e no prognostico de diversas moléstias que acometem 0s
animais (GONZALEZ & SILVA, 2006; SILVA, 2010).

A bioquimica clinica de répteis ainda ndo alcancou o estagio verificado na
medicina de animais domésticos, pois ainda ha poucas pesquisas controladas a respeito
do significado das alteracdes verificadas neste grupo, carecendo de dados disponiveis na
literatura (CAMPBELL, 2006; SILVA, 2010).

Os testes sanguineos mais utilizados para répteis sdo proteina total, albumina,
glicose, acido urico, aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT)
creatina quinase (CK), calcio, fésforo, creatinina, lactato desidrogenase (LDH), sddio,
potassio, cloro e eletroforese de proteinas (CAMPBELL, 1996; ALMOSNY &
MONTEIRO, 2006; CAMPBELL, 2006).

1.4.1. Creatinoquinase (CK)

A enzima creatinogquinase (CK) catalisa a fosforilacdo reversivel da creatina pela
adenosina trifosfato (ATP) com a formacdo de creatina fosfato, estando, dessa forma,
associada com a geracdo de ATP nos sistemas contrateis ou de transporte (MOTTA,
2003; HOFFMANN & SOLTER, 2008).

A creatinoquinase, com suas trés isoenzimas CK-MM (musculo esquelético), CK-

MB (miocéardio) e CK- BB (cérebro), é encontrada no masculo esquelético, miocardio,
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cérebro e mdasculo liso (MOTTA, 2003; CAMPBELL, 2006; HOFFMANN &
SOLTER, 2008).

Esta € uma enzima bastante especifica para a avaliacdo de danos musculares em
mamiferos, aves e répteis. Normalmente, a elevacdo da concentragdo plasmatica de CK
reflete lesdo muscular e pode ocorrer apds injecbes intramusculares e infeccbes
sisttmicas que afetam os musculos esquelético ou cardiaco (CAMPBELL, 2004;
ALMOSNY & MONTEIRO, 2006; CAMPBELL, 2006). ElevacGes na atividade dessa
enzima sdo frequentemente observadas em animais que lutam e fazem esfor¢o na hora
da contencdo e coleta de sangue (CAMPBELL, 2004, 2006; ALMOSNY &
MONTEIRO, 2006).

A lesdo muscular também resulta em aumento leve a moderado da atividade
plasmatica de aspartato aminotransferase (AST) e de lactato desidrogenase (LD). No
entanto, estas enzimas ndo sdo Orgao-especificas para o musculo, podendo aumentar em
doencas hepatobiliares. Dessa forma, quando a atividade plasmatica de CK nédo é
aumentada em face da atividade plasmatica aumentada de AST e LD, deve-se suspeitar
de doenca hepatobiliar. Danos no figado e musculo esquelético podem ocorrer
simultaneamente, tal como ocorre com trauma e septicemia, o que resulta em elevagdes
plasmaticas de CK, AST e LD (CAMPBELL, 1996, 2004, 2006)

Ao avaliar o plasma de cascaveis clinicamente saudaveis, Rameh-De-
Albuquerque (2007) obteve, para a creatinoquinase, variacdes de 46,6 a 182 U/L para

Crotalus durissus collilineatus e de 42,3 a 139,5 U/L para Crotalus durissus terrificus.

1.4.2. Aspartato aminotransferase (AST)

A enzima aspartato aminotransferase, anteriormente conhecida como
transaminase glutdmico oxalacético (TGO), € uma aminotransferase que tem por funcédo
catalisar a transferéncia de grupos amino durante a conversdo de aminoacidos & a-oxo-
acidos, mais especificamente de L-aspartato e 2-oxoglutarato em oxalacetato e
glutamato (HOFFMANN & SOLTER, 2008; LOPES et al., 2007) .

A atividade plasmatica de AST ndo é drgao-especifica, visto que tal enzima esta

presente em varios tecidos, principalmente no figado e no musculo, estando seu
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aumento sérico relacionado as lesdes hepéticas, musculares e no miocardio. Entretanto,
durante doencas generalizadas, tais como septicemias ou toxemias, a elevagdo da
atividade plasmaética dessa transaminase pode estar associada com necrose de células de
diferentes tecidos (CAMPBELL, 2006; HOFFMANN & SOLTER, 2008; ALMOSNY
& MONTEIRO, 2006). Segundo Silvestre (2003), os niveis de AST aumentam no
sangue na vigéncia de processos infecciosos.

Tendo em vista que o aumento da atividade sérica de AST ndo pode ser
diferenciada entre lesdo hepatica ou muscular, esta deve ser mensurada juntamente com
uma enzima musculo-especifica, como a creatinoquinase (CK), para que seja possivel
diferenciar dano hepéatico ou muscular ( HOFFMANN & SOLTER, 2008, SCHMIDT et
al., 2007).

Utilizando-se animais clinicamente saudaveis, Silva e colaboradores (2010), ao
avaliarem o plasma de Crotalus durissus, obtiveram média de AST de 22,25 + 11,4 U/L
enquanto Kolesnikovas et al. (2001) observaram valores de 9,73 U/L para mesma
espécie. Rameh-De-Albuquerque (2007) obteve variagdes de 3,79 a 10,1 U/L para
Crotalus durissus collilineatus e de 4,04 a 7,72 U/L para Crotalus durissus terrificus,
enquanto Troiano et al (2001) encontraram valores de 20,00 U/L (7,6 ) para Crotalus

durissus terrificus.

1.4.3. Alanina aminotransferase (ALT)

Alanina aminotransferase (ALT), antigamente conhecida como transaminase
glutdmico piruvato (TGP), é uma aminotransferase que catalisa a transaminacéo de L-
alanina e 2-oxoglutarato a piruvato e L-glutamato (HOFFMANN & SOLTER, 2008;
LOPES et al, 2007) .

A atividade sérica de ALT é elevada no figado dos répteis, no entanto, esta ndo é
considerada um indicador sensivel no diagnostico da doenca hepéatica, uma vez que
varias espécies de animais ndo tém um nivel significativo de atividade da ALT no tecido
hepatico (CAMPBELL, 1996, 2006; ALMOSNY & MONTEIRO, 2006).

Por outro lado, o rim dos répteis tem alta atividade de ALT e fosfatase alcalina

(FA). Entretanto, o aumento significativo na atividade plasmatica dessas enzimas nao
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ocorre com doenca renal, pois a maior parte da enzima libertada a partir de células
renais danificadas é excretada na urina, e ndo no plasma (CAMPBELL, 2006).

Silva e colaboradores (2010), ao avaliarem o plasma de Crotalus durissus,
obtiveram media de ALT de 7,11 = 5,4 U/L, enquanto Kolesnikovas et al. (2001)
observaram valores de 11,32 U/L para mesma espécie. Rameh-De-Albuquerque (2007)
obteve variacdes de 3,2 a 8,1 U/L para Crotalus durissus collilineatus e de 3,1 a 5,37
U/L para Crotalus durissus terrificus, enquanto Troiano et al (2001) encontraram
valores de 13,00 £ 4,1 U/L para Crotalus durissus terrificus.

1.4.4. Fosfatase alcalina (FA)

A fosfatase alcalina € uma enzima que tem capacidade de hidrolisar uma
variedade de monofosfatos ou pirofosfatos em pH alcalino, bem como a um pH
fisiologico, embora em menor taxa (HOFFMANN & SOLTER, 2008).

A fosfatase alcalina esta amplamente distribuida em varios tecidos do corpo dos
répteis e apesar de possuir uma elevada atividade nos rins, esta enzima ndao &€ um
indicador sérico confiavel de doenca renal nestes animais por ser excretada na urina
(CAMPBELL, 1996, 2004, 2006; ALMOSNY & MONTEIRO, 2006).

Existem poucas informacdes sobre a interpretacdo do aumento da atividade
sérica da fosfatase alcalina em répteis, no entanto, sabe-se que essas elevacdes podem
refletir atividade osteoblastica ou doenca hepatobiliar em algumas espécies e, também,
que animais mais jovens podem apresentar valores mais elevados que os adultos
(CAMPBELL, 1996, 2006; ALMOSNY & MONTEIRO, 2006). Durante um processo
infeccioso, a fosfatase alcalina também pode estar aumentada (SILVESTRE, 2003).

Silva e colaboradores (2010), ao avaliarem a atividade plasmaética de FA de
Crotalus durissus, obtiveram média de 31,04 £ 12,4 U/L, enquanto Kolesnikovas et al.
(2001) obtiveram uma variacdo de 11,34 a 195,42 U/L sob avaliacdo da mesma espécie.
Rameh-De-Albuquerque (2007) observou uma média de 31,9 U/L para Crotalus
durissus collilineatus e de 34,9 U/L para Crotalus durissus terrificus, enquanto Troiano

et al (2001) encontraram valores de 17,1 £2,7 U/L para Crotalus durissus terrificus.
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1.4.5. Glicose

A glicose é um dos principais combustiveis utilizados pelo organismo para a
realizacdo dos trabalhos biolégicos (GONZALEZ & SILVA, 2006).

A concentracdo sanguinea de glicose em répteis varia de acordo com a espécie
animal, o estado nutricional e as condi¢cbes ambientais, podendo ainda apresentar
variacdo sazonal em algumas espécies. A concentracdo normal de glicose no sangue dos
répteis varia entre 60 e 100 mg/dL (CAMPBELL,1996, 2006; ALMOSNY &
MONTEIRO, 2006).

As causas mais comuns de hipoglicemia em répteis incluem falta de alimentacéo
e desnutricdo, dietas altamente protéicas, hepatopatia severa, septicemia,
endocrinopatias e glicosuria (CAMPBELL, 1996, 2006; ALMOSNY & MONTEIRO,
2006).

A hiperglicemia em répteis, raramente documentada, é, geralmente, iatrogénica
por administracdo excessiva de glicose ou ainda de glicocorticoides. O diabetes mellitus
também € descrito nestes animais que, quando acometidos, fazem hiperglicemia e
glicostria (CAMPBELL, 1996; ALMOSNY & MONTEIRO, 2006).

Valores da glicose sérica para Crotalus durissus foram observados por Troiano
et al. (2001) identificando uma média de 23,96 mg/dL, e por Rameh-De-Albuquerque
(2007), com variagdes de 18,6 a 31,9 mg/dL para C. d. collilineatus e de 15,5 a 24,6
mg/dL para C. d. terrificus.

1.4.6. Creatinina

A creatinina é uma molécula produzida pela degradacdo da creatina e da creatino
fosfato. A excrecdo da creatinina sé € realizada por via renal, refletindo a taxa de
filtracdo, de forma que niveis altos de creatinina indicam uma deficiéncia na
funcionalidade desse 6rgdo (BRAUN & LEFEBVRE, 2008; GONZALEZ & SILVA,
2006).
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Os valores de creatinina em répteis podem se elevar em casos de desidratacéo
severa e doenca renal. Todavia, o nivel sérico encontrado, geralmente, é muito baixo
(<Img/dL), sendo considerado um pobre indicador de doengas renais (CAMPBELL,
1996, 2006; ALMOSNY & MONTEIRO, 2006).

Valores de creatinina encontrados na literatura para Crotalus durissus foram
observados por Silva et al. (2010) (0,52 mg/dL) e por Kolesnikovas et al. (2001) (1,04
mg/dL). Segundo Rameh-De-Albuquerque (2007), foram observados variagdes de 0,7 a
0,94 mg/dL para C. d. collilineatus e de 0,73 a 1,6 mg/dL para C. d.terrificus. Troiano
et al (2001) também relatou valores de 0,75 + 0,24 mmol/L para Crotalus durissus

terrificus.

1.4.7. Acido Urico

O acido urico é o produto primério final do catabolismo de proteinas, nitrogénio
ndo protéico e purinas em repteis terrestres e representa 80 a 90% do nitrogénio total
excretado pelos rins (CAMPBELL, 1996, 2004, 2006).

A concentracdo normal sanguinea de acido urico para a maioria repteis é inferior
a 10 mg/dL, podendo sofrer influéncia da dieta, especialmente aquelas ricas em
proteinas e ureia. Os carnivoros tendem a apresentar niveis séricos mais elevados de
acido urico do que os herbivoros (CAMPBELL, 1996; 2006). Em répteis carnivoros
esta concentracdo se eleva até duas vezes no periodo pés-prandial (ALMOSNY &
MONTEIRO, 2006).

A hiperuricemia pode estar associada com doencas renais severas, tais como
aquelas causadas por bacteremia, nefrocalcinose e septicemia. O uso indevido de
antibioticos nefrotdxicos, como aminoglicosideos pode causar necrose tubular renal,
predispondo ao aumento do &cido Urico plasmatico (CAMPBELL, 1996, 2004, 2006;
GREGO et al., 2001).

Segundo Silva e colaboradores (2010), foram encontrados valores plasmaticos
médios de 2,08 + 1,4 mg/dL de acido drico para Crotalus durissus, enquanto que para
Kolesnikovas et al. (2001) foi obtido valor médio de 5,8 mg/dL. Em estudo por Rameh-
De-Albuquerque (2007) obteve-se variagcbes de 2,64 a 3,42 mg/dL para Crotalus
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durissus collilineatus e de 4,28 a 11,97 mg/dL para Crotalus durissus terrificus, ao
passo que Troiano et al (2001) encontraram valor medio de 0,450 + 0,143 mmol/L
(7,57 mg/dL) para Crotalus durissus terrificus.

1.4.8. Ureia

A ureia é uma pequena molécula hidrossoluvel sintetizada no figado a partir do
grupo amina liberado pelos aminoacidos durante o catabolismo das proteinas, sendo
transportada pelo plasma até os rins, onde € filtrada, e depois excretada na urina
(MOTTA, 2003; GONZALEZ & SILVA, 2006; RAUN & LEFEBVRE, 2006).

Os répteis sdo animais primariamente uricotélicos, portanto a concentracdo de
ureia no sangue destes animais € relativamente baixa (< 10 mg/dL). Os valores
plasmaticos de ureia geralmente sdo pobres indicadores de doenca renal em répteis,
podendo ser mais Util na avaliacdo de répteis aquaticos, que excretam primariamente a
ureia como catabolito proteico (CAMPBELL, 1996; ALMOSNY & MONTEIRO,
2006).

A elevacdo dos valores normais pode ser observada na vigéncia de doenca renal
ou pré-renal, podendo se elevar também com a elevada ingestdo proteica, sendo
considerado um pobre indicador de doenca renal (CAMPBELL, 1996; ALMOSNY &
MONTEIRO, 2006).

Valores de ureia plasmatica para Crotalus durissus foram relatados por Silva et
al. (2001), com média de 1,32 mg/ dL, por Kolesnikovas et al. (2001), com valores
médios de ureia de 3,19 mg/dL. Em estudos por Rameh-De-Albuquerque (2007) foram
observados valores médios de 3 mg/dL para Crotalus durissus terrificus e de 2 mg/dL

para Crotalus durissus collilineatus.
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1.4.9. Colesterol

O colesterol é um esterol que compde as lipoproteinas de baixa densidade (LDL)
e membranas celulares sendo, também, substancia precursora na sintese dos hormdnios
esterdides e acidos biliares (MOTTA, 2003).

Mudancas nos niveis de colesterol sérico em répteis podem ser utilizadas para
avaliar disturbios no metabolismo lipidico (SWIMMER, 2000). A elevacdo pode esta
associada, muitas vezes, a casos de lipidose hepética, mas pode ser fisiologicamente
aumentado durante vitelogénese e antes da hibernagdo (CALLE et al, 1994;
HERNANDEZ-DIVERS & COOPER, 2006).

As médias dos valores de colesterol plasmatico para Crotalus durissus foram
relatados por Silva et al (2010) (171,58 mg/dL ou 4,44 mmol/L) e por Kolesnikovas et
al. (2001) (239,8mg/dL ou 6.18054 mmol/L). Também foram observados valores
médios de 2,07 mmol/L (80.0464 mg/dL) e de 5.48232 mmol/L (212 mg/dL) para
Crotalus durissus terrificus por Troiano et al (2001) e Rameh-De-Albuguerque (2007),
respectivamente; e de 4.56429 mmol/L (176,5mg/dL) para Crotalus durissus
collilineatus (RAMEH-DE-ALBUQUERQUE, 2007).

1.4.10. Triglicerideos

Os triglicerideos sdo o produto da esterificacdo dos acidos graxos livres com o
glicerol, servindo de reserva de energia (GONZALEZ & SILVA, 2006). Estes s&o
sintetizados no figado e intestino e sdo as formas mais importantes de armazenamento e
transporte de cidos graxos; constituindo as principais fragdes dos quilomicrons, das
VLDL (very-low-density-lipoproteins) e pequena parte das LDL (Low-density
lipoprotein) presentes no plasma sanguineo (MOTTA, 2003).

Os valores séricos de triglicerideos em répteis podem estar fisiologicamente
aumentados durante a vitelogénese e pré-hibernacdo em decorréncia de uma lipidose
hepatica (HERNANDEZ-DIVERS & COOPER, 2006). Em répteis mantidos em

cativeiro, a causa mais comum de valores elevados nos niveis de triglicerideos é um
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defeito metabdlico no transporte dos lipidios ou na sintese de proteinas, resultando em

obesidade causada por superalimentacédo (FRYE, 1981 apud SWIMMER, 2000).
Valores séricos de triglicerideos para Crotalus durissus foram observados por

Silva et al. (2010), com média de 19,29 mg/dL (0,22 mmol/L). Para subespécie

Crotalus durissus terrificus, Troiano et al. (2001) obtiveram média de 2,80 mmol/L.

1.4.11. Célcio

O metabolismo do célcio no sangue e a quantidade de calcio ionizado no plasma
de répteis é mediado pelo paratormoénio (PTH), calcitonina e vitamina D3 ativada.
Outros hormdnios como o estrogénio, tiroxina e glucagon tambem podem influenciar o
metabolismo do célcio nos répteis (CAMPBELL, 2004, 2006).

A hipocalcemia pode ocorrer devido a dietas com deficiéncia em célcio e
vitamina Dz e com excesso de fosforo, alcalose, hipoalbuminemia ou
hipoparatireoidismo; enquanto que a hipercalcemia € observada em dietas com excesso
de vitamina Ds; e calcio, no hiperparatireoidismo primario, no pseudo-
hiperparatireoidismo, em doencas 0sseas osteoliticas ou em fémeas durante o
desenvolvimento dos ovos (CAMPBELL, 2004, 2006; ALMOSNY & MONTEIRO,
2006).

Os valores de calcio plasmatico para a espécie Crotalus durissus foram
observados por Silva et al. (15,25mg/dL ou 3,81mmol/L) e Kolesnikovas et al. (2001)
(15,13mg/dL). Também foram descritos valores médios de 11,3 mg/dL (2,82 mmol/L)
para Crotalus durissus collilineatus (RAMEH-DE-ALBUQUERQUE; 2007) e de 11,7
mg/dL (2,92 mmol/L) e 2,03 mmol/L( 8,12 mg/dL) para Crotalus durissus terrificus por
Rameh-De-Albuquergue (2007) e Troiano et al. (2001), respectivamente.
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1.4.12. Potéassio

O potéassio € um ion predominantemente intracelular com mais de 98%
localizado intracelularmente e a sua distribuicdo através da membrana celular
desempenha um papel critico na manutencdo da excitabilidade cardiaca e
neuromuscular (CARLSON, 2006).

ConcentracGes plasmaticas normais de potassio podem alterar entre as espécies
de répteis, variando, nas serpentes, entre 3 e 6 mEqg/L. Troiano e colaboradores (2001)
encontraram valor médio de 5,2 + 0,6 mmol/L em Crotalus durissus terrificus.

Desequilibrios comuns de potassio plasmatico incluem ingestdo inadequada de
potassio na dieta, perda gastrointestinal de potéssio (hipocalemia) ou diminuicdo da
secrecdo renal de potéassio (hipercalemia) (CAMPBELL, 2004, 2006).

Hipocalemia também pode estar associada a alcalose grave, enquanto a
hipercalemia pode resultar de acidose grave ou de ingestdo excessiva de potassio na
dieta. Hipercalemia na presenca de hiperfosfatemia geralmente indica lise dos
eritrocitos (hemolise) ou uma amostra de sangue danificada (CAMPBELL, 2004, 2006).

1.4.13. Cloreto

O cloreto é o principal anion no sangue e um componente osmoticamente ativo
primario do plasma na maioria dos répteis (CAMPBELL, 2004, 2006). Sua
concentracdo sanguinea é uma informacdo util a respeito de disturbios hidroeletroliticos
e do equilibrio &cido-base (ALMOSNY & MONTEIRO, 2006).

Na maioria dos lagartos e serpentes, a concentracao de cloreto varia entre 100 e
130 mEg/L (CAMPBELL, 2004, 2006). Troiano e colaboradores (2001) encontraram
valor médio de 109 £ 5 mmol/L em Crotalus durissus terrificus.

A hipocloremia é rara em repteis e, quando acontece, sugere perda excessiva de
cloro ou hiperidratacdo com fluidos com baixo nivel e cloretos. A hipercloremia esta

associada a desidratacdo, doenca tubular renal ou distdrbios na glandula de sal, em
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serpentes marinhas (CAMPBELL, 1996; CAMPBELL, 2004, 2006; ALMOSNY &
MONTEIRO, 2006).

1.4.14. S6dio

O sodio adivindo da dieta é absorvido no intestino e transportado para os rins,
onde é eliminado ou reabsorvido dependendo da necessidade do réptil (CAMPBELL,
2006).

A concentragdo plasméatica de sodio é uma informacdo util a respeito de
disturbios hidroeletrolitico, do equilibrio acido-base, na desidratacéo e na hiperidratagdo
(ALMOSNY & MONTEIRO, 2006).

A concentracdo de sodio normal no plasma de répteis varia entre 120 e 170
mEg/L (CAMPBELL, 2006). Estudos realizados por Troiano e colaboradores (2001)
observaram valores médios de 142 + 4,1 mmol/L em Crotalus durissus terrificus.

Em répteis, a hiponatremia pode ser resultado da perda excessiva de sodio
associado a desordens do trato gastrointestinal (diarreia), renal e alteracdo das glandulas
de sal (em serpentes marinhas) ou iatrogénica por hiperidratacdo por via venosa ou
intracoelomatica com fllidos com baixo teor de sodio. A hipernatremia pode ocorrer
devido a desidratacdo, a partir da perda excessiva ou baixa ingestdo de agua, e ao
consumo excessivo de sal na dieta (CAMPBELL, 2004, 2006; ALMOSNY &
MONTEIRO, 2006).

1.4.15. Ferro

O ferro € um nutriente essencial e necessario em uma ampla variedade de
processos metabdlicos (HARVEY, 2008). A determinacdo de ferro sérico € util no
diagndstico diferencial das anemias hipocrémicas e microciticas.

Este estd diminuido na ingestdo e absor¢do inadequada, na perda cronica de

sangue e na liberacdo diminuida de ferro dos estoques orgéanicos (anemia da inflamacao)
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e infecgdes (GRIEGER & KLUGER, 1978; ALMOSNY & MONTEIRO, 2006;
ORIGGI, 2007), enquanto seu aumento ocorre na hemossiderose, em anemias
hemoliticas (especialmente hemoparasitas), nas hepatopatias, na necrose hepéatica aguda
e na sobrecarga de ferro (ALMOSNY & MONTEIRO, 2006).

1.4.16. Proteina Plasmatica Total (PPT) e fracdes

As proteinas plasmaticas sdo um grupo heterogéneo de proteinas com diversas
funcdes, pesos moleculares e densidades de carga elétrica (VARGAS, 2007), as quais
sdo sintetizadas e secretadas principalmente no figado, a partir de hepatdcitos,
(ECKERSALL, 2007; LOPES et al.2007).

Entende-se por dosagem de proteinas plasmaticas totais, a dosagem de albumina
e globulinas (RAMEH-DE-ALBUQUERQUE, 2007), as quais sdo subdivididas em
alfa, beta e gama globulinas (CAMPBELL, 2006).

O método de biureto € o método mais preciso para a determinacdo da
concentracdo plasmatica de proteina total, embora 0 método do refratbmetro seja
comumente usado para estimar rapidamente a concentracdo plasmatica de proteinas no
sangue reptiliano (CAMPBELL, 2006).

A concentracdo plasmatica normal de proteina total em répteis geralmente varia
entre 3 e 7 g/dL. Os valores médios para Crotalus durissus foram descritos por Silva et
al. (2010) (3,70 g/dL), Kolesnikovas et al. (2001) (3,71 g/dL) e Troiano et al. (2001)
(3,79 g/ dL).

A hipoproteinemia em répteis é comumente associada a ma nutricdo. No entanto,
outras causas incluem ma absorcdo, ma digestdo, enteropatias, grave perda de sangue e
doenca cronica hepatica ou renal (CAMPBELL, 2006; ALMOSNY & MONTEIRO,
2006).

A hiperproteinemia ocorre com desidratacdo ou hiperglobulinemia associada a
doencas inflamatodrias cronica. O globulinas alfa, beta e gama podem aumentar em
doencas infecciosas (CAMPBELL, 1996, 2006; ALMOSNY & MONTEIRO, 2006).

Aumentos na concentra¢do de proteinas também sdo observados em fémeas de répteis
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durante a fase folicular ativa, retornando ao normal ap6s a ovulacdo (CAMPBELL,
2006).

A albumina, uma proteina globular solivel em &gua, € a mais abundante das
proteinas séricas, constituindo 35 a 50% do total das mesmas (ECKERSALL, 2007;
LOPES et al, 2007). A fracdo globulina pode ser estimada se a proteina total e
concentracdes de albumina sdo conhecidas, sendo obtida pela diferenca entre as
concentracdes de proteina total e de albumina (ECKERSALL, 2007).

Caracteristicas bioquimicas e fisiopatoldgicas da albumina e das varias
globulinas sdo utilizados para o diagndstico de doencas (ECKERSALL, 2007). A
secrecdo de albumina pode ser resultado de uma queda na pressdo osmoética (EVANS,
2002), mas também pode ser afetada por alteracfes fisiopatologicas durante doencas
infecciosas ou inflamatdrias, quando sua secrecao é reduzida (ECKERSALL, 2007).

As fragdes alfa, beta e gama globulinas podem aumentar em doencas infecciosas
e, geralmente, a alfa globulina pode aumentar em necrose tecidual e diminuir em
doencas hepaticas severas, ma nutricdo e ma absor¢cdo (CAMPBELL, 1996).

O conhecimento da concentracdo de proteina total e das principais fracdes das
proteicas sericas € de grande importancia no estudo da fisiologia das serpentes, pois
aléem de determinar valores de referéncia, podem ser utilizados como indicadores da
salde dos animais, auxiliando clinicos para diagnosticos e progndsticos mais acurados,
e permitindo o acompanhamento da evolucdo de doencas em serpentes criadas em
cativeiro (FONTEQUE, 2009).

1.5. PARAMETROS HEMATOLOGICOS

1.5.1.Contencao, coleta de sangue e anticoagulantes

Em serpentes peconhentas, diversos tipos de contengdes fisicas sdo utilizadas,
como a técnica do lago de Lutz, o tubo de contencéo e a caixa de contengdo (GREGO et
al., 2001). A técnica com o Lago de Lutz é uma das mais empregadas, sendo uma boa

alternativa para examinar e tratar serpentes pegonhentas e agressivas, sem perigo para o
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manipulador ou dano a serpente (GREGO et al., 2001, 2002). O uso de contengdo
quimica, com a utilizacdo de analgésicos ou agentes sedativos, ndo é indicado por
induzir alteracBes significativas nos pardmetros hematologicos (TROIANO, 1997;
CUSTER & BUSH, 1980; TROIANO, 2001).

Durante o procedimento de coleta, as particularidades anatdmicas e fisioldgicas
de cada espécie devem ser consideradas (CUBAS, 1997), fazendo com que a escolha do
local de coleta e o volume de sangue a ser coletado devam ser determinados levando-se
em consideracdao a espécie estudada, o tamanho do espécime, as condicdes fisicas do
mesmo e a preferéncia do profissional que faz as coletas (ALMOSNY & MONTEIRO,
2006).

Em répteis, uma lista de métodos para coleta de sangue tem sido descrita, no
qual os principais locais para obtencdo das amostras de sangue nas serpentes incluem a
veia caudal ventral (coccigea ventral), a veia jugular (palatina-pterigoidea) e a
cardiocentese (BUSH & SMELLER, 1978, ALMOSNY & SANTOS, 2001; THRALL,
2004; FUNK, 2006; ALMOSNY & MONTEIRO, 2006).

Em serpentes de grande e médio porte a veia caudal é usada, preferencialmente,
para a coleta de sangue e o ponto para coleta encontra-se imediatamente caudal ao
hemipénis nos machos, ou a cloaca nas fémeas (ALMOSNY & MONTEIRO, 2006). No
entanto, quando é tentada a pungédo venosa, corre-se o risco de perfundir o hemipénis ou
a glandula de cheiro (NAVARRE, 2006), como também ocorrer a contaminacdo por
linfa, visto que os vasos linfaticos acompanham os vasos sanguineos (THRALL, 2004).
Essa contaminacdo resulta na diminuicdo da hematimetria, hemoglobinometria e
volume globular (THRALL, 2004).

As veias palatina-pterigdideas podem ser utilizadas, certificando-se que 0s
animais possuem a cavidade oral saudavel (ALMOSNY & SANTOS, 2001;
ALMOSNY & MONTEIRO, 2006), no entanto, é dificil de usar e repleta de
complicagbes (FUNK, 2006). No caso da cardiocentese, esta deve ser limitada as
serpentes que pesam mais de 300 g (GREGO et al., 2002).

Considerando que o volume de sangue na maioria dos répteis varia de 5% a 8%
da sua massa corporal, dessa quantidade, até 10% do volume total de sangue pode ser
coletado em uma paciente saudavel sem prejuizo a satde do animal, ou seja, 0,5% a
0,8% do seu peso corporal pode ser coletado (LILLYWHITE & SMITS, 1984,
WELLEHAN & GUNKEL, 2004; MADER & RUDLOFF, 2006; SYKES et al., 2008).
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O é&cido etilenodiamino tetracético (EDTA), a heparina e o citrato de sddio séo
0s anticoagulantes mais citados na literatura para conservacdo de amostras
hematoldgicas em répteis (ALMOSNY & SANTOS, 2001; ALMOSNY & MONTEIRO
2006), sendo a heparina litica a mais usada, uma vez que o EDTA resulta em hemdlise
das células vermelhas do sangue de queldnios (KNOTKOVA et al., 2002; CAMPBELL,
2006; MURO et al., 2008).

1.5.2. Consideracdes gerais sobre a composi¢ado e constituintes do sangue de répteis

O sangue é um tecido formado por um meio extracelular, o plasma, e por trés
tipos de celulas: os eritrdcitos, os leucocitos e os trombdcitos, sendo todas nucleadas
nos répteis (COLES, 1986; ALLEMAN et al.,1999; FUNK, 2006).

O plasma compreende 60 a 80% do volume de sangue onde esta suspensa uma
variedade de eletrélitos inorganicos e de compostos organicos. Este € um fluido incolor
ou levemente amarelado e nas serpentes pitons (asiaticas) e nas jararacas (sul-
americanas) pode assumir coloracdo verde-amarelada gracas a presenca conjunta de
carotendides e de riboflavinas (GARCIA-NAVARRO & PACHALY, 1994;
JACOBSON, 2007).

A andlise laboratorial de amostras de animais selvagens fornece informacdes
vitais para o diagnostico, prevencao e controle de doencas. Grandes variagdes podem
ocorrer em testes realizados em laboratorios diferentes, devido as diferentes técnicas
utilizadas, o tempo de amostragem, o manejo do animal, a idade, o esforco fisico, 0s
estados nutricional, fisiologico e mental, a estacdo do ano, o anestésico usado na
contencado e as condi¢des ambientais (DUGUY, 1970; ALMOSNY & SANTOS, 2001;
CAMPBELL, 2006; ALMOSNY & MONTEIRO, 2006). Portanto, a padronizagédo
regional dos métodos de amostragem e das técnicas de laboratério torna-se importante.
Valores do hemograma e esfregaco sanguineo fazem parte da avaliacdo dos pacientes
reptilianos, onde através da examinacdo de eritrdcitos, leucécitos e trombocitos do
sangue periférico, € possivel detectar condicBes como anemias, doengas inflamatorias,
parasitemias, disordens hematopoéticas e alteracbes homeostésicas (CAMPBELL,
2004).
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A avaliagdo hematoldgica de rotina dos répteis inclui a determinacéo do volume
globular (VG), concentracdo de hemoglobina (Hb), contagem dos glébulos vermelhos
(CTE), indices hematimétricos, contagem total de leucécitos (CTL), contagem
diferencial de leucdcitos e avaliacdo de morfoldgica das células do sangue (STACY et
al., 2011).

Alteracbes morfolégicas nas células do sangue periférico podem indicar
processos de doencas especificas, ajudar a estabelecer uma lista de diagndsticos
diferenciais e ajudar a monitorar o estado de saude de um paciente durante o curso da
doenca ou da resposta a terapia. Por causa de sua fisiologia Unica e comportamento,
muitos estados de doencgas crénicas em répteis ndo sdo detectados até mesmo em
estagios avancados (STACY et al., 2011).

Existem poucos estudos sobre os padrGes hematoldgicos de serpentes,
principalmente as sul-americanas (TROIANO et al., 1997, GREGO et al., 2001). Esta
informacdo torna-se essencial para reconhecer alteragbes sanguineas em animais
doentes, identificar células inflamatdrias em tecidos lesados e entender o papel de varios
tipos celulares durante o processo infeccioso (ALLEMAN et al, 1999).

Historicamente, ha confusdo na terminologia dos tipos de células do sangue e de
tecidos hematopoiéticos de répteis. Os problemas inerentes a classificacdo das células
de acordo com as habilidades de coloracdo e a funcdo levam a divergéncias na
nomenclatura das células entre diferentes pesquisadores (JACOBSON, 2007; SILVA
et.al, 2009).

Atualmente, leucdcitos no sangue periférico de répteis podem ser classificados
em granuldcitos (heterdfilos, eosindfilos e basofilos) e células mononucleares
(linfocitos, mondcitos e azurdfilos) (DOTSON et al, 1995; SALAKIJ, 2002,
ALMOSNY & MONTEIRO, 2006; STACY et al, 2011). Os heteréfilos podem
apresentar citoplasma claro (degranulado) ou conter granulos eosinofilicos
(ALMOSMY, in press).

Devido as diferencas interespecificas, & importante caracterizar os tipos celulares
das varias espécies de interesse. Em adi¢do, o nimero relativo de varios leucécitos no
sangue varia consideravelmente entre diferentes espécies de répteis. Assim, 0s
azurdfilos sdo leucocitos comumente observados em Squamata (serpentes e lagartos) e
Crocodylia (jacarés, crocodilos e gaviais), mas sdo apenas ocasionalmente encontrados

em Chelonia (tartarugas, cdgados e jabutis). Por outro lado, os eosinofilos séo



40

observados comumente em Crocodylia e Chelonia, porém a existéncia destes leucécitos
no sangue de diferentes Squamata, particularmente serpentes, é controversa e ndo foi
observada em varios estudos (ALLEMAN et al., 1999; FUNK, 2006; RAMEH-DE-
ALBUQUERQUE, 2007; SILVA et al., 2009).

Vérias alteracdes hematoldgicas incluindo anemia, leucopenia ou leucocitose,
heteropenia ou heterofilia, linfopenia ou linfocitose e monocitose s&o indicadores ndo
especificos de resposta inflamatéria crénica, sendo um exemplo de como doencas

sistémicas podem manifestar-se no hemograma de répteis (STACY et al., 2011).

1.5.3. Células sanguineas

1.5.3.1. Eritrocitos

Este grupo de células é produzido na medula a partir de células da linhagem
eritroide (eritroblastos), mas, diferentemente dos mamiferos, estas podem ser geradas a
partir de sitios hematopoiéticos secundarios como o figado e o bago, principalmente nas
fases iniciais do desenvolvimento (GOULART, 2004). A vida média de um eritrdcito
de réptil varia de 600-800 dias, maior do que em aves e mamiferos, devido a baixa taxa
metabolica desses animais (CAMPBELL, 1996).

Os eritrécitos maduros sdo morfologicamente similares entre varias espécies de
répteis, apresentando-se nucleados, elipticos e de bordas arredondadas, sendo maiores
que os eritrocitos de mamiferos e aves (ALLEMANNN et al, 1999; CAMPBELL,
2006). O ndcleo é posicionado centralmente, irregular ou eliptico e tém cromatina
condensada profundamente basofilica, enquanto o citoplasma se cora uniformemente de
alaranjado-r6seo com corantes do tipo Romanowsky, como o corante Wrigth
(CAMPBELL, 2004; STACY et al., 2011). A medida que este envelhece, seu nlcleo
aumenta de volume e torna-se hipocrdmicos, perdendo o padrdo de cromatina
caracteristico, podendo variar de muito basofilico a um padrdo de cor mais claro
(GARCIA-NAVARRO & PACHALY, 1994; DOTSON et al., 1995).
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Eritrécitos imaturos sdo células arredondadas e irregulares, com grande ndcleo
arredondado e citoplasma basofilico e cromatina menos densa no ndcleo. Estas séo
constituintes normais do sangue dos répteis, representando 1,5 a 2,5% da populacdo de
células vermelhas, podendo ser encontradas especialmente em animais jovens e que
estdo para fazer ecdise (CAMPBELL, 2004, 2006; SYKES, 2008).

E comum encontrar atividade mitdtica em hemécias do sangue dos répteis. No
entanto, a deteccdo de atividade morfoldgica nuclear anormal, como binucleacdo ou
mitose, pode ser indicativo de animais com anemia regenerativa, ma nutricdo ou doenca
inflamatoria importante (CAMPBELL, 2004; FUNK, 2006; MARTINEZ-SILVESTRE,
et al., 2011).

A presenca de formas andmalas de eritrocitos no sangue pode estar associada a
doencas autoimunes ou infecgbes crbnicas, enquanto a observacdo de inclusdes
intracitoplasmaticas mostra-se relacionada a infecc¢des virais. Costuma ser frequente a
visualizacdo de uma grande variedade de parasitos, tanto intra-eritrocitarios quanto
extracelulares. Dentre 0os hemoprotozoarios comuns, encontram-se principalmente as
hemogregarinas, tripanossomos e Plasmodium, sendo menos encontrados Leishmania,
Saurocytozon, Hemoproteus e piroplasmideos (FRYE, 1991; GARCIA-NAVARRO &
PACHALY 1994; SILVESTRE, 2003; CAMPBELL, 2006).

Em serpentes, a presenca de hemoparasitos geralmente ndo esta correlacionada
com os sinais clinicos da doenga, no entanto, em cativeiro essa parasitemia pode elevar-
se consideravelmente (ALMOSNY & MONTEIRO, 2006).

As anemias nos répteis sdo semelhantes as descritas para as aves e mamiferos.
Estas podem ser classificadas em hemorragicas (perda de sangue), hemoliticas (aumento
na destruicdo das células vermelhas) e ndo regenerativas (diminuicdo na producdo de
eritrocitos). Anemias hemorragicas sdo geralmente causadas por lesGes traumaticas ou
parasitas sugadores de sangue, no entanto, outras causas como coagulopatia ou lesdo
ulcerativa também devem ser consideradas. Por outro lado, anemia hemolitica pode
resultar de parasitemia, septicemia ou toxemia enquanto as anemias ndo regenerativas
sdo normalmente associadas a doencas inflamatdrias crdnicas, especialmente as
associadas a agentes infecciosos. Outras causas podem ser associadas a anemia ndo
regenerativa como doenca cronica renal ou hepatica, neoplasia, produtos quimicos ou
possivelmente hipotireoidismo (CAMPBELL, 2006).
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1.5.3.2. Leucdcitos

Nas primeiras décadas do século XX comegaram a surgir alguns trabalhos sobre
a morfologia dos leucécitos de répteis em geral, porém, as serpentes, desde essa época
tém sido pouco investigadas (SANO-MARTINS, 1978).

Os leucdcitos sdo células que desempenham suas fungBes nos processos
inflamato6rios e imunoldgicos, constituindo-se os chamados elementos celulares da
inflamacdo (CAMPBELL, 1996).

Uma leucocitose, em geral, é resultante de processos infecciosos agudos, como o
de origens bacterianas, mas tambeém pode ocorrer ap0s uma situacao de estresse e/ ou
traumatismo. No entanto, doencas inflamatorias superagudas costumam determinar
leucopenias devido a rapida mobilizacdo de heterdfilos para os érgédos-alvo, podendo
também estar associada a doencgas virais e toxemias (GOULART, 2004; ALMOSNY &
MONTEIRO, 2006).

Em serpentes observa-se que antes da ecdise ocorre leucocitose, enquanto que
durante e depois da muda observa-se leucopenia (SILVESTRE, 2003). Segundo

Campbell (1996), em serpentes 0 numero de leucocitos totais varia de 6 a 12 x103 cel/pul.

1.5.3.3 Linfécitos

Os linfécitos de répteis tém morfologia e funcdo semelhantes aos de mamiferos,
aves e peixes, sendo os mais abundantes nos esfregacos de sangue dos reptilianos, pois,
em termos gerais, representam 15 a 89% da contagem total de leucocitos ( GARCIA-
NAVARRO & PACHALY, 1994; ARIKAN et. al, 2009; STACY et al., 2011).

Os linfocitos maduros apresentam cromatina nuclear densamente agregada, com
alta proporcdo nucleo:citoplasma e possuem um citoplasma ligeiramente basofilico
(azul-claro). O citoplasma é escasso e ligeiramente basofilico (azul claro) e carece de
vacuolos e granulos. O nucleo é central ou ligeiramente excéntrico, redondo ou com
discreta endentacdo, podendo apresentar tamanhos bastantes variaveis, de pequenos a
grandes (GARCIA-NAVARRO & PACHALY, 1994; CAMPBEEL, 2004).
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Essas células sdo responsaveis por vérias funcdes imunoldgicas, podendo ser
influenciadas pelo ambiente, onde temperaturas baixas podem suprimir ou mesmo inibir
a resposta imune dos répteis (CAMPBEEL, 2004).

Linfocitos reativos, normalmente, sdo uma indicacdo de estimulacdo antigénica.
Esses linfocitos apresentam citoplasma intensamente basofilico, podendo apresentar
certa quantidade de vacuolos puntiformes e cromatina nuclear menos condensada
(STRIK, et al., 2007, CAMPBEEL, 2006).

1.5.3.4. Mondcitos

Os mondcitos de répteis sdo as células leucocitarias de maior tamanho nos
répteis e tém morfologia e funcdo semelhantes aos de mamiferos, aves e peixes
(MARTINEZ-SILVESTRE et al., 2011; STACY et al., 2011). Os mondcitos de
serpentes frequentemente tém um nacleo redondo a oval e contém granulos azurofilicos
em abundancia. Embora os mondcitos que possuem uma aparéncia azurofilica no
citoplasma sejam frequentemente chamados de azurofilos na literatura, suas
caracteristicas citoquimicas e ultra-estruturais sdo similares aos mondcitos de
mamiferos e tem sido reportado tanto como mondcitos quanto como um tipo celular
separado (CAMPBELL, 2006).

Mondcitos possuem capacidade de fagocitar, sendo observadas frequentes
figuras de fagocitose bacteriana e de restos celulares. Estes participam da resposta
inflamatdria atuando na formacdo de granulomas e das células gigantes, especialmente,
nas respostas granulomatosas a infeccGes bacterianas ou a ovos de trematddeos
(CAMPBEL, 1996; RASKIN, 2000).

1.5.3.5. Azurdfilos

Azuréfilos sdo células exclusivas de répteis. Em serpentes, essas células sdo

descritas como um mononuclear que possui um citoplasma caracteristico com bordas
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citoplasmaticas definidas e citoplasma com tom azul-cinzento com vacuolos e contendo
granulos com aspecto “empoeirado” num tom rosa intenso. Os azuréfilos comportam-se
citoquimicamente como neutrofilos e funcionalmente semelhante a mondcitos
(THRALL, 2004; ALMOSNY & MONTEIRO, 2006; STACY et al., 2011).

1.5.3.6. Basofilos

Em geral sdo células redondas pequenas, com granulos citoplasmaticos
metacromaticos basofilicos, muitas vezes sobrepostos ao nucleo, que quando visivel,
nota-se ligeiramente excéntrico e ndo lobado (CAMPBELL, 2004).

A funcdo desta célula ainda ndo é bem conhecida, mas provavelmente, é similar
aos basofilos dos mamiferos, parecendo atuar na resposta alérgica processando
imunoglobulinas de superficie e liberando histamina devido a degranulacéo.
Sugestivamente pode atuar no combate a alguns tipos de endo e ectoparasitas e possui
pequena capacidade de fagocitar (SCOTT & STOCKHAM, 2000; CAMPBELL, 2006;
MARTINEZ-SILVESTRE et al., 2011).

1.5.3.7. Heterofilos

Em geral, os heterofilos sdo equivalentes aos neutrofilos de mamiferos,
envolvendo o mecanismo de destruicdo de microorganismos fagocitados nao
dependentes de oxigénio. Estes sdo células arredondas, com um ndcleo excéntrico,
redondo ou oval, com denso aglomerado de cromatina nuclear (CAMPBELL, 2004,
STACY et al.,, 2011), podendo se apresentar de duas formas: com citoplasma claro (ou
degranulado) ou contendo granulos eosinofilicos (ALMOSNY in press).

Nos heterofilos com granulos eosinofilicos, embora o nimero e a forma dos
granulos variem com as espécies, geralmente o0s granulos citoplasmaticos sdo
fusiformes de coloragdo laranja -brilhante com coloracdo May-Griunwald Giems
(MARTINEZ-SILVESTRE, et al. 2011).
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Os heterofilos costumam representar 20 a 40 % da contagem total de leucdcitos,
podendo estar em maior proporcéo nos casos de infeccdes bacterianas e fungicas, dano
tecidual e estresse. Essas células possuem importante papel na defesa do organismo
contra patdgenos invasores, assumindo o papel fagocitico desempenhado pelos
neutréfilos nos mamiferos, realizando processos de quimiotaxia, opsonizagdo, ingestdo
e lise (HAWKEY & DENNETT, 1989; GARCIA-NAVARRO & PACHALY, 1994).

1.5.3.8. Eosinofilos

Os eosindfilos possuem praticamente 0 mesmo tamanho e forma dos heterdfilos,
aparecendo como grandes células redondas, com granulos citoplasmaticos eosinofilicos
esféricos, variando de tamanho de acordo com a espécie. Essas células possuem nucleo
central e forma varidvel, de alongada a lobada (CAMPBELL, 2004; SYKES et al.,
2008). A presenca de eosinofilos em serpentes é questionada (EGAMI & SASSO, 1988;
FELDMAN et al., 2000).

1.5.3.9. Trombécitos

Os trombodcitos desempenham um papel ativo na formacdo do trombo, na
coagulacdo do sangue e na cicatrizacdo de feridas, tendo capacidade de fagocitose,
participando ativamente da defesa do organismo e da transformacdo em eritrdcitos.
Estes sdo analogos as plaquetas dos mamiferos (ALLEMAN, et al., 1999; GOULART,
2004, MARTINEZ-SILVESTRE et al., 2011).

A trombopoiese é semelhante em espécies de aves e répteis e 0s trombdcitos
originam-se na medula 6ssea a partir de uma célula mononuclear distinta. As etapas da
trombopoiese incluem os tromboblastos, trombdcitos imaturos e trombocitos maduros
(RUSSELL, 2010). Trombdcitos imaturos, quando presentes, indicam resposta
regenerativa (CAMPBELL, 2004).

Os trombdcitos sdo células pequenas, de elipticas a fusiformes, com ndcleo

centralizado que tende a acompanhar o formato da membrana celular. O nlcleo possui
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coloracdo profundamente basofilica e cromatina com padronizagdo densa de coloragdo
purpura (DOSTSON et al., 1995, CAMPBELL, 2006).

O citoplasma é frequentemente incolor, fato importante para diferenciar dos
pequenos linfocitos, no entanto, ocasionalmente pode apresentar uma coloracédo azul
muito fraca e alguns granulos azurofilicos (DOSTSON et al., 1995; CAMPBELL, 2004;
MARTINEZ-SILVESTRE et al., 2011). As caracteristicas morfoldgicas de trombdcitos
sdo semelhantes aos de linfocitos pequenos e sua diferenciacdo pode ser um desafio
(ALLENAM et al., 1999; STACY et al., 2011).

Trombdcitos ativado sdo comuns e surgem na forma de agregados de células, o
citoplasma pode mostrar vacuolizacdo e margens citoplasmaticas irregulares. Os
trombdcitos com nucleos polimorficos sdo considerados anormais e podem estar
associados a doencas inflamatorias graves (CAMPBELL, 2004; ROVIRA, 2010).

A trombocitopenia em répteis, provavelmente, esta relacionada com o consumo
periférico excessivo ou a diminuicdo na producdo dessas células. As vezes podem
aparecer trombdcitos andmalos, com ndcleo polimorfico, cuja presenca esta associada a
doencas inflamatdrias graves (CAMPBELL, 2006; MARTINEZ-SILVESTRE, et al.
2011).

1.5.3.10. Hematdcrito, hematimetria e concentragéo de hemoglobina

O hematdcrito, também chamado de volume globular, representa o percentual de
células vermelhas em relacdo ao volume total de sangue (ALMOSNY & MONTEIRO,
2006). Segundo Campbell (2004, 2006), o hematdcrito normal na maioria dos répteis €
de aproximadamente 30% (20 a 40%), portanto, um VG menor que 20% sugere anemia
e valores superiores a 40% sugerem tanto hemoconcentracdo quanto eritrocitose
(policitemia). Durante o processo de ecdise, ha uma ligeira desidratacdo, a qual aumenta
o valor do hematdcrito (SILVESTRE, 2003).

O volume globular médio dos répteis é variavel e parece haver uma relagédo
inversamente proporcional ao nimero de hemécias e seu tamanho (DUGUY, 1970;
CAMPBELL, 1996; CAMPBELL, 2006).
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A contagem de eritrdcitos, também chamada hematimetria, varia intraespecifica
e interespecificamente nos répteis, mostrando alteragdes com a idade, sexo, estado
nutricional e ocorréncia de doencas (GARCIA-NAVARRO & PACHALY, 1994) .

Da mesma forma, a hemoglobina e o hematdcrito variam com diversos fatores,
inclusive o ambiente (nimero de eritrdcitos maior antes de hibernagdo e menor
imediatamente apds hibernacdo), estado nutricional e género (machos tendem a ter
valores maiores de hemacias do que fémeas). A concentracdo normal de hemoglobina
em répteis varia de 6 a 12 g/dL e a contagem total de eritrdcitos varia de 300.000 a
2.500.000 (CAMPBELL, 1996, 2006; MARTINEZ-SILVESTRE et al., 2011).

1.5.3.11. indices hematimétricos

Os indices hematimétricos como o volume corpuscular medio (VCM), a
concentracdo de hemoglobina corpuscular (CHCM) e a hemoglobina corpuscular média
(HCM) sdo indices que podem ser calculados, utilizando formulas padrdes, depois de
ter sido obtido o valor do hematdcrito (ht), o numero total de eritrécitos e a
concentracdo de hemoglobina (MARTINEZ-SILVESTRE et al., 2011).

O Volume Corpuscular Médio é a expressdo do valor médio do volume de
heméacias, a Hemoglobina Corpuscular Média expressa a quantidade meédia de
hemoglobina nas hemacias e a Concentracdo Hemoglobinica Corpuscular Média
determina a proporcdo de hemoglobina na média de hemacias (ALMOSNY &
MONTEIRO, 2006; RAMEH-DE-ALBUQUERQUE, 2007) e sua avaliacdo ird ajudar
a avaliar a resposta da medula em uma anemia (MARTINEZ-SILVESTRE et al., 2011).

O VCM da maioria das células vermelhas sanguineas de répteis varia entre 200 a
1200 fl, enquanto a média para CHCM ¢ 30% (22 a 41%) (CAMPBELL, 2006).
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar as alteracdes dos parametros biométricos, hematoldgicos e bioquimicos
sanguineos causados pelo agente etiolégico da acromia cutanea em serpentes Crotalus

durissus cascavella mantidas em cativeiro.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o efeito do agente da acromia cutanea no desenvolvimento das serpentes C.

d. cascavella mantidas em cativeiro durante o periodo de estudo.

e Avaliar a progressdao das areas lesionadas nas serpentes C. d. cascavella durante o

periodo de estudo.

¢ Identificar alteracdes hematoldgicas e bioquimicas nas serpentes C. d. cascavella que

apresentam acrémica cutanea bem como nas que nao possuem alteracGes na pele.

e Avaliar a presenca de fungos na pele das serpentes C. d. cascavella com e sem

acrbmia cutanea, mantidas em cativeiro.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. SERPENTES

Foram utilizadas 24 serpentes da subespécie Crotalus durissus cascavella,
procedentes dos estados de Pernambuco e da Bahia, mantidas em cativeiro no
Laborat6rio de Animais Peconhentos e Toxinas (LAPTX) — UFPE, sendo acompanhadas
durante o periodo de outubro de 2010 a agosto de 2011.

Os animais foram divididos em 3 grupos: A) Grupo controle: 7 animais (4
machos e 3 fémeas) adultos, clinicamente saudaveis de acordo com o exame fisico
realizado pelo veterinario, que foram recebidos no Serpentario 1, completamente
isolado dos animais com acromia, no periodo de 2010 e 2011; B) Grupo assintomatico:
8 animais (6 fémeas e 2 machos) adultos sem manchas, que foram recebidos no
Serpentéario 2 (mesma sala dos animais com acromia), no periodo de 2003 a 2009; e C)
Grupo sintomatico: 9 animais (5 fémeas e 4 machos) adultos com manchas acrémicas

que foram recebidos no Serpentario 2 no periodo de 1997 a 2008 (Tabela 1).

3.2.SERPENTARIOS

A primeira area (17,55 m?), denominada Serpentario 1, é composta por uma
ante-sala de seguranca e uma sala onde sdo mantidas as serpentes que chegam ao
laboratério. Esse serpentario comporta os animais do grupo controle das pesquisas
desenvolvidas no Laboratorio de Animais Peconhentos e Toxinas. A segunda area, o
Serpentéario 2, possui entrada independente do Serpentario 1, tem 13,15 m?2 e abriga o
plantel dos grupos assintomatico e sintomatico.

As duas areas, onde sdo mantidas serpentes, possuem janelas visando a entrada
de iluminag&o natural, pias de inox com bancada de procedimentos, estantes com caixas

plasticas e de madeira para manutengdo das serpentes, um ar condicionado (ligado
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apenas nos periodos quentes para controlar a temperatura do ambiente), um timer para

controle do ciclo de luz artificial de 12 horas e um termo-higrometro (Winner) para

aferir a temperatura e umidade de cada sala.

Tabela 1: Dados gerais das serpentes da subespécie Crotalus durissus cascavella
mantidas no Laboratério de Animais Peconhentos e Toxinas — UFPE.

Serpentério Registro Procedéncia Sexo Data entrada
Serpentario
Grupo Controle
1 562 PE Macho 2010
1 563 PE Macho 2010
1 565 PE Macho 2010
1 566 PE Macho 2010
1 567 PE Fémea 2010
1 568 PE Fémea 2010
1 569 PE Fémea 2011
Grupo Assintomatico
2 244 PE Fémea 2003
2 470 BA Fémea 2006
2 478 PE Fémea 2006
2 507 PE Macho 2007
2 530 PE Fémea 2008
2 534 PE Fémea 2008
2 535 PE Macho 2009
2 538 PE Fémea 2009
Grupo Sintomatico
2 50 PE Macho 1997
2 170 BA Fémea 2000
2 173 BA Fémea 2000
2 175 BA Macho 2000
2 221 PE Macho 2002
2 354 PE Fémea 2004
2 479 PE Macho 2006
2 510 PE Fémea 2008
2 520 PE Fémea 2008
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3.3.MANUTENCAO EM CATIVEIRO

Os animais foram acondicionados em caixas individuais de polipropileno
transparente retangular (15 cm x 22 cm x 14,5 cm) ou de madeira (54 x 40 x 26 cm, 40
x 35 x 25 cm), com tampa frontal de vidro e forradas com papel. Os animais passaram
por uma inspecdo diaria e, quando necessario, tanto a agua disponivel ad libidum,
quanto a forracdo foram substituidos.

As serpentes foram submetidas a um fotoperiodo de 12 horas e mantidas em
salas climatizadas, com temperatura e umidade média de 27,12°C + 0,81°C e 73,76% =
6,92% para o Serpentario 1 e de 26,72°C + 0,88°C e 70,93% * 10,99% para 0
Serpentario 2.

As cascaveéis foram alimentadas, mensalmente, com camundongos Swiss (Mus
musculus albinus) ou Ratos Wistar (Rattus norvegicus albinus), correspondendo a 15%
+ 5% do peso total das mesmas.

Antes do inicio do estudo, as serpentes foram vermifugadas com lvermectina
(Ivomec®) na dose de 0,2 mg/Kg por via subcutéanea em duas doses, com intervalo de
15 dias. Posteriormente, os animais passaram por um periodo de quarentena de trés
meses.

Os animais foram contidos manualmente, com o auxilio do laco de Lutz (Figura
4) para a realizacdo dos procedimentos de biometria e coleta de sangue, realizados em

marco e agosto de 2011.

e 23

Figur 4: Contengéo fisica de Crotalus durissus cascavella com lago de Lutz.
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BIOMETRIA E ESTUDO MACROSCOPICO DA PELE

Foram realizadas as seguintes analises, utilizando paquimetro digital: 1) Peso dos
animais; I1) Comprimento rostro-clocal e caudal; 111) Arco mediano do corpo e da
cauda; V) Numero de lesdes no segmento rostro-cloacal e caudal; V) Comprimento e
largura de cada leséo.

Em todas as analises, as areas lesionadas de pele foram identificadas,
fotografadas com maquina fotogréfica digital e mapeadas em desenho esquematico.
Todos os dados obtidos foram registrados em ficha médica individual de coleta de
dados biométricos e macroscopicos da pele para acompanhamento clinico dos animais
em laboratorio.

A partir dos pardmetros obtidos foram calculados, para cada animal, os seguintes
parametros:

e O percentual do ganho ou perda de peso (kg) e o do crescimento (cm) dos
animais em relacéo as duas coletas;

e as areas das lesbes atraves da multiplicacdo das medidas transversais e
longitudinais das lesdes;

e 0s percentuais das areas lesionadas totais em relacdo a area corpdrea total,
através de regra de trés simples;

e as areas totais das regides rostro-cloacal (ACR) e caudal (AC), utilizando as
seguintes equagdes.

Onde:

ARC = 2m.r.h (considerando gue o corpo da serpente tem forma de um cilindro);

AC =0,5. 2n.r.g (considerando que a cauda da serpente tem forma de um cone);

g=r+h;

sendo: h: comprimento rostro-clocal; 2z.r: arco mediano; g: geratriz.
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3.5 PROCEDIMENTOS MICOLOGICOS DAS BIOPSIAS DE PELE

O processamento para investigacdo de fungos foi realizado no Laboratério de
Micologia Médica — UFPE. Foram coletados amostras dos animais dos grupos controle
(RG 562, 563, 565, 566, 567 e 568), assintomatico (RG 470, 478 e 538) e sintomatico
(RG 50, 170, 173, 175, 221, 354 e 510).

3.5.1. Coleta de escamas

As escamas foram coletadas através de escarificacdo de lesdes com o auxilio de
bisturi esterilizado, sendo a amostra acondicionada em placa de Petri previamente
esterilizada; bem como através de friccdo com Swab em 2 mL de agua destilada
esterilizada adicionada de 50 mg de claranfenicol/L (LACAZ et al., 2002). Apds coleta,
as amostras foram transportadas para o Laboratério de Micologia Médica da
Universidade Federal de Pernambuco para realizacdo de exame direto, cultura e

identificacdo dos agentes etioldgicos.

3.5.2. Exame direto das escamas

O exame direto das escamas foi realizado através da montagem da amostra
clinica entre lamina e laminula com solugcdo aquosa de hidréxido de potassio a 20%
como clarificador. As amostras obtidas com Swab foram processadas a fresco, sem
adicdo de clarificante ou corante, entre lamina e laminula. Em seguida, o material foi
analisado em microscopio Optico onde foi analisada a presenca de estruturas fangicas
(LACAZ et al., 2002).
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3.5.3. Cultura fungica das escamas

Este procedimento foi realizado concomitantemente ao processo para 0 exame
direto. As escamas foram inoculadas em meio &gar Sabourand (SAB) adicionado de
cloranfenicol 50 mg/L contidos em placa de Petri. As amostras obtidas por friccdo
foram semeadas por estrias na superficie do referido meio de cultura. Posteriormente, as
culturas foram incubadas a 28°C e o crescimento acompanhado por um periodo de 10 a
15 dias. A medida que se desenvolviam coldnias fungicas, as mesmas foram purificadas
(LACAZ et al., 2002).

3.5.4. Purificagdo e isolamento das culturas fungicas

Fragmentos das col6nias foram suspensos em 2 mL de &gua destilada
esterilizada contendo 50 mg/L de cloranfenicol. De cada suspensdo, foram semeados
por estrias, 0,2 mL na superficie de agar SAB adicionado de 50 mg/L de cloranfenicol.
Unidades formadoras de coldnia surgidas isoladamente foram repicadas para meio
especifico, de acordo com o fungo, contidos em tubos de ensaio e incubados a 28°C

para posterior identificacdo de acordo com bibliografia especializada.

3.5.5. Identificacdo micoldgica

A identificacdo das culturas de fungos foi realizada através da observacdo das
caracteristicas macromorfologicas, micromorfologicas e quando necessaria observagdo
das caracteristicas fisiologicas. As caracteristicas macromorfoldgicas analisadas foram a

forma, topografia e a coloragdo das colbnias, através do aspecto macroscopico das
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culturas obtidas em agar SAB e &gar Czapeck contidos em placas de Petri ou tubos de
ensaio, incubadas a 28°C durante sete a 10 dias, enquanto que para as
micromorfoldgicas foram retirados pequenos fragmentos das culturas, os quais foram
montados entre lamina e laminula e corados com azul de Amann. Esses fragmentos
foram observados ao microscépio luminoso, a fim de serem analisados quanto a
presenca de estruturas somatica e reprodutivas. Quando necessério, foi preparada
cultura em lamina (DE HOOG et al., 2000; LACAZ et al., 2002; SAMSON et al.,
2007).

3.6 COLETA SANGUINEA

A coleta de sangue foi realizada no més de marco de 2012, 30 dias apds a
alimentacdo, por puncédo da veia coccigea ventral segundo Almosny & Monteiro (2006)
(Figura 5), sendo retirado o volume maximo de 1,5 mL de sangue (LILLYWHITE et
al.,1983). O sangue foi coletado com anti-sepsia realizada no local com alcool iodado,
utilizando seringa descartavel de 3 mL, de acordo com o tamanho do animal.

No momento da coleta, foram confeccionados esfregacos sanguineos, sendo o
restante do material acondicionado em tubos plasticos de fundo cénico (Eppendorf®)
previamente rinsados com heparina sédica 5.000U1/ ml (Liquemine ®) e imediatamente

mantidos sob refrigeracdo em isopor contendo gelo.
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Figura 5. Coleta de sangue da veia caudal ventral em

Crotalus durissus cascavella.

3.7. PARAMETROS BIOQUIMICOS

As dosagens de alanina amino transferase (ALT), aspartato amino transferase
(AST), creatinoquinase (CK), fosfatase alcalina (FA), proteinas plasmaticas totais
(PPT), albumina, glicose, colesterol, HDL, triglicerideo, acido Urico, creatinina, célcio,
ferro, amilase, sodio, potassio e cloreto foram realizadas a partir do plasma, utilizando
testes colorimétricos especificos Labtest (Labtest Diagndstica®), de acordo com as
instrucdes do fabricante, e processados em aparelho automatizado Lab Max 240
(Labtest Diagnostica®). O valor da globulina foi obtido a partir da subtracdo da PPT e

albumina e também foi calculada a razdo albumin/globulina.
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3.8 PARAMETROS HEMATOLOGICOS

3.8.1. Coloracéo dos esfregacos sanguineos

Os esfregacos confeccionados foram secos ao ar livre e submetidos as técnicas
de coloracdo de May-Grunwald-Giemsa (MGG) modificado (ROSENFELD, 1947) para
posterior realizacdo da contagem total dos tipos celulares, leucometria especifica,
hematoscopia e pesquisa de hemoparasitos.

3.8.2 Contagem total dos tipos celulares

Inicialmente, as contagens totais de eritrocitos, leucocitos e trombdcitos foram
realizadas de acordo com Ramed-de-Albuquerque (2007), a partir de uma diluicdo do
sangue total 1:100 em solucédo isotdnica de Gower acrescido do corante Giemsa, na
proporcao de 6 gotas de Giemsa para cada 10 mL do liquido de Gower (ALMOSNY &
MONTEIRO, 2006). A solucdo diluida foi entdo colocada em cAmara de Neubauer® e
as células contadas em microscopio 6ptico em aumento de 400 vezes.

Os eritrocitos presentes foram contados em 5/25 células do reticulo central. O

namero total de eritrocitos foi obtido pela formula:
N° de eritrécitos contados x 100 x 10 x 5 (expresso em células/mm?®)
Os leucdcitos e trombdcitos foram contados, separadamente, nas células dos 16

quadrados simples localizados nos cantos da Camara de Neubauer. O nimero de

leucdcitos e trombdcitos totais foram obtidos pela férmula:
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N° de leucdcitos ou trombdcitos contados x 100 x 10 x 0,25 (expresso em

células/mm?®)

Tendo em vista a dificuldade de diferenciacdo entre alguns trombdcitos e
linfocitos observados através da contagem na cadmara de Neubauer e leucometria
especifica, a contagem total para trombécitos e leucécitos em camara de Neubauer® foi
somado e, posteriormente, foi realizada a contagem de 100 células (leucécitos e
trombdcitos) em esfregaco sanguineo, aplicando uma regra de trés simples para
determinar a porcentagem de cada tipo celular.

3.8.3 Determinacéo do Volume Globular (VG)

Para a determinacdo do volume globular foi utilizada a técnica do
microhematdécrito (THRALL, 2004), que consiste no preenchimento de um tubo capilar
com sangue total, vedado com fogo em uma das suas extremidades e centrifugado em
microcentrifuga por 5 minutos a 10.000 rpm. O volume das células aglutinadas foi lido

em cartdo de hematocrito.

3.8.4 Hemoglobinometria

A hemoglobina foi dosada através de kit Labtest® (Labtest Diagndstica), obtida
através da leitura colorimétrica da cianometahemoglobina em comprimento de onda de
540nm, segundo Campbell (2006).
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3.8.5 Determinagdo do VCM, CHCM e HCM

Os indices hematimétricos foram obtidos segundo Almosny e Monteiro (2006) e

através das seguintes férmulas:

VCM (Volume Corpuscular Médio)= ht x 10/he (expresso em fl)

HCM (Hemoglobina Corpuscular Média)= hb x 10/He (expressa em pg)

CHCM (Concentragdo Hemoglobinica Corpuscular Média) = hb x 100/ht (expressa em %)

3.8.6 Leucometria especifica

Para as contagens diferenciais dos leucocitos, os esfregacos foram lidos em
microscopia oOptica sob imersdo em aumento de 1000 vezes, seguindo um padrdo de
leitura em guarda grega percorrendo toda a lamina. Os diversos tipos de globulos
brancos foram anotados com auxilio de contador digital multiplo (Leucotron ®). Por
meio dessa contagem, foram avaliadas as seguintes células: heterofilos, basofilos,

azurdfilos, monadcitos, linfécitos e eosinofilos segundo Almosny (in press).

3.8.7 Pesquisa de Hemoparasitos

A pesquisa de hemoparasitos foi realizada durante o periodo de realizacdo da

leucometria especifica, nos mesmos esfregacos corados com MGG.
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3.9. ANALISE ESTATISTICA

Para testar diferencas nos valores meédios dos pardmetros biométricos,
bioquimicos e hematoldgicos entre os diferentes grupos foi realizado, primeiramente, o
teste de Kolmorov-Smirnov para verificar a normalidade dos residuos e o teste de
Bartlett para homocedasticidade das variancias. Na afirmativa destas normalidades foi
realizada Analise de variancia (ANOVA) de um fator para cada uma das variaveis

utilizadas.

Quando houve diferencas significativas (p<0,05) foi realizado o Teste de Duncan
a posteriori para confirmar onde as diferencas estavam localizadas. Alguns dados,
mesmo apos a transformacgdo dos mesmos em logip, Ndo apresentaram normalidade de
residuos e homocedasticidade das variancias. Diante disto foi realizada uma Analise de
Variancia de Kruskal-Wallis (ANOVA) para verificar a significancia das diferencas
entre 0s grupos e, em seguida, foram utilizadas comparacdes multiplas a posteriori para

verificar onde as diferencas estavam localizadas.
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4. RESULTADOS

4.1. Biometria e estudo macroscopico da pele

Durante o periodo de margo a agosto de 2011 ocorreu o 6bito de um animal do
grupo controle (RG 569). Os resultados mostraram que, nesse periodo, nos animais do
grupo controle o ganho de peso foi menor (média de 4,23%) em relacdo aos animais dos
grupos assintomatico (17,16%) e sintomatico (17,38%) (Tabela 2). Por outro lado, ndo
houve diferenca estatisticamente significante entre o ganho de peso dos grupos
assintomatico e sintomatico, bem como entre o crescimento observado nos trés grupos
de estudo (Tabela 2).

Os resultados revelaram a existéncia de lesdes que continham escamas
atrofiadas, acrdmicas e hipercrébmicas nos animais do grupo sintomatico. Essas
alteracbes foram visualizadas na mesma lesdo ou isoladamente. As maiores lesdes
continham regifes acrémicas e atrofiadas no centro e regides de hipercromia nas bordas
(Figuras 6 e 7). Dois animais do grupo sintomatico apresentaram ruptura da pele do
dorso, sendo possivel a visualizacdo da derme (Figura 8).

As lesdes acromicas localizaram-se tanto na regido entre escamas quanto na
propria escama (Figura 6A e B). Por outro lado, a hipercromia foi observada apenas na
regido das escamas e em areas pontuais (Figura 6A).

A maioria das lesdes foi encontrada no corpo e no dorso dos animais e poucas na
regido da cauda e da cabeca. As lesbes acromicas localizadas dorsalmente apresentavam
aspecto opaco, enquanto que as encontradas ventralmente ou proximas ao ventre

apresentavam aspecto leitoso (Figura 6 e 7).



Tabela 2: Pardmetros biométricos das cascaveis dos grupos controle, assintomatico e
sintomatico em marco (Col 1) e agosto (Col 2) de 2011

Grupos/N°de Peso (KQ) Ganho/ CT (cm) Aumento
Registro (RG) Coll Col2 Perda Col 1 Col2 CT (%)
peso (%)
Controle
562 0,875 0,880 0,57 122,0 122,0 0,00
563 1,370 1,000 -1,82 137,5 138,0 0,36
565 0,145 0,175 17,14 71,2 83,0 14,22
566 0,575 0,485 -15,65 104,0 104,1 0,10
567 0,830 0,755 -9,04 115,5 115,6 0,09
568 0,125 0,190 34,21 66,5 73,0 8,90
569 1,220 T - 127,4 - -
Média 0,730 0,580 4,24 106,30 105,95 3,94

+ desvio +049 *0,35 +18,37 2760 +2234 +560

Assintomatico

244 0,960 1,000 14,28 1245 1245 0
470 0,665 0,830 19,88 113 114 0,88
478 0,360 0,520 30,77 93,5 99,5 6,03
507 0,160 0,190 15,79 74,5 77 3,25
530 0,415 0,430 3,49 95 95,2 0,21
534 0,750 0,875 14,28 117,2 117,4 0,17
535 0,265 0,325 18,46 79,4 84,5 6,03
538 1,450 1,730 16,18 138,5 139 0,36
Média 0,620 0,730 *17,16 105,10 107,01 2,09
+ desvio +0,40 0,45 +8,61 +22,04 +£2051 250
Sintomatico
50 0,890 1,145 22,27 128 128 0
170 0,915 1,055 13,27 123 123 0
173 1,095 1,275 14,12 124,5 126,5 1,58
175 0,560 0,685 18,25 114,5 115 0,43
221 1,025 1 15,64 126 127 0,79
354 1,170 1,455 19,59 119 120 0,83
479 0,295 0,425 30,59 87,4 91 3,96
510 0,505 0,62 18,55 106,5 108,5 1,84
520 0,880 0,955 7,85 128 128 0
Média 0,880 1,03 *17,38 120,21 121,14 0,78

+ desvio +0,26 0,30 + 3,20 +7,55 +722 +0,72

Col: Coleta; Ganho Peso (%): Ganho de peso da coleta 2 em relacdo & coleta 1 (%); CT:
Comprimento Total; Aumento CT (%): Aumento do Comprimento Total da coleta 2 em relagdo
a coleta 1(%); * Diferenca significativa do grupo controle em relagdo aos grupos assintomatico
(p=0,0152) e sintomético (p=0,0192).
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Figura 6: Diferentes tipos de lesBes cutaneas de C. d. cascavella. A) Aspecto hipercrdmico nas
bordas (0). B) Aspecto acromico nas escamas e entre escamas (0) e escamas consumidas (A).

Figura 7: Lesdo acrémica de aspecto leitoso da regido
ventral de C. d. cascavella (—).
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Figura 8: Ruptura da pele dos espécimes de RG 520 (A) e RG 479 (B) da subespécie C. d.
cascavella do grupo sintomatico.

Nos animais do grupo sintomatico, com excessdao dos RGs 479 e 520, que

apresentavam apenas rupturas da pele, foi verificada grande variacdo no nimero de

lesbes por animal (1 a 19), na area total das les6es por animal (0,87 a 20,26 cm?) e na

area lesionada em relacdo a area corpdrea de cada individuo (0,04 % a 1,11%). Por

outro lado, ndo foram observadas variacGes estatisticamente significantes entre a

primeira e segunda coleta, em todos os parametros avaliados (Tabela 3).

Tabela 3: Biometria das areas lesionadas da pele de C. d. cascavella do grupo sintoméatico em

marco (Col 1) e agosto (Col 2) de 2011

NC lesGes Area lesionada Area total (cm?) Area lesionada (%)*
(cm?)

RG Coll Col2 Coll Col?2 Col 1 Col 2 Coll Col2
50 19 15 20,26 16,81 1821,99 1948,36 1,11 0,86
170 10 13 13,97 18,62 1606,14 1747,95 0,91 1,06
173 3 2 5,20 4,74 2126,74 2260,23 0,24 0,21
175 3 3 5,21 5,88 1479,45 1488,66 0,35 0,40
221 5 3 12,45 12,21 2127,19 2204,19 0,59 0,55
354 2 2 0,88 0,87 2261,66 2320,41 0,04 0,04
510 1 3 8,04 11,08 1264,27 1657,85 0,64 0,67
Meédia 6,14 5,85 9,43 10,03 1812,49 1946,8 0,55 0,54
tdesvio +6,38 +561 #6,55 +651 +377,19 +325,83 +0,37 +0,35

Col: coleta.
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4.2. Estudo micoldgico da pele

Os resultados mostraram que dos seis animais do grupo controle, apenas trés
apresentaram estruturas fangicas ao exame direto, com visualizacdo de raros esporos e
raros filamentos micelianos hialinos septados. Foi possivel a identificacdo de esporos de
Curvularia sp. para o animal de RG 568.

No grupo assintomatico, dois dos trés animais analisados apresentaram raros
esporos no exame direto, contudo a cultura desse material ndo foi obtida com sucesso.

Para 0 grupo sintomatico, cinco das oito cascaveis analisadas apresentaram
estruturas fungicas em parasitismo, com hifas hialinas, septadas, esporos, bem como
celulas de leveduras.

As estruturas fungicas constatadas em parasitismo no grupo sintomatico diferem
em desenvolvimento, quantidade e fixacdo as escamas quando comparadas aos
resultados observados nos demais grupos, enfatizando a relevancia destas estruturas no
parasitismo. Os fungos isolados de escamas dos animais sintomatico pertencem as

leveduras e aos fungos filamentosos, entre estes Aspergillus sp. e outros géneros.

4.3. Parametros bioquimicos

Os resultados dos pardmetros bioguimicos mostraram as concentragdes de ALT,
AST, CK, FA, glicose, colesterol, HDL, creatinina, ferro, amilase, sodio, potassio e
cloreto nao apresentaram diferencas significativas entre os animais dos grupos controle,
assintomatico e sintomatico (Tabela 4).

Os niveis de albumina foram significativamente menores nos animais dos grupos
assintomatico e sintomatico em relacdo aos controles. Os niveis de albumina dos
animais do grupo sintomatico também foram significativamente menores do que 0s
apresentados pelo grupo assintomatico. Por outro lado, a relacdo aloumina/globulina foi
significativamente maior tanto nos animais do grupo assintomatico quanto sintomatico
em relacdo aos controles, sendo os valores dos animais do grupo sintomatico

significativamente menores do que o do grupo assintomatico (Tabela 4).
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Os niveis de proteinas totais e acido uUrico dos animais do grupo sintomatico
foram significativamente menores do que os identificados nos animais controles. Por
outro lado, as concentracfes de triglicerideos e célcio foram diferentes apenas entre 0s
animais mantidos no serpentario 2, sendo ambas significativamente menores nos

animais do grupo sintomatico em relacdo aos do grupo assintomatico (Tabela 4).

4.4. Parametros hematolégicos

A contagem total de trombocitos (CTT) e de leucocitos (CTL) foram os dnicos
parametros hematoldgicos que apresentaram diferencas estatisticamente significativas
entre 0s grupos avaliados no presente estudo. Os animais do grupo controle
apresentaram um maior nimero de leucécitos (CTL) e trombocitos (CTT) em relagéo
aos grupos sintomaticos e assintomaticos. Além da diferenca observada no grupo
controle, a contagem total de leucécitos dos animais do grupo sintomatico foi
significativamente maior do que a contagem observada nas casvaveis do grupo
assintomatico. Os demais parametros hematoldgicos avaliados foram similares nos trés

grupos de estudo (Tabela 5).



Tabela 4: Parametros bioquimicos do sangue de Crotalus durissus cascavella dos grupos
controle, assintomatico e sintomatico

Controle Assintomatico Sintomatico
(n=7) (n=8) (n=9)
ALT 4,29 + 2,29 4,00 + 2,00 3,78 + 2,68
S a. D )
AST 14,00 + 12,60 22,43 +17,93 17,56 + 14,77
S a. D )
CK 153,29 + 84,38 260,83 + 222,08 208,22 + 154,96
S a. . O )
FA 28,00 + 12,50 18,13 + 8,85 15,33 +11,41
(S (0 R () D )
Albumina 31,09 + 0,16 by 65 + 0,61 0,83 + 0,21
Q@) () R C) @
Globulina 4,21+ 0,16 3,79+0,79 3,22 + 0,85
Q@) () R C) )
Albumina/ 9,26 + 0,03 40,33 + 0,03 €0,27 + 0,03
_Globulina ) ¢ R @
PPT '531+111 4,69 + 0,54 1397 + 0,82
QMY () R ) )
Glicose 28,86 + 8,32 28,63 + 9,77 25,78 + 8,39
(mgdL) O (<) B ©
Colesterol 165,14 + 108,70 189,57 + 85,06 127,44 + 58,25
(mgdL) a. D ©
HDL 19,00 + 9,87 18,83 + 10,30 10,33 + 2,88
(mgdL) R () N ©
Triglicerideo 25,60 + 13,70 938,25 + 23,66 917,78 + 13,23
(mgar) () R () N )
Ac. Urico 282 +219 1,45+ 0,53 "1 34+1,05
(mg/dL) (00 R () N ©
Creatinina 0,64 + 0,24 0,62 + 0,10 0,66 + 0,40
(mg/dL) (00 R () N ©
Calcio 12,94 + 1,50 14,29 + 2,47 111,56 + 1,77
(mg/dL) () R ) ©
Ferro 59,20 + 14,89 58,50 + 18,72 49,11 + 17,27
(mg/dL) () B () N ©
Amilase 449,80 + 59,72 426,17 + 150,51 392,00 + 122,68
R T ) )
Sadio 148,05 + 7,42 157,91 + 15,56 156,41 + 20,82
(mEg/dL) @ e ©
POtassio 5,73 + 0,68 592 +111 5,78 + 1,21
(mEQ/AL) @ e O
Cloreto 107,25 + 10,82 125,99 + 16,20 137,26 + 14,29
(mEq /dL) (2) (8) 9)

ALT: alanina aminotransferase; AST: aspartato aminotransferase ; CK: creatino quinase; FA:
fosfatase alcalina; PPT: proteina plasmatica total; HDL: lipoproteina de alta densidade; nd: ndo
determinado por quantidade insuficiente de amostra. Os valores representam a média + desvio padrdo
de cada grupo. Diferencas estatisticamente significantes: *p= 0,0466; °p=0,0311; “p= 0,0169; “p=
0,0061; ®p= 0,0149; 'p= 0,0196; %p= 0,0335; "p= 0,0228; 'p=0,0209
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Tabela 5: Pardmetros hematol6gicos de Crotalus durissus cascavella dos grupos controle,
assintomatico e sintomético

68

Parametros Controle Assintomético Sintomatico

Hematoldgicos (n=7) (n=8) (n=9)

CTE (10° cels/mm® 629,57 £ 94,52 459,25 + 224,41 598,00 * 234,82
CTL 10 celsimm®) %P1443536 °C6.804,06 ©t10677,22
_________________________________ 215977 2200439 +467292

HB (g/dL) 5,98 + 1,34 6,83 + 0,77 7,15 + 2,89
Ht(%) — 2714%285 2575+1,16 . 2444+321
VCM (fL) 439,10 7534 774,88 +551,36 491,77 +276,87
"HCM (pg) 97,72+2751 203,94 + 14446 177,31 +227,04
"CHCM (%)  2213+479 2657+311 29,78 +1384
‘Linfécitos (%) | 66,00 +1640 76,13+10,06 71,44 +1526
‘Monécito (%) 029+049 013035  0111%033
“Azuréfilos (%) 1229+531 10,88+533  911+344
‘Heterdfilos (%) 20,00 +1523 12,63+1214 18,89 £ 14,35
“Eosinéfilo (%) 000 000 000
‘Basofilos (%) ~ 1,43+£098 038+052  044%073
"CTT (10°celsmm  ©¥16100,36 + 3073,21 97383,44 +3012,24 °9017,22 + 5607,57

CTE: contagem total de eritrécitos; CTL: contagem total de leucécitos; HB: hemoblobina; Ht:
hematécrito; VCM: volume corpuscular médio; HCM: hemoglobina corpuscular média; CHCM:
concentracdo hemoglobinica corposcular média; CTT: contagem total de trombdcitos; Diferencas
estatisticamente significantes: ®p=0,0003; °p=0,0356; °p=0,0308; “p=0,00009; ®p= 0,0003

As diferencas morfologicas mais distintas entre as células dos animais dos trés

grupos estudados referem-se aos eritrocitos e trombaocitos.

De uma forma geral, os eritrdcitos maduros variaram pouco quanto ao seu

formato, apresentando-se ovais e alongados. Para todos os grupos, foram observadas

raras células com nucleo picnético (Figura 9A), jovens (imaturos) (Figura 9B) e em

divisdo mitética (Figura 9C).
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Figura 9: Fotomicrografias de células sangliineas coradas com May-Grunwald-Giemsa

modificado (Rosenfeld, 1947) (aumento 1000x). (A) Eritrdcito com ndcleo picnético; (B)
Eritrocito jovens; (C) Eritrocito com atividade mitética.

Como caracteristica marcante, foi observado pleomorfismo nuclear eritrocitario
mais elevado no sangue dos animais do grupo sintomatico, moderado nos
assintomaticos e de moderado a leve nos controles. Dessa forma, os ndcleos
apresentavam-se de redondos a ovalados ao com formato ameboide (Figura 10).

Figura 10: Fotomicrografias de células sangiineas coradas com May-
Grunwald-Giemsa modificado (Rosenfeld, 1947) (aumento 1000x). (A)

Eritrocitos com nlcleos ovalados; (B) Eritrocitos com nlcleos ameboides.

Uma particularidade observada apenas em alguns animais do grupo
assintomatico foi a presenca de “rouleaux” eritrocitario (Figura 11).
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Figura 11: Fotomicrografias de células sanglineas
coradas com May-Grunwald-Giemsa maodificado
(Rosenfeld, 1947) (aumento 1000x). Eritrcitos em
“rouleaux”.

Foi observada a presenca de hematozoarios intraeritrociticos conhecidos como
hemogregarinas em cinco cascaveis, sendo duas do grupo controle (RGs 568 e 562) e
trés do grupo sintomatico (RGs 479, 510 e 520) (Figura 12). A identificacdo
morfoldgica a nivel de espécie sugere Hepatozoon sp. e/ou Hemogregarina sp para 0s

achados observados, sendo necessario a confirmacéo através de biologia molecular.

Figura 12: Fotomicrografias de células sangiineas coradas com May-Grunwald-
Giemsa modificado (Rosenfeld, 1947) (aumento 1000x). Eritrocitos parasitados
por hemogregarinas.
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Os trombdcitos, em sua maioria, ndo se apresentaram integros e raramente
possuiam formato eliptico. As formas morfolégicas mais comuns foram a arredondada e
a ameboide. Foram constatadas diversas alteragdes morfoldgicas com caracteristicas de
trombdcitos ativados, como a presenca de margens irregulares, perda do citoplasma e
dificil visualizacdo da membrana celular, citoplasma com material granular, polimorfia
e agregados trombocitarios (Figura 13). Tais alteragdes morfoldgicas foram mais
marcantes no sangue dos animais do grupo sintomatico, seguido dos assintomaticos e
dos controles, de forma que os animais do grupo controle apresentaram trombdcitos

mais preservados, mesmo ndo apresentando normalidade morfoldgica.

Figura 13: Fotomicrografias de células sanguineas coradas com May-Grunwald-Giemsa
modificado (Rosenfeld, 1947) (aumento 1000x). Trombocitos: (A) forma ameboide com
citoplasma preservado; (B) margens irregulares e perda citoplasmatica; (C) agregado
trombocitario; (D) presenca de material granular fino.
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As células leucocitarias apresentaram alteracdes morfoldgicas semelhantes nos
animais dos trés grupos. De todas as células maduras da linhgem leucocitaria, o
eosindfilo foi a Unica que ndo foi observada no presente estudo e os baséfilos e
mondcitos ndo apresentaram alteracbes morfolégicas. Os azuréfilos apenas variaram
quanto a quantidade de vaculos, mas tal variagdo se mostrou similar em todos 0s grupos
(Figura 14).

Figura 14: Fotomicrografias de células sangiineas coradas com

May-Grunwald-Giemsa modificado (Rosenfeld, 1947) (aumento
1000x). (—) Azuréfilos sem vaclolos, (A) Azuréfilos com

vacuolos, (*) Trombécito.

No sangue dos animais dos trés grupos foram observados dois tipos heterofilos
com morfologia normal: com citoplasma claro (ou degranulado) e contendo granulos
eosinofilicos (Figura 15).

De um modo geral, foi constatada a presenca de heterofilos toxicos nos animais
de todos os grupos, apresentando granulos anormais de coloragdo basofilica, heteréfilos
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fagocitando particulas, heterdfilos degranulando e com lobulagdo do ndcleo, sendo esta
ultima alteragdo morfoldgica visivel apenas no grupo sintomatico (figura 16).

Figura 15: Fotomicrografias de células sangliineas coradas com May-Grunwald-Giemsa
modificado (Rosenfeld, 1947) (aumento 1000x). (—) Heterofilo com citoplasma claro;
(*) Heteréfilo com granulos eosinofilicos; (A) Azuréfilo com  vaclolos;

(=) Trombdcito.
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Figura 16: Fotomicrografias de células sanguineas coradas com May-Grunwald-
Giemsa modificado (Rosenfeld, 1947) (aumento 1000x). Heterdfilo com citoplasma
claro com nucleo lobulado; (B) Heterofilo fagocitando e com granulos anormais
basofilicos no citoplasma; (C) Heterdfilo rompido evidenciando os tamanhos e
formatos variados de seus granulos; (D) heterofilo fagocitando.

Além da presenca de linfécitos com estrutura morfologicamente preservada,
com forma arredondada, nucleo ocupando praticamente toda a célula e um citoplasma
periférico, basofilo, em forma de meia lua; foi constatada a presenca de linfécitos
reativos no sangue dos animais dos trés grupos. Estas células apresentaram alteracfes
morfolégicas como a presenca de ndcleo com cromatina menos densa, tanto em
linfocitos pequenos e grandes, segmentacdo do ndcleo e vacuolizagdo citoplasmatica.
Os linfocitos apresentaram grande semelhaga com os trombdcitos devido & forma
ameboide, a cromatina mais frouxa e a reducdo dréstica do citoplasma apresentada por
algumas células (Figura 17).
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Figura 17: Fotomicrografias de células sangiiineas coradas com May-Grunwald-Giemsa
modificado (Rosenfeld, 1947) (aumento 1000x). (A) Linfécito com estrututa
morfoldgica preservada; (B) Linfocito com nicleo em segmentacdo (C) Semelhanca
entre linfécitos (—) e trombdcitos (A) (D) linfocito com vacuolos.



76

5. DISCUSSAO

Durante o tempo de estudo, o agente da acromia cutanea parece nao ter
interferido no crescimento e ganho de peso das cascavéis, de tal forma que os animais
dos grupos sintomatico e assintomatico apresentaram desenvolvimento similar.

No entanto, foi observado que o grupo controle adquiriu uma porcentagem de
peso significativamente menor quando comparada aos demais grupos. Tal constatacdo
pode ser explicada pelo fato das cascavéis do grupo controle ainda ndo estarem
adaptadas as condicbes do cativeiro, devido ao menor tempo no serpentério (tempo
médio de 1,85 anos) em relacdo aos animais dos grupos assintomatico (5 anos) e
sintomatico (9,2 anos). A sindrome de méa adaptacdo ao cativeiro pode proporcionar
inapeténcia, emagrecimento (mesmo com a alimentacdo normal da serpente),
fragilidade dos tecidos e aumento da susceptibilidade a infec¢des por microorganismos,
tanto patogénicos quanto os normalmente in6cuos (BARBOSA, 2006).

Durante o periodo de quarentena houve perda de dois animais do plantel
controle, que ndo foram incluidos neste estudo e o animal de RG 569 (controle) foi a
Obito apds a primeira coleta de dados, 0 que sugere que 0s esses animais estdo sofrendo
da sindrome de méa adaptacéo ao cativeiro. Sabe-se que 80% dos animais com menos de
dois anos de cativeiro vao a Obito devido as fragilidades apresentadas pelo estresse da
mé adaptacdo (BARBOSA, 2006).

O estudo macroscépico da pele de C. d. cascavella confirmou a presenca de
escamas acromicas e hipercromicas, conforme descrito por Aradjo em 2003 e 2006.
Estudos histopatoldgicos da pele das cascaveis com acromia mostraram que as lesdes
apresentam destruicdo nuclear progressiva dos melandcitos com consequente
diminuicdo ou auséncia da producédo de melanina, bem como o desaparecimento gradual
da camada de cromat6foros (ARAUJO, 2003).

O presente estudo mostrou dois novos padrdes no desenvolvimento das lesGes:
escamas atrofiadas (consumidas) e epiderme com rupturas. Aradjo (2003, 2006), ao
analisar ultraestruturalmente as escamas acrémicas, observou que o agente etioldgico
provocou a destruicdo de todos os tipos celulares da epiderme e derme, inclusive as
células do estrato germinativo. Estas células conservaram apenas as membranas
plasmaticas, sem qualquer conteudo citoplasmatico, indicando que o prejuizo na pele

das cascaveéis ndo estava restrito somente a questdo da coloracéo, mas atingiu também a
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producédo de todo seu complexo epidérmico. A progressdo dessa condicdo patoldgica no
periodo de 2006 a 2012, certamente, justifica as lesdes observadas no presente estudo.
A perda da integridade da membrana basal da camada epidérmica interna, com
destruicdo parcial e total, antes observada apenas microscopicamente, pode explicar a
presenca de escamas atrofiadas e o rompimento da epiderme como evolugdo desse
processo inicial de degradacdo celular. Essas lesbes apresentaram cicatrizacdo no
periodo entre coletas (marco e agosto), porém, a nova epiderme apresentava somente a
epiderme fina, rica em alfa queratina e normalmente encontrada na regido entre escamas
(TONI & ALIBARDI, 2007). Essa regido apresentou-se muito sensivel, ocorrendo
novamente a ruptura quando 0s manuseados.

Hipovitaminose C em boideos (jibdias e pitons) causa sangramento gengival
espontaneo e rompimento da membrana basal da derme e epiderme devido a deficiéncia
na hidroxilacdo da prolina, envolvida na producéo e funcdo do colageno (MEHLER &
BENNETT, 2006; HERNANDEZ-DIVERS, 2006 apud PARANZINI, 2008). A
hipovitaminose C pode ndo ser causada apenas pela dieta, uma vez que serpentes do
género Thamnophis sdo capazes de produzir quantidades suficientes de vitamina C nos
rins (MEHLER & BENNETT, 2006), levantando a suspeita que tal deficiéncia também
pode estar associada a uma doenca renal. Normalmente, niveis elevados de acido Urico
estdo associados a presenca de doenca renal em répteis (ALMOSNY & MONTEIRO,
2006).

A desnutricdo também causa perturbacdo aguda das camadas epidérmica e
dérmica da pele de jiboias e pitons, com auséncia de sangramento gengival,
(JACOBSON, 1991; FRYE, 1991 apud MEHLER & BENNETT, 2006; PATERSON,
2006).

O ganho de peso consideravel, aliado aos baixos niveis de &cido drico, a
presenca de lesdes cutaneas e auséncia de sangramentos tornam improvaveis que a
desnutricdo, a hipovitaminose C ou doenca renal sejam as possiveis causas da ruptura
da pele das cascaveis analisadas nesse estudo.

Vale ressaltar que Araldjo (2006) verificou a existéncia de inclusdes
intranucleares e intracitoplasmaticas de particulas indefinidas no interior dos
queratindcitos, envolvidas por membranas semelhantes as capas protéicas que
normalmente encapsulam colénias virais. Tendo em vista que 0s queratindcitos sdo as

celulas mais numerosas da epiderme e as maiores responsaveis pela formacdo do
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epitelio estratificado pavimentoso, sendo consideradas as células mais importantes para
manter a integridade estrutural da epiderme (MONTAGNA & PARAKKAL, 1974 apud
BOLLER, 2007), possivelmente, essas células estdo sendo atingidas, o que pode estar
provocando a atrofia das escamas e a ruptura da pele na regido entre escamas.

O padréo preferencial de distribuicdo de lesbes no corpo e no dorso dos animais
também foi observado em estudos anteriores por Aradjo (2003), mostrando que tal
patologia ainda apresenta 0 mesmo padréo de distribuicdo. O fato das lesbes estarem
localizadas em vérias regides do corpo sugere que esta patologia seja sistémica com
disseminacdo por circulacdo sanguinea e/ou linfatica (KAPLAN, 2002).

Foi possivel constatar que, durante o periodo de estudo ndo houve aumento no
namero de serpentes acometidas pela acromia cutanea, em oposicdo a situacéo descrita
por Araujo (2006), que observou uma duplicagdo no nimero de serpentes com acromia
(7 para 14 animais), no periodo de julho 2003 a agosto de 2005. Na verdade, além de
ndo ocorrer aumento do numero de animais com acromia, as areas totais lesionadas no
corpo dos animais apresentaram-se menores quando comparadas aos estudos pioneiros
de Aradjo (2003, 2006).

Dessa forma, pode-se sugerir que desde o inicio do processo patolégico, tal
doenca passou por uma fase exponencial de disseminacdo e progressao das lesbes
cuténeas acromicas (fase aguda da doenca) e agora se encontra na fase cronica.

Em 2006, Araujo analisou os animais de RG 50, 170, 173, 175, 221 e 354, que
correspondem a 66,6% do plantel que compde o grupo sintomatico do presente estudo.
Nesta época, 0s animais ja estavam adaptados ao cativeiro ha varios anos e
apresentavam aumento exponencial das lesdes cutaneas. A analise micoldgica da pele
dessas cascaveis identificou Aspergilus janus somente quando as culturas da pele foram
realizadas, porém, quando as amostras foram assepciadas antes das coletas, as estruturas
fungicas ndo foram identificadas mesmo ap6s a cultura, indicando que o fungo
encontrado ndo estava no interior do tecido (ARAUJO, 2006). Doencas flingicas sdo
patdgenos secundarios ou oportunistas comuns em répteis (ALLENDER et al., 2011).

Neste estudo foram identificadas estruturas fangicas nos trés grupos de estudo.
Os animais do grupo sintomatico mostraram um parasitismo mais desenvolvido do que
0S outros grupos, tanto no namero de individuos que apresentaram estruturas fungicas

quanto na quantidade de estruturas identificadas. A presenca de Aspergillus sp.,
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Curvalaria sp. e leveduras ja foi descrita para cascaveis e jiboias mantidas em cativeiro
(COSTA et al.,, 2003; CAMPAGNER, 2011).

O excesso de umidade e temperatura pode promover a replicacéo e esporulacao
de fungos, de modo que a exposi¢cdo a esporos fungicos pode atingir uma magnitude que
debilite o sistema imune do animal (PARE, 2006). Além da presenca de patologias
como a acromia cuténea, as proprias condi¢cbes de manejo em cativeiro intensivo podem
propiciar o aparecimento de fungos oportunistas (ALLENDER et al., 2011).

As médias da temperatura para 0s dois serpentarios, onde as serpentes foram
mantidas durante o periodo experimental, estiveram proximas as médias obtidas em
estudos sobre a manutencdo de Crotalus durissus em cativeiro (COSTA et al., 2006)
(sempre acima de 20°C) e Campagner (2011) (entre 25 e 28°C). No entanto, as médias
de umidade relativa para os serpentarios da UFPE foram consideradas excessivas,
apresentando-se superiores as recomendadas para espécie, isto é, em torno de 60%
(COSTA et al., 2006). A alta umidade pode contribuir para o surgimento de infecgcdes
na pele, com a proliferacdo de fungos e bactérias (JACOBSON et al., 2000), situacédo
constada nas serpentes dos dois recintos.

As anélises bioquimicas fornecem informag6es importantes em relagcdo ao estado
clinico e metabdlico do individuo, podendo ser utilizadas no auxilio ao diagnostico, no
acompanhamento clinico e no prognéstico de diversas moléstias que acometem o0s
animais (GONZALEZ & SILVA, 2006; SILVA, 2010).

Os valores médios para glicose, colesterol, fosfatase alcalina, sodio, potassio e
cloreto encontrados para os trés grupos de estudo podem ser considerados normais em
relacio aos valores de referéncia para cascavéis das espécies Crotalus atrox
(DESSAUER, 1970) e Crotalus durissus (TROIANO et al, 2001; RAMEH-DE-
ALBUQUERQUE, 2007; SILVA et al., 2010).

Embora ndo sejam descritos valores normais para concentracdo de ferro no
sangue de cascavéis, todos os resultados obtidos nesse estudo apresentaram-se proximos
ao limite inferior estimado para Boiga irregulares (LAMIRANDE et al., 1999). A
concentracdo de amilase também é pouco estudada em cascavéise sO existem
relatos que observaram grande variacdo e que ndo permitiram qualquer correlagdo com
0 estado de saude dos animais (SILVA et al., 2010). Os valores de amilase encontrados
nos trés grupos analisados no presente estudo apresentaram-se dentro dos

padrbes quando comparados aos obtidos com anacondas (CALLE et al., 1994).
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Os valores individuais de CK, ALT e AST dos animais dos trés grupos avaliados
foram compativeis com os observados em cascavéis clinicamente saudaveis (TROIANO
et al.,, 2001; KOLESNIKOVAS et al., 2001; RAMEH-DE-ALBUQUERQUE, 2007,
SILVA et al.,, 2010), mostrando que essas cascaveis parecem ndo apresentar disfungdes
relacionadas a lesdes hepéaticas e/ou musculares (ALMOSNY & MONTEIRO, 2007).

Os valores de albumina obtidos nos grupos analisados, de modo geral,
encontram-se no intervalo dos valores esperados segundo Troiano et al. (2001),
Rameh-de-Albuquerque (2007) e Silva et al. (2010).

Os niveis de proteinas plasmaticas totais e globulinas foram aumentados,
acompanhados de uma baixa relagdo albumina/globulina em todos os grupos quando
comparados aos valores normais disponiveis para cascaveis saudaveis (TROIANO et
al., 2001; RAMEH-DE-ALBUQUERQUE, 2007; SILVA et al., 2010).

Tendo em vista que a hiperproteinemia ocorre com desidratagcdo, quadro
excluido devido a valores normais do hematocrito, ou hiperglobulinemia associada a
doencas inflamatorias cronicas (CAMPBELL, 1996; CAMPBELL, 2006; ALMOSNY
& MONTEIRO, 2006); o quadro observado permite a constatacdo de que todas as
cascaveis analisadas apresentam algum tipo de infecgé@o e/ou inflamacéo, uma vez que a
hiperglobulinemia é um achado comum em répteis com leucograma inflamatério
(MITCHELL, 2006).

Os resultados da dosagem de albumina, globulina, relacdo entre ambas e
proteina total mostraram diferencas significativas entre os grupos, que indicam que o
grupo controle apresenta o quadro de infeccdo/inflamacdo mais relevante,
provavelmente, devido ao estresse ao cativeiro.

A média dos valores de triglicerideos do grupo assintomatico apresentou um
pouco elevada quando comparada com o grupo controle e com os valores de referéncia
para cascaveis (SILVA, 2010). O aumento de triglicerideos pode estar relacionado,
fisiologicamente, a lipidose hepatica (HERNANDEZ-DIVERS & COOPER, 2006), no
entanto, tal patologia também induz elevacdo nos valores de AST, ALT e colesterol
(SILVESTRE, 2003), parametros que foram consideradas normais nos animais do
presente estudo, o que descarta essa possibilidade. Em répteis mantidos em cativeiro, a
causa mais comum de valores elevados de triglicerideos € um defeito metabdlico no
transporte dos lipidios ou na sintese de proteinas, resultando em obesidade causada por
superalimentacdo (FRYE, 1981 apud SWIMMER, 2000), situacdo que também ndo
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condiz com a apresentada, mostrando que a pequena elevacdo observada no presente
estudo parece ser um parametro normal para estes animais.

Os niveis de calcio, mesmo apresentando diferenca significativas entre os dois
grupos do serpentério 2, encontram-se préximos aos valores observados na literatura
(KOLESNIKOVAS et al., 2001; RAMEH-DE-ALBUQUERQUE, 2007; SILVA et al.,
2010). Dessa forma, tanto as alteracGes dos niveis de triglicerideos, bem como das
concentragdes plasmaticas de calcio necessitam de maiores estudos e de um
acompanhamento por individuo ao longo do tempo, a fim de esclarecer melhor essas
alteracdes.

Os valores de acido urico dos animais do grupo controle apresentaram
similaridade com os relatados para cascaveis saudaveis (RAMEH-DE-
ALBUQUERQUE, 2007; SILVA et al., 2010). Os animais do grupo sintomatico
apresentam uma significativa reducao dos niveis de acido urico em relacdo aos animais
do grupo controle. Relatos de hipouricemia em répteis sdo quase inexistentes, no
entanto, um estudo com anacondas de vida livre sugere que a diminuicdo de acido urico
pode estar relacionada a hipofagia (CALLE, 1994). A reducéo de apetite e ingestdo de
alimento ndo justificam os resultados obtidos no presente trabalho, uma vez que os
animais do grupo controle tiveram menor aumento de massa corpérea no periodo de
estudo e média de &cido Urico superior aos demais grupos.

Por outro lado, a diminuicdo de acido urico também pode estar relacionada com
infeccdes por microorganismos como Aspergillus sp. (LEGOUX et al.,, 1992;
CHEVALET et al., 1993), através da producao da uricase. A uricase, também conhecida
como urato oxidade, € uma enzima que possui ligacdes de cobre capazes de catalisar a
oxidacdo do &cido drico em alantoina, um produto altamente soltivel no tubulo renal
(LEHNINGER et. al., 2000; CHU et al., 1996 apud PFRIMER, 2007). Alguns animais,
como aves, repteis e peixes, conseguem realizar essa oxidacdo, produzindo
alantoina que é 80 a 100 vezes mais sollvel que o &cido Urico, sendo facilmente
excretada pelo rim, o que resulta em baixos niveis de &cido Urico no sangue (Busato,
2007; STRYER, 1992 apud PFRIMER, 2007). Uma vez que 0s animais dos grupos
sintomatico apresentaram maior infeccdo fungica (com confirmacéo de Aspergillus sp.)
do que os animais controles, a produgéo da uricase por esses microorganismos pode ter
sido responsavel pela diminuicdo de &cido Urico na concentragcdo sanguinea desses

animais.
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Os exames hematologicos, tanto celulares quanto bioquimicos, s&o muito
relevantes para conhecer as alteragdes patoldgicas dos animais, uma vez que as células
sanguineas sao alteradas qualitativa ou quantitativamente devido a uma série de
patologias (CAMPBELL, 2006).

Algumas serpentes dos grupos controle e sintomatico apresentaram Hepatozoon
sp. e/ou Hemogregarina sp. em suas hemécias, porém, diferentemente da elevada
parasitemia observada em algumas serpentes em cativeiro (ALMOSNY &
MONTEIRO, 2006), foram detectados poucos hemoparasitos por individuo. Dessa
forma, tais protozoarios, provavelmente, ndo estdo interferindo na salide das cascaveis
analisadas no presente estudo.

Quanto a avaliacdo dos parametros relacionados as células da série vermelha
(CTE, Hb, Ht, VCM, HCM e CHCM), foi observado que as cascaveis dos trés grupos
apresentaram valores compativeis com os dados da literatura (RAMEH-DE-
ALBUQUERQUE, 2007, FREITA, 2003; NOGUEIRA, 2004; MOTTA, 2005). Por
outro lado, os valores médios para a porcentagem das células leucocitarias nesses
animais estdo condizentes com os dados observados para Crotalus durissus saudaveis,
com excecdo dos heterofilos, que apresentaram contagens superiores aos descritos para
cascaveis (RAMEH- DE- ALBUQUERQUE, 2007; FREITAS et al., 2003). Tais células
sdo funcionalmente semelhantes aos neutrofilos de mamiferos e atuam na primeira linha
de defesa dos organismos patogénicos (SMITH, 1994).

A heterofilia e a presenca de heterofilos tdxicos nos trés grupos de cascaveis
analisadas indicam um processo inflamatorio (TUCUNDUVA et al., 2001), que pode
ser decorrente de infeccdo microbiana (SMITH, 1994; CAMPBELL, 2004, 2006;
STACY et al., 2011), a qual também foi observada no presente estudo. A degranulacéo
dos heterdfilos pode estar relacionada as alteracdes toxicas e a lobulacdo nuclear,
encontrada em apenas um animal do grupo sintomatico, pode ser considerada sugestiva
de inflamacéo grave (CAMPBELL, 2006).

Além das alteracBes tdxicas observadas nos heterdfilos, foram constatadas
alteracdes morfologicas em diversas células sanguineas que também corroboram com o
diagndstico de quadro infeccioso (SILVA, 2009). A presenca de pleomorfismo nuclear
eritrocitario, também verificado em doengas inflamatorias graves (CAMPBELL, 2006),
de linfécitos reativos que aparecem frente a uma resposta antigénica (CAMPBELL,

2004; STRIK et al.,, 2007) e de trombdcitos ativos, principalmente com nucleos



83

polimorficos, indicam um processo inflamatorio e/ou infeccioso nos animais dos trés
grupos de cascaveis analisadas no presente estudo (HAWKEY & DENNETT, 1989
apud CAMPBEEL, 2006; STRIK et al., 2007).

No entanto, o pleomorfismo nuclear eritrocitario e o nivel de ativagédo
trombocitaria apresentado pelo grupo sintomatico foram significativamente maiores do
que os identificados nos animais do grupo assintomatico e ainda menores no grupo
controle. Tais constatacdes podem sugerir um nivel diferenciado de infeccdo nos trés
grupos, sendo o grupo sintomatico mais afetado por apresentar lesdes cuténeas,
leucocitose, células morfologicamente mais ativas e maior nivel de infec¢do fungica,
devido a uma maior depressdo do sistema imune decorrente do desenvolvimento da
patologia cutanea. Por outro lado, os animais do grupo assintomatico, apesar de estarem
bem adaptados ao cativeiro e ndo apresentarem qualquer sintomatologia cutanea,
possuem alteragcbes morfologicas das células sanguineas e infeccdo por
microorganismos de menor intensidade do que a identificada no sintomatico, sugerindo
que sejam portadores do agente da acromia cutanea e que apresente certo grau de
imunodepressdo que facilita a instalacdo de microorganismos.

As médias da contagem total de trombdcitos (CTT) foram mais elevadas nos
animais do grupo controle, apresentando valores um pouco acima dos encontrados na
literatura (NOGUEIRA, 2004; MOTTA, 2005). No entanto, o numero total de
trombdcitos varia muito entre os diversos estudos hematoldgicos com Crotalus durissus
sp., tanto nas médias quanto nos desvios apresentados em cada trabalho. Dessa forma,
como o valor de CTT observado nos animais do grupo controle encontra-se pouco
elevado em relacdo a literatura, tal aumento pode ser considerado normal para essa
subespécie. Por conseguinte, os valores inferiores apresentados pelos animais dos
grupos assintomatico e sintomatico sdo sugestivos de trombocitopenia.

Em geral, condicdes patologicas com presenca de endotoxinas podem causar
lesbes vasculares, que culminam com a alteracdo da homeostasia sanguinea. A
interrupcao do equilibrio na producdo de substancias procoagulantes e anticoagulantes e
a exposicdo do subendotélio, ativam os fatores tissulares da coagulacédo, fazendo com
que se inicie a formacdo de coagulos com ativacdo trombocitaria e do sistema
fibrinolitico, o que aumenta a demanda trombocitaria (Russell & Grindem, 2000). A
trombocitopenia observada nos grupos assintomatico e sintomatico em relacdo aos

animais do grupo controle pode ser decorrente da infeccdo microbianas em estagio mais
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desenvolvido e da presenca do agente da acromia cutdnea causando elevado consumo
trombocitario.

Portando, sugere-se que o agente da acromia cutanea induz a depresséo do
sistema imune dos animais dos dois grupos (assintomatico e sintomatico), possibilitando
a instalacdo de microorganismos oportunistas. Especialmente nos animais que
apresentam as lesGes cuténeas, a imunodepressao possibilita um acentuado parasitismo
fungico, com consequente alteracdo bioquimica e das respostas celulares, especialmente

morfoldgicas, compativeis com um quadro infeccioso preponderantemente secundario.
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CONCLUSOES

O agente da acromia cutanea néo alterou o crescimento nem o ganho de peso das

serpentes C. d. cascavella mantidas em cativeiro durante o periodo de estudo.

O agente da acromia cutanea, no periodo avaliado, ndo induziu a progressdo das
areas lesionadas, sugerindo que o mesmo encontra-se na fase crénica, porém
causou lesdes de ruptura da pele e consumo das escamas, descritas pela primeira

vez nas serpentes C. d. cascavella.

O agente da acromia cutdnea leva a imunodepressdo das serpentes C. d.
cascavella mantidas em cativeiro, em maior intensidade nos animais
sintométicos do que nos assintomaticos, facilitando a infeccdo secundaria por
fungos oportunistas e sendo mais expressiva nos animais que apresentam lesdes

cutaneas.

As serpentes C. d. cascavella portadoras do agente da acromia cutanea
apresentam alteracdes bioquimicas e celulares, especialmente morfolégicas,
mais acentuadas nos animais sintomaticos do que nos assintomaticos,
compativeis com um quadro infeccioso decorrente do somatdrio da resposta
primaria ao agente da acromia e, principalmente, pela infeccdo secundaria por

microorganismos oportunistas.

O estresse provocado pelo cativeiro (sindrome da ma adaptacdo) foi o
reponsavel pelo pequeno ganho de peso dos animais que ndo tem contato com o
agente etiologico da acromia cutanea, bem como pela baixa resisténcia a

infeccdo por fungos.

As serpentes C. d. cascavella ndo portadoras do agente da acromia cutanea
apresentam alteracdes bioquimicas e celulares, especialmente morfoldgicas,
decorrente do estresse ao cativeiro, menos acentuadas do que as identificadas
nos animais portadores do agente da acromia e compativeis com um quadro

infeccioso devido a infec¢do por fungos oportunistas.
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