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RESUMO 

 

A espécie Bothrops atrox é de grande interesse na criação comercial em cativeiro, com o 

objetivo de realizar pesquisas e desenvolvimento de fármacos divido às propriedas de sua 

peçonha. A utilização farmacêutica traz consigo a grande responsabilidade de manter 

padrões de saúde, segurança e qualidade desde a ciração dos animais, até a purificação 

final deste produto. A medicina veterinária com atuação em répteis vem se 

desenvolvendo, e com isto surge a necessidade de maiores estudos que estabeleçam 

padrões nos parâmetros sanguíneos para animais saudáveis, e desta forma facilitando a  

identificação de alterações de saúde, mesmo antes do aparecimento de sinais clínicos. 

Dentre as formas de avaliação complementar na medicina veterinária, o hemograma 

fornece informações importantes do estado de saúde geral do paciente, é rápido de ser 

realizado e possui baixo custo. Além disto, nota-se em fêmeas de cativeiro, a ocorrência 

de neoplaisa na região dos ovidutos, o que compromete a qualidade e tempo de vida.  

Assim, o objetivo deste trabalho foi definir parâmetros de referência para hemograma de 

serpentes da espécie Bothrops atrox saudáveis, bem como estudar as possíveis alterações 

destes parâmetros em fêmeas com neoplasia na região dos ovidutos. Foram colhidas 

amostras de sangue de 20 exemplares de B. atrox saudáveis e de dez exemplares 

identitifcados com neoplasia nos ovidutos, todas abrigadas no criatório comercial 

Pentapharm do Brasil.  Os valores médios e desvio padrão encontrados para serpentes 

saudáveis foram: hematócrito 33,6 ± 5,47%, hemoglobina 10,81 ± 2,07g/dL, número total 

de eritrócitos 0,59 ± 0,1 x 106/mm3, leucócitos 11387,5 ± 3279,2/mm3 e trombócitos 

28175 ± 6320/mm3. Não foi observado diferença significativa entre machos e fêmeas e 

os heterófilos foram o tipo celular leucocitário predominante. Em Bothrops atrox com 

neoplasia benigna, observou-se linfopenia e trombocitopenia, e não foram visualizados 

eosinófilos. Também foram notadas as mesmas alterações nas duas serpentes que 

receberam o diagnóstico histopatológico de fibrossarcoma, além de apresentarem anemia. 

 

Palavras-chave: hematologia, tumor, squamata, peçonhenta 
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ABSTRACT 

 

The Bothrops atrox species is of great interest in commercial breeding in captivity, with 

the objective of research and development of realizations of realizations of the properties 

of this venom. Pharmaceutical use brings with it the great responsibility of maintaining 

health, safety and quality standards from the breeding of animals to the final purification 

of this product. Veterinary medicine comes with studies of reptiles with common practice, 

and with this comes patterns in blood parameters for animals, and thus having a basis for 

identifying major health change, even before the appearance of symptoms. Among the 

forms of complementary evaluation in veterinary medicine, the hemogram provides 

important information on the general health status of the patient, is quick to perform and 

has a low cost. In addition, it is noted in captive females, the occurrence of neoplais in 

the oviduct region, which compromises the quality of life. Thus, the objective of this 

research was to define well the reference for blood count of healthy snakes of the species 

Bothrops atrox, males and females, as well as to study how possible changes in these 

parameters in females with neoplasia in the region of the oviducts. Blood samples were 

collected from 20 healthy specimens of B. atrox, males and females, and from ten 

specimens identified with neoplasia in the oviducts, all housed in the commercial 

breeding facility Pentapharm do Brasil. The mean values and standard deviations found 

for healthy B.atrox were: hematocrit 33.6 ± 5.47%, hemoglobin 10.81 ± 2.07g/dL, total 

number of erythrocytes 0.59 ± 0.1 x 106/mm3, leukocytes 11387.5 ± 3279.2/mm3 and 

thrombocytes 28175 ± 6320/mm3. No significant difference was observed between males 

and females and heterophils were the predominant leukocyte cell type. In Bothrops atrox 

with benign neoplasm, lymphopenia and thrombocytopenia were observed, and 

eosinophils were not visualized. The same changes were also observed in the two snakes 

that received the histopathological diagnosis of fibrosarcoma, in addition to presenting 

anemia. 

Keywords: hematology, tumor, squamata, venomous 
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CAPÍTULO 1 - CONSIDERAÇÕES GERAIS 
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Graduação em Ciências Veterinárias da Universidade Federal de Uberlândia, este 

capítulo foi formatado de acordo com a Associação Brasileira de Normas Técnicas NBR 

6021-2015 e NBR-6023-2018. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

O gênero Bothrops compreende serpentes com dentição solenóglifa que 

pertencem à classe Reptilia, ordem Squamata, subordem Ophidia, família Viperidae e 

subfamília Crotalinae (BORGES, 1999). O Livro Vermelho da Fauna Brasileira 

Ameaçada de Extinção descreve 28 espécies nativas de Bothrops, sendo cinco ameaçadas 

de extinção, que são conhecidas popularmente como jararaca, jararacuçu e caiçaca 

(ICMBio, 2018; DONATO et al., 2020). 

Mais de 25 mil acidentes ofídicos são registrados anualmente no Brasil e a 

grande maioria envolve serpentes do gênero Bothrops (MATOS; IGNOTTI, 2020). Tais 

dados refletem o fato dessas espécies apresentarem ocorrência natural em praticamente 

todos os biomas nacionais, habitando desde florestas tropicais até pradarias, além de 

apresentarem comportamento agressivo (CAMPBELL; LAMAR, 2004). Nesse contexto, 

a pesquisa com esses répteis também é de alta relevância para a saúde pública. 

 No Brasil, a manutenção de serpentes peçonhentas em cativeiro ocorre 

principalmente no âmbito de criadouros científicos e comerciais, que realizam a produção 

de soro antiofídico e de subprodutos da peçonha (PEREIRA et al., 2017; MONACO, 

2018).  

Tais instituições devem seguir normas de boas práticas de manejo, essenciais para garantir 

um plantel com saúde e bem-estar, aumentando a vida útil dos animais e priorizando a 

qualidade do produto farmacêutico (PEREIRA et al., 2017; GREGO et al., 2021). 

Para garantir a saúde do plantel cativo, as instituições devem realizar 

monitoramento médico veterinário periódico para diagnóstico e prevenção de 

enfermidades. Por isso, exames laboratoriais, como o hemograma, são ferramentas 

interessantes por fornecerem dados qualitativos e quantitativos que auxiliam na avaliação 

dos animais. Além disso, a descrição de enfermidades encontradas com maior frequência 

nos diferentes planteis subsidiam informações relevantes na medicina da herpetofauna.  

O objetivo deste primeiro capítulo é realizar uma revisão bibliográfica para 

contextualizar os principais temas a serem abordados nos artigos da tese, com foco na 

espécie Bothrops atrox, bem como acerca da hematologia e da ocorrência de neoplasias 

em oviduto de serpentes.  
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 Jararaca-do-norte (Bothrops atrox) 

 

A espécie Bothrops atrox (Linnaeus, 1758), conhecida popularmente como 

jararaca-do-norte ou jararaca-da-amazônia, é considerada primariamente endêmica da 

floresta Amazônica e seu estado de conservação na Lista Vermelha nacional está como 

menos preocupante (ICMBio, 2018). Também há registros de sua ocorrência natural no 

sudeste colombiano, sul e leste da Venezuela, Guiana, Guiana Francesa, Suriname, leste 

do Equador e do Peru, Panamá, norte da Bolívia e na Caatinga brasileira (LOEBMANN; 

HADDAD, 2010).  

Com padrão de pele variada, a jararaca-do-norte apresenta o corpo em tons oliva, 

marrom, cinza ou amarelo, e marcações escuras nas laterais em formato trapezoide 

(CAMPBELL; LAMAR, 2004) (Figura 1). Ela possui hábitos noturnos, com atividade 

esporádica durante o dia, e comportamento menos ativo na estação seca da Amazônia 

Central (OLIVEIRA, MARTINS, 2001). 

 

Figura 1. Exemplar jovem de Bothrops atrox de cativeiro (Fonte: Autora) 

 

 

Em relação à dieta, um estudo realizado por Bisneto e Kaefer (2019), no centro 

e sudoeste da Amazônia, demonstrou que a espécie apresenta variação alimentar 

ontogenética, de forma que indivíduos menores se alimentam principalmente de presas 
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ectotérmicas, enquanto adultos predam espécimes endotérmicas. Os autores também 

descreveram a presença de dimorfismo sexual em exemplares adultos, com fêmeas de 

dimensões significantemente maiores do que os machos.  

Por ser a serpente responsável pelo maior número de acidentes ofídicos na região 

norte do país (SILVA et al., 2019), a peçonha de B. atrox tem sido amplamente estudada 

nas últimas décadas. Pesquisas demonstraram variações intraespecíficas em sua 

composição entre indivíduos que habitavam área de várzea e de locais não alagadiços, 

provavelmente por diferença de itens alimentares consumidos (CALVETE et al., 2011; 

FREITAS-DESOUSA et al., 2015; SOUSA et al., 2017). 

A teoria evolutiva mais aceita afirma que a peçonha de B. atrox originou-se de 

enzimas digestivas. Tal secreção não possui atividade neurotóxica e promove baixa 

letalidade, entretanto, seus componentes causam graves lesões teciduais locais e 

desencadeiam coagulopatias (SOUSA et al., 2017). Além da questão de saúde pública, a 

composição da peçonha tem sido estudada quanto à sua aplicação farmacológica, 

sobretudo ligada à ação fibrinolítica para a produção de anticoagulantes (OLIVEIRA et 

al., 2019). 

 

 

2.2 Colheita e armazenamento de sangue em serpentes 

 

O volume sanguíneo total em serpentes corresponde de 5 a 8% do peso corporal. 

Desse montante, recomenda-se como quantidade máxima a colheita de até 10%, de forma 

que não haja prejuízo à saúde dos animais e a amostra seja suficiente para uma triagem 

adequada do paciente (NARDINI et al., 2013). 

A colheita de sangue em serpentes pode ser realizada por cardiocentese, punção 

no seio venoso occipital, na veia palatina, na veia paravertebral ou na veia caudal ventral 

(De CARVALHO et al., 2017; TROIANO, 2018; ALMEIDA et al., 2022). Essa última é 

a opção mais utilizada por ser de fácil acesso e oferecer menor risco aos profissionais 

envolvidos, sobretudo se tratando de espécies peçonhentas (TROIANO, 2018; 

ALMEIDA et al., 2022). 

Para a colheita de sangue na veia caudal ventral, a serpente deve ser posicionada 

em decúbito dorsal, estabilizando a cauda com uma das mãos, para que ela não se 

movimente durante o procedimento. Pode-se utilizar um tubo de contenção de serpentes, 
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a fim de tornar o procedimento mais seguro e com menor estresse para os animais. A 

inserção da agulha acontece em um ângulo de 45º e deve ser direcionada cranialmente 

(Figura 2) (SYKES; KLAPHAKE; 2015; TROIANO, 2018). Um cuidado a ser observado 

é a possibilidade de contaminação da amostra por linfa, com diluição do conteúdo e 

alteração dos resultados. Caso observe-se alteração na coloração do sangue, deve-se 

repetir a colheita (GILLETT et al., 2015).  

 

Figura 2. Colheita de sangue em veia caudal ventral de 

Bothrops atrox (Fonte: Autora) 

 

 

A heparina de lítio é o anticoagulante mais empregado para amostras 

hematológicas de répteis, sobretudo em Testudines (CAMPBELL, 2015). Entretanto, um 

estudo com a serpente Drymarchon couperi comparou a contagem diferencial em lâmina 

de amostras com diferentes anticoagulantes e relatou que o ácido etilenodiamino tetra-

acético (EDTA) foi o que apresentou valores mais próximos ao esfregaço de sangue 

recém-colhido e a nitidez das células foi superior à heparina de lítio, sendo o mais 

recomendado pelos autores, assim como previamente citado em outras pesquisas com 

Squamatas (SALAKIJ et al., 2002; HANLEY et al., 2004; BOGAN et al., 2020).  

 

2.3 Hematologia de Bothrops sp. 

 

A análise hematológica é uma importante ferramenta para avaliação da saúde 

dos animais em cativeiro. Para tanto, valores de referência das diversas espécies são 
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cruciais para a correta interpretação dos exames. Além da padronização por espécie, é 

importante obter valores de referência para condições específicas, uma vez que além das 

enfermidades, os padrões podem ser alterados pela idade, origem, fase reprodutiva, época 

do ano, tipo de alimentação e sexo (GREGO et al., 2006; CALVETE et al., 2011; 

FREITAS-DESOUSA et al., 2015; SOUSA et al., 2017). 

Apesar da importância na rotina profilática do plantel, ainda há escassez de 

informações científicas acerca da hematologia e bioquímica sanguínea de serpentes 

peçonhentas correlacionadas a condições clínicas. É considerável o número de 

publicações com  padrões de referência hematológica para répteis de interesse biomédicos 

como é o caso dos viperídeos, entretanto, ainda faltam valores para algumas espécies, 

como a Bothrops atrox (TROIANO et al., 1999; 2000; GREGO et al., 2006; GÓMEZ et 

al., 2016; CHANG-CASTILLO et al., 2021).  

Para exemplares do gênero Bothrops, foram encontradas publicações de padrão 

hematológico para as espécies B. asper, B. alternatus, B. jararacussu, B. moojeni, B. 

neuwiedi diporus, B. leucurus e B. ammodytoides (TROIANO et al., 1999; 2000; GREGO 

et al., 2006; GÓMEZ et al., 2016). No ANEXO 1 deste documento foram disponibilizados 

os valores de tais referências, para fins de comparação.  

As células sanguíneas em répteis são representadas pelas hemácias, leucócitos e 

trombócitos. As hemácias das serpentes possuem formato oval com presença de um 

núcleo central de borda irregular (Figura 3). Sobretudo em exemplares de vida livre, 

frequentemente são identificados parasitas intraeritrocitários, como o Hepatozoon sp., 

que quando em situação de homeostase, não representam relevância clínica, porém em 

condições de alto parasitismo e imunossupressão, podem desencadear anemias graves e 

óbitos (FRYE,1991; GREGO et al., 2006). Os trombócitos são células pequenas, com um 

núcleo basofílico central, citoplasma claro e com função análoga às plaquetas dos 

mamíferos (CAMPBELL, 2006; ARIKAN; ÇIÇEK, 2014). 

No caso dos leucócitos, a contagem diferencial em serpentes é bastante 

divergente. Por exemplo, Alleman et al. (1999) citam a presença apenas de linfócitos, 

azurófilos, heterófilos e basófilos. Nesse contexto, os eosinófilos, reconhecidos como 

célula sanguínea para a maior parte dos répteis, muitas vezes são considerados 

inexistentes no sangue ofídico (CAMPBELL, 1996; ALLEMAN et al., 1999; GREGO et 

al., 2006). 
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Figura 3. Hemácias (seta fechada) e trombócitos (seta aberta) de 

Bothrops atrox. Aumento de 1000 x. (Fonte: Maísa Paschoal Rios) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

No caso do gênero Bothrops, a maior parte dos estudos de hematologia considera 

que o diferencial de leucócitos é dividido em células mononucleares, representadas pelos 

linfócitos, monócitos e azurófilos, e em granulócitos, que correspondem aos heterófilos, 

basófilos e eosinófilos (Figura 4) (TROIANO et al., 1999; 2000; GÓMEZ et al., 2016). 

Apesar de algumas espécies de serpentes apresentarem azurófilos e heterófilos como 

leucócitos predominantes (SANO-MARTINS, 1978; DOTSON; RAMSAY, 1995; 

BOUNOUS et al., 1996), na maioria das espécies ofídicas estudadas, inclusive nas do 

gênero Bothrops, os linfócitos representam percentual maior a 50% (TROIANO et al., 

2000; CHANG-CASTILLO et al., 2021).   

Os linfócitos possuem características semelhantes aos dos mamíferos, com 

tamanho variado, citoplasma basofílico e a presença de um núcleo único com menor 

padrão de cromatina densa. O aumento linfocítico na circulação está relacionado a 

processos inflamatórios, presença de corpos estranhos, processos de cicatrização, 

parasitemia e doenças virais (FRYE, 1991; CAMPBELL, 2006; LENTINI et al., 2011). 

Por outro lado, a linfopenia está relacionada à má-nutrição e excesso de corticoide 

endógeno ou exógeno (THRALL et al., 2012; CAMPBELL, 2015). 

Os monócitos de serpentes também se assemelham aos dos mamíferos e 

geralmente são células de maior dimensão no sangue dos animais (CAMPBELL, 2006). 
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A monocitose geralmente está associada a quadros crônicos de infecção e presença de 

granuloma (LENTINI et al., 2011). 

Figura 4. Leucócitos (setas) de Bothrops atrox. A: Linfócito; B: Monócito; C: Azurófilo; 

D: Heterófilo; E: Eosinófilo; F: Basófilo. Aumento de 1000 x (Fonte: Maísa Paschoal 

Rios) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

No caso dos azurófilos, esse tipo celular é exclusivo de répteis e possui funções 

semelhantes aos neutrófilos de mamíferos, com aumento de circulação sobretudo em 

quadros crônicos de infecção. Nas serpentes, essas células possuem grânulos finos no 

citoplasma vacuolizado e um núcleo redondo (ALLEMAN et al., 1999).  

Os eosinófilos de serpentes podem ser semelhantes aos heterófilos, pois também 

apresentam núcleo marginal, entretanto, seus grânulos citoplasmáticos eosinofílicos são 

circulares (FRYE, 1991; WILKINSON, 2004; STRIK et al.; 2007). Apesar de algumas 

vezes serem citados com as mesmas funções dos eosinófilos de mamíferos, essas células 

A B C

D E F
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ainda não têm seu papel bem compreendido nos répteis, mas está ligado a fagocitose de 

imunocomplexos, e geralmente associada a presença de infecções por parasitas. 

(THRALL et al., 2012; CAMPBELL, 2015).  

Os heterófilos são os leucócitos granulocíticos mais abundantes em répteis, 

também sendo considerados análogos aos neutrófilos de mamíferos. Trata-se de células 

arredondadas, com citoplasma claro, núcleo redondo, excêntrico e potencialmente 

bilobado, com grande quantidade de grânulos eosinofílicos alongados. A heterofilia em 

serpentes geralmente está ligada a processos inflamatórios agudos. Algumas neoplasias 

podem gerar heterofilia também, sobretudo a leucemia mieloide (LENTINI et al., 2011; 

TROIANO, 2018).  

Por fim, os basófilos são células pequenas e esféricas, com grande número de 

grânulos basofílicos no citoplasma. Sua função em serpentes, provavelmente é a mesma 

que nos mamíferos, pois elas possuem imunoglobulinas na superfície e liberam histamina 

na degranulação (FRYE, 1991). Os basófilos podem aumentar na presença de corpos 

estranhos, de microparasitas sanguíneos e infecções virais (LENTINI et al., 2011; 

THRALL et al., 2012; CAMPBELL, 2015).  

 

 

2.4 Neoplasia em ovário e oviduto de serpentes 

 

As neoplasias estão entre as mais importantes causas de doença e mortalidade 

de animais sob cuidados humanos (MOULTON, 1990). Christman et al. (2017) afirmam 

que há diversas descrições que abordam oncologia na classe Reptilia, entretanto, a maior 

parte se trata de relatos de casos isolados e ainda são necessários estudos que avaliem a 

ocorrência de diferentes tumores em uma única espécie ou de um tipo de tumor em 

espécies diferentes.  

A origem neoplásica em répteis é predominantemente espontânea, assim como 

ocorre em outros grupos de animais, entretanto, diversos vírus foram identificados como 

potencialmente carcinogênicos nesses animais, como é o caso do herpesvirus causador de 

fibropapilomatose em tartarugas marinhas (ESPINOZA et al., 2020). Também foi 

levantada como possibilidade, a origem viral de tumores presentes em quatro exemplares 

de Python molurus bivittatus de um criadouro, em que foram encontradas partículas 

retrovirais (CHANDRA et al., 2001).  
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Em um levantamento bibliográfico, Christman et al. (2017) citam que os 

sistemas mais acometidos por neoplasias em répteis são o hematopoiético (14,9%), 

hepatobiliar (1301%) e tegumentar (12,3%). De toda a literatura referenciada, a maior 

parte das publicações envolvem casos oncológicos em sistema hematopoiético, seguido 

por neoplasias de origem epitelial em serpentes (RAMSAY et al.,1996; CATÃO-DIAS; 

NICKOLS, 1999, CHRISTMAN et al., 2017).  

Em relação a tumores em sistema reprodutor de répteis, Mauldin e Done (2006) 

consideram que neoplasias reprodutivas são comuns em serpentes, com relatos de 

hemangioma, carcinoma e tumores de células da granulosa acometendo ovário, e 

leiomiossarcoma com ocorrência em oviduto. Além desses, também são relatados na 

literatura casos de adenocarcinoma ovariano (PEREIRA; VINER, 2008) e 

hemangiossarcoma (GARNER; JACOBSON, 2021). Garner e Jacobson (2021) citam a 

ocorrência de fibroma em uma viperídea norte americana da espécie Agkistrodon 

piscivorusuma, entretanto, faltam dados dessa neoplasia para espécies nativas brasileiras 

e não foram encontradas citações de fibrossarcoma em sistema reprodutor de ofídios.  

O fibroma é uma formação tumoral mesenquimal capaz de surgir em qualquer 

local do corpo e se apresenta normalmente como tumefações em formato de esfera, 

limites bastante definidos e circundados por uma cápsula consistente. Devido ao fato de 

não apresentarem morfologias celulares incomuns, possuírem pouca ou nenhuma figura 

de mitose e por não haver anaplasia, o fibroma é considerado benigno (ROBBINS, 1996). 

Entretanto, seu equivalente maligno, o fibrossarcoma, tem como características lesões 

desiguais, massas volumosas pouco definidas com tendência a ulcerar e com a epiderme 

bem aderida (REAVILL, 2004). Santos, et al. (2015), descreveram fibrossarcoma em 

cavidade oral na espécie Bothrops pubescens. 

Na literatura faltam dados sobre parâmetros hematológicos para espécie 

Bothrops atrox saudáveis, bem como relatos de caso de neoplasias para esta espécie, e 

possíveis alterações dos valores de hemograma em caso de fibroma e fibrossarcoma em 

ovidutos de B.atrox. 
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HEMATOLOGICAL PARAMETERS OF CAPTIVE Bothrops atrox (SQUAMATA: 
VIPERIDAE) 

ABSTRACT 
 
Breeding venomous snakes in captivity for research purposes and mainly as a source of 
pharmaceutical products highlights the need to determine hematological parameters 
for monitoring and ensuring a healthy breeding population. The complete blood count 
is used to help diagnose alterations such as anemia, inflammatory diseases, parasitemia, 
hematopoietic disorders, hemostatic and toxicological changes, and bacterial and viral 
inclusions. Thus, this study aimed to define complete blood count reference parameters 
in Bothrops atrox snakes. Blood samples were collected from 20 specimens of B. atrox 
from Pentapharm do Brasil commercial breeding facility for laboratory examination. 
Mean and standard deviation values were hematocrit 33.6±5.47%, hemoglobin 
10.81±2.07g/dL, total number of erythrocytes 0.59±0.1x106/mm3, leukocytes 
11387.5±3279.2/mm3, and thrombocytes 28175±6320/mm3. There was no significant 
difference between males and females, and heterophils were the predominant 
leukocyte cell type. 
 
Keywords: Blood count. Clinical pathology. Leukogram. Reptile. 
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INTRODUCTION 
 
 The Bothrops atrox (Linnaeus, 1758) snake, popularly known as the common 
lancehead, is bred in captivity for venom extraction. Such by-product is used in the 
global pharmaceutical industry as raw material for drugs to treat cardiovascular 
disorders (Sajevic et al. 2011; Jacob-Ferreira et al. 2017). This snake species belongs to 
the Reptilia class, Squamata order, Ophidia suborder, Viperidae family, and Crotalinae 
subfamily (Bernarde 2011; Costa and Bérnils 2018). 
  The interest in the captive breeding of snakes has increased worldwide. 
However, specialized veterinarians often encounter difficulties obtaining laboratory 
reference values for the prophylactic management of diseases in these reptiles. The 
literature offers little information on the hematological, biochemical, and clinical 
parameters of the B. atrox species, and the characterization of such data is important to 
evaluate the health of the breeding population, diagnosis, and therapeutic follow-up 
(Trujillo et al. 2016; Kindlovits et al. 2017; Troiano, 2018). 
 In members of the Reptilia class, the total blood volume is estimated between 
5 and 8% of body weight, and most animals can efficiently tolerate acute blood loss of 
up to 10% of this amount (Nardini et al. 2013). Moreover, the lymphatic vessels of 
reptiles are more superficial and closer to blood circulation, which may cause puncture 
errors that lead to the dilution of the blood sample with lymph and the need to obtain 
a new one (Nardini et al. 2013; Heatley and Russel 2019). 
 The anticoagulants most commonly used in animal blood processing are lithium 
heparin and ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA). The former is the first choice for 
some reptile species because of the hemolysis seen with EDTA, which is common in 
Testudines. Conversely, heparin can promote leukocyte and thrombocyte aggregation, 
with blue staining in the smear zone. Thus, blood smears without anticoagulants are 
recommended whenever possible (Nardini et al. 2013; Campbell 2015). 
 The blood cells of reptiles include erythrocytes, nucleated thrombocytes, 
heterophils, eosinophils, basophils, monocytes, lymphocytes, and azurophils (Campbell 
2014; Heatley & Russel 2019). According to Heatley & Russel (2019), eosinophils are rare 
or absent in most snakes, and their presence is controversial, although it has been 
described in recent studies such as by Kindlovits et al. (2017) with the genus Bothrops 
(B. atrox and B. jararacussu) and Corallus hortulanus, and the research by Quadrini et al. 
(2018) with Python bivittatus. Reptile erythrocytes are ellipsoid, permanently nucleated, 
and larger than those of birds and mammals (Campbell 2014). 
 The complete blood count (CBC) is used to help diagnose alterations such as 
anemia, inflammatory diseases, parasitemia, hematopoietic disorders, hemostatic and 
toxicological changes, and bacterial and viral inclusions (Nardini et al. 2013; Campbell 
2014). Some examples of parasites found in snake blood are from the Haemogregarina, 
Hepatozoon, and Serpentoplasma genera (Nardini et al. 2013). The detection and causes 
of anemia in these reptiles are similar to mammals and birds, with regeneration markers 
characterized by basophilic cytoplasmic stippling, polychromasia, binucleation, and 
increased anisocytosis and erythroid precursors (Heatley and Russel 2019). In snakes, 
increased azurophils have been associated with acute cases of inflammation and 
infectious disease (Heatley and Russel 2019). 
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 To ensure the success in the prophylactic management of snakes and focus on 
maintaining a healthy breeding population with a longer life span and welfare, reference 
laboratory data are important regarding several variables such as species, age, origin, 
housing characteristics, and study regions. Therefore, this study aimed to define blood 
count reference parameters in the Bothrops atrox species. 
 
MATERIAL AND METHODS 
 
 Samples were collected from snakes from Pentapharm do Brasil commercial 
breeding facility in Uberlândia, Minas Gerais, Brazil, with registration number 4.644.776 
at the Brazilian Institute for Environment and Renewable Natural Resources (IBAMA). 
The research was authorized by the Authorization and Information System on 
Biodiversity (SISBIO), number 69416-2, National System for the Management of Genetic 
Heritage and Associated Traditional Knowledge (SisGen), registration AF8A99F. It also 
had a favorable opinion number 040/19 from the Ethics Committee on Animal Use of 
the Federal University of Uberlândia. 
 This study used 20 adult Bothrops atrox born in captivity. Ten (50%) were male 
and 10 (50%) were female, with an approximate age of six years, housed in vivariums in 
pairs, in an environment of controlled temperature and humidity between 25 to 30°C 
and 60 to 80%, respectively, and a photoperiod of 12 hours of light and 12 hours of dark. 
The animals were fed mice every 21 days, and water was available ad libitum. The 
animals were clinically healthy. 
 Blood was collected in March 2019. Snakes were physically restrained with a 
hook and a clear plastic tube to avoid direct contact with the head of the animal. 
Samples of approximately 0.5 mL of blood were collected, punctured in the      caudal 
vein with disposable 3-mL syringes and disposable 13x0.3-mm (30G) hypodermic 
needles, which were packed in tubes with ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) 
(Troiano 2018). When obtaining the blood samples, blood smears were also made 
without anticoagulants. 
 The snakes did not experience routine changes, and the samples were collected 
along with the routine procedures of the breeding center, which follows all animal 
welfare, biosafety, and federal laws. The samples were transported in a Styrofoam box 
to a clinical pathology laboratory and processed within four hours after collection. 
 

Figure 1. Physical restraint (A) and blood collection in the ventral caudal vein (B) 
of Bothrops atrox in captivity (Source: Author) 
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 Hematocrit was determined with a microhematocrit centrifuge. The 
concentration of hemoglobin was determined with the hemoglobin cyanide (HiCN) 
method in a semi-automatic biochemical analyzer model BIO-200™. The hemoglobin kit 
and standard used were from Labtest Diagnóstica™, and the methodology was 
performed according to the manufacturer's instructions (Troiano 2018). 
 To determine the total number of erythrocytes, leukocytes, and thrombocytes, 
a 1:100 dilution was performed (10 μl of blood to 1 mL of Natt-Herrick solution) with 
cytological counting in a mirrored Neubauer hemocytometer, under a microscope at 
400x magnification. The total numbers of each cell (erythrocytes, leukocytes, and 
thrombocytes) in the 25 central quadrants were obtained and this value was multiplied 
by a factor of 1000. The following formula determined the factor: % counted (1/1) x 
dilution (1:100) x constant (10) (Almosny et al. 2000). The hematimetric indices were 
calculated according to the original formulas of Wintrobe (1993).  
 Differential leukocyte count was performed on blood smears stained with Fast 
Panoptic™, viewed on an optical microscope for observation at 1000x magnification, 
with immersion oil. A total of 100 cells were counted, determining the percentage of 
each one (relative value) for subsequently determining their absolute value. The 
absolute value was found by multiplying the relative value by the number of total 
leukocytes and dividing by 100. This was done for each blood cell. 
 The nomenclature proposed by Hawkey and Dennet (1989) was used due to 
terminology inconsistency. Thus, leukocytes were described as mononuclear cells 
(lymphocytes, monocytes, and azurophils) or granulocytes (heterophils, basophils, and 
eosinophils). 
 Statistics were performed with the Biostat 5.0 software (AYRES et al., 2007). 
Initially, the normality pattern of data distribution was evaluated with the Shapiro-Wilk 
test and the occurrence of extreme values based on deviations. The data were subjected 
to descriptive statistics and, in cases of normal distribution, the lower and upper 95% 
confidence limits for the mean were determined. For values without normal 
distribution, the Bootstrap method was applied, with 1000 simulations and 
a 95% confidence interval. Additionally, the results with normal distribution were 
between men and women by the Analysis of Variance Tukey's T-Test, at a significance 
level of p<0.05. In the case of non-parametric data, the Mann Whitney test was used 
also at a significance level of p<0.05 
 
RESULTS 
 
 There was no significant difference (p>0.05) in the mean comparisons of blood 
count parameters between males and females (Table 1). 
 The results with normal distribution were the total number of red blood cells 
(p=0.66), hemoglobin (p=0.65), hematocrit (p=0.95), mean hemoglobin concentration 
(MHC; p=0.49), mean corpuscular hemoglobin concentration (MCHC; p=0.19), relative 
heterophils (p=0.08), absolute (p=0.30) and relative (p=0.08) azurophils, absolute 
(p=0.16) and relative (p=0.33) monocytes, absolute (p=0.39) and relative (p=0.21) 
lymphocytes, and platelets (p=0.12). In contrast, mean corpuscular volume (MCV; 
p=0.009), total leukocytes (p=0.049), absolute heterophils (p=0.03), absolute (p=0.009) 
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and relative (p=0.009) eosinophils, and relative azurophils (p=0.048) did not show 
normal distribution patterns. 

In the analysis of extreme values, only one piece of data from MCV (n=538fL) was 
considered an outlier, as well as two data from the relative azurophil count (n= 0 and n= 
20%). All extreme results were disregarded in the descriptive analysis. 

 
Table 1. Mean, standard deviation (SD), standard error (SE), median (Med), minimum 
and maximum (Min-Max) values for the blood count of male (M) and female (F) captive 
B. atrox (n=20). 

-
: Not evaluated. a: Data with normal distribution by the Shapiro-Wilk test (Analysis of Variance and Tukey's t-test, p<0.05); b: Data without normal 
distribution by the Shapiro-Wilk test (Mann-Whitney test, p<0.05); MCHC: Mean corpuscular hemoglobin concentration; MCH: Mean corpuscular 
hemoglobin; MCV: Mean corpuscular volume; n: sample number. *CI (95%): for data with normal distribution, it represents the lower and upper bounds 
of the 95% confidence interval of the mean. Data without normal distribution used the Bootstrap method. p: p-value of the Analysis of Variance and 
Tukey's t-test (parametric data) or the Mann-Whitney test (non-parametric data). Significance level of p<0.05. 
 
 

DISCUSSION 
 

Snake blood is usually collected from the caudal vein because it is a safer and 
easier method, especially for venomous animals. However, it is prudent to verify the 
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possibility of contamination of the sample by lymph (Gillett et al. 2015), which dilutes 
the content, leaving it clearer and altering the results (Troiano et al. 2000). The present 
study did not find this occurrence, which was prevented by firmly immobilizing the post-
cloacal region of the animals and introducing the needle through the ventral aspect of 
the body. 

Lithium heparin is an anticoagulant extensively used in reptile hematological 
samples, especially in Testudines (Campbell 2015). The research by Harr et al. (2005) 
with Python molurus bivittatus showed minimal differences in hemogram results 
performed with EDTA and lithium heparin. The present study made the smears at the 
time of collection without any anticoagulant in the sample. However, the authors 
indicate that, in previous experiences with the species, EDTA provided better quality 
smears for differential counting because heparin staining results in dysmorphic and 
unclear cells. 
 The erythrocyte count of B. atrox was close to the results of Troiano et al. (1999) 
for Bothrops jararacussu (642.3±4.23x109/L) and B. moojeni (543.1±9.2x109/L) and 
Trujillo et al. (2016) for B. atrox (555.42±1.62x103/uL). Hemoglobin concentration was 
similar to that reported by Troiano et al. (1997) for Crotalus durissus terrificus (11.5±4.3 
g/dL) and Trujillo et al. (2016) for B. atrox (7.48±.11 g/dL). However, hematocrit values 
were higher than those reported      in previous       studies by Glaser et al. (2013) and 
Gomez et al. (2016) for B. jararacussu (24.71±9.55%) and Bothrops jararaca (23.12 ± 
5.99%), and B. asper (22±7%) and Crotalus simus (27±6%), respectively. 

The number of total leukocytes was close to the values found for the Crotalus 
durissus terrificus, B. ammodytoides, and B. leucurus species (Troiano et al. 1997; 1999; 
Grego et al. 2006). However, it was higher than B. jararacussu and B. moojeni, (Troiano 
et al. 2000), and lower than B. alternatus, B. neuwiedi diporus, B. asper, and C. simus 
(Troiano et al. 2000; Gomez et al. 2016). 

Heterophils were the most commonly found leukocyte cell type in this study, 
followed by lymphocytes, azurophils, monocytes, eosinophils, and basophils. However, 
lymphocytes were the predominant cell group in studies with the C. durissus terrificus 
(56.25±12.25%), B. ammodytoides (52.2±6.87%), B. alternatus (51.4±6.75%), B 
jararacussu (50.6±3.27%), B. moojeni (51.05±8.21%), B. neuwiedi diporus (52±6.85%), B. 
leucurus (4.35±2.58x103/mm3 for females and 7.49±,56x103/mm3 for males), B. asper 
(66±11%) and C. simus (70±14%) species (Troiano et al. 1997; 1999; 2000; Gomez et al. 
2016; Grego et al. 2006). 

The second predominant cell type varied among studies. Azurophils followed 
lymphocytes for C. durissus terrificus (18.05±3.5%) and B. leucurus (1.57±1.28x103/mm3 
for females and 2.36±2.75x103/mm3 for males) in the studies by Troiano et al. (2006). 
Eosinophils were the second predominant cell group for B. ammodytoides (16.3±1.85%), 
B. alternatus (15.2±2.01%), B jararacussu (16.5±0.95%), B. moojeni (15.7±2.1%), and B. 
newiedi diporus (14.95±3.01%) in the studies by Troiano et al. (1999; 2000). The study 
by Gomez et al. (2006) with B. asper (25±11%) and C. simus (14±7%) showed a 
prevalence of monocytes, but the second most predominant type were lymphocytes 
followed by azurophils. 

Although basophils were not found, these cells have been reported in small 
numbers in other snake species. Studies have shown the presence of this cell type in C. 
durissus terrificus (1.5±0.8%), B. ammodytoides (1±0.3%), B. alternatus (1±0.3%), B 
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jararacussu (0.5±0.2%), B. moojeni (0.9±0.2%), B. newiedi diporus (0.75±0.1%), B. 
leucurus (0.49±0.63x103/mm3 for females and 0.46±0.31x103/mm3 for males), B. asper 
(3 4%), and C. simus (1±1%) (Troiano et al. 1997; 1999; 2000; Grego et al. 2006; Gomez 
et al. 2016). 

The study by Trujillo et al. (2016), also conducted with B. atrox, selected 24 adult 
snakes maintained in captivity at the Instituto Nacional de Salud (INS) and the Oswaldo 
Meneses Serpentarium (UNMSM) in Lima, Peru. Thirteen specimens were male and 11 
were female. These      samples were collected from November to December 2008 and 
packaged in sodium heparin bottles. The values found by Trujillo et al. (2016) in the 
erythrogram (495.70 – 639.00 103/ul erythrocytes, 6.40 – 9.00 g/dl hemoglobin, 18.14 
– 25.00 hematocrit) were similar to those of the present research. However, in the 
leukogram, the snakes from Peru had the lowest number of total leukocytes 
(4.45x103/uL). Lymphocytes (75.04±7.45%) were the predominant cell group of white 
cells found by Trujillo et al. (2016), followed by azurophils (12.5±6.82%), heterophils 
(5.63±3.82%), eosinophils (2.96±1.99%), monocytes (1.96±1.4%), and basophils 
(1.63±1.5%), differing from the present study. These variations show the importance of 
performing reference parameters for the same species from other sites, especially for 
reptiles, which environmental factor is a strong determinant in their metabolism. 

In Brazil, Kindlovits et al. (2017) investigated the cytochemical and morphological 
aspects of blood cells of snakes of the Bothrops and Crotalus genera. Blood was collected 
from 50 captive animals from Instituto Vital Brasil, and eight specimens of the B. atrox 
species showed parasites of the Hepatozoon genus, which did not occur in this study. 
Although B. atrox is present in Brazilian breeding centers and extensively used in 
research on the properties of its venom for the pharmaceutical industry (Sajevic et al. 
2011; Jacob-Ferreira et al. 2017), there are few studies on hematological parameters 
that can inform the physiological state of this species (Troiano et al. 2000; Trujillo et al. 
2016). Likewise the study by Trujillo et al. (2016) and the present one, eosinophils were 
found in the specimens of B. atrox in small quantities. There is great difficulty in 
establishing hematological parameters for reptiles because they are ectothermic 
animals and are influenced by intrinsic and environmental factors (Nardini et al. 2013).  

Thus, it is important to characterize regional values and evaluate environmental 
and seasonal aspects, nutritional status, housing characteristics, age, and animal origin 
(Almosny 2014). Gomez et al. (2016) found a statistical difference in the number of 
heterophils in B. asper and eosinophils, lymphocytes, and monocytes in C. simus, 
between free-living and captive animals. The study by Troiano et al. (1997) with C. 
durissus terrificus did not show significant variations between male and female 
parameters, but there was an influence of seasonal variations, which were not evaluated 
in the present study. 
 
CONCLUSIONS 
 

There was no significant difference in hematological values between males and 
females of Bothrops atrox. Mean and standard deviation values for hematocrit 
(33.6±5.47%), hemoglobin (10.81±2.07g/dL), the total number of erythrocytes 
(0.59±0.1x106/mm3), leukocytes (11387.5±3279.2/mm3), and thrombocytes 
(28175±6320/mm3) were determined, with results were close to those reported for 
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other Viperids species. However, the predominant leukocyte cell types differed from 
other studies, showing a higher number of heterophils (45.5±13.72%), followed by 
lymphocytes (38.63±8.39%), azurophils (11.202±3.61%), monocytes (4.89±2.68%), 
eosinophils (1±1.02%), and basophils (0±0%). 
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CAPÍTULO 3 - PARÂMETROS HEMATOLÓGICOS DE Bothrops atrox DE 

CATIVEIRO COM NEOPLASIA EM OVIDUTO (SQUAMATA: VIPERIDAE) 

Conforme a Norma Regulamentar 002/2015 do Colegiado do Programa de Pós-

Graduação em Ciências Veterinárias da Universidade Federal de Uberlândia, este 

capítulo foi formatado de acordo com a Associação Brasileira de Normas Técnicas NBR 

6021-2015 e NBR-6023-2018. 
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ALTERAÇÕES HEMATOLÓGICAS DE Bothrops atrox (SQUAMATA: 

VIPERIDAE) DE CATIVEIRO COM NEOPLASIA EM OVIDUTO  

 

HEMATOLOGICAL CHANGES OF Bothrops atrox (SQUAMATA: VIPERIDAE) 

FROM CAPTIVITY WITH OVIDUCT NEOPLASIA 

 

RESUMO 

A criação de serpentes do gênero Bothrops, com o objetivo de obter subprodutos 

farmacêuticos da peçonha, demanda métodos para garantir a saúde do plantel. Os dados 

do hemograma fornecem informações importantes sobre o estado de saúde geral dos 

animais e, nesse sentido, é válido correlacionar tais resultados a diferentes diagnósticos 

de enfermidades. Além disto, com o aumento de vida útil em cativeiro, os médicos 

veterinários se deparam mais frequentemente com casos de neoplasias em serpentes, 

sobretudo em sistema reprodutor das fêmeas. O objetivo desta pesquisa foi avaliar 

possíveis alterações em valores hematológicos, em decorrência de neoplasia em oviduto 

de Bothrops atrox provenientes de criação comercial. Foram colhidas amostras de sangue 

de dez exemplares de B. atrox, bem como amostras de tecidos tumorais para avaliação 

histopatológica. Em Bothrops atrox com neoplasia benigna, observou-se linfopenia e 

trombocitopenia, e não foram visualizados eosinófilos. Também foram notadas as 

mesmas alterações nas duas serpentes que receberam o diagnóstico histopatológico de 

fibrosarcoma, além de apresentarem anemia. 

Palavras-chaves: Squamata. Patologia Clínica. Hematologia. Réptil. 

 

 

ABSTRACT 

The breeding of Bothrops snakes, with the objective of obtaining pharmaceutical by-

products from the venom, demands methods to guarantee the health of the herd. The blood 

count data provide important information about the general health status of the animals 

and, in this sense, it is valid to correlate such results with different diagnoses of diseases. 

In addition, with the increase in lifespan in captivity, veterinarians are more often faced 

with cases of neoplasms in snakes, especially in the female reproductive system. The aim 

of this research was to evaluate possible alterations in hematological values, due to 

neoplasia in the Bothrops atrox oviduct from commercial breeding. Blood samples were 
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collected from ten specimens of B. Atrox, as well as tumor tissue samples for 

histopathological evaluation. In Bothrops atrox with benign neoplasia, lymphopenia and 

thrombocytopenia were observed, and eosinophils were not visualized. The same changes 

were also observed in the two snakes that received the histopathological diagnosis of 

fibrosarcoma. 

Keywords: Squamate. Clinical pathology. Hematology. Reptile. 

 

INTRODUÇÃO 

 

A medicina veterinária de animais silvestres está em constante busca por novos 

conhecimentos visando constante aperfeiçoamento na prevenção, diagnóstico e 

tratamento de doenças. Nesse contexto, as serpentes do gênero Bohtrops são criadas e 

mantidas em sistema intensivo, pois a peçonha desses répteis pode fornecer ingredientes 

ativos para fabricação de medicamentos empregados principalmente no tratamento de 

distúrbios cardiovasculares (SAJEVIC et al., 2011; JACOB-FERREIRA et al., 2017; 

PEREIRA et al., 2017).  

Melgarejo-Giménez (2002) afirma que a correta manutenção de serpentes 

peçonhentas em cativeiro requer uma estrutura especializada, com equipe 

multiprofissional altamente qualificada e programas permanentes de vigilância, revisão e 

aperfeiçoamento nos procedimentos de manejo. A espécie Bothrops atrox (LINNAEUS, 

1758), conhecida popularmente como jararaca-do-norte, é criada em cativeiro para 

extração de peçonha. Essa espécie pertence à classe Reptilia, ordem Squamata, subordem 

Ophidia, família Viperidae e subfamília Crotalinae (BERNARDE, 2011; COSTA & 

BÉRNILS, 2018). 

Casos de prolapso em serpentes, sobretudo fêmeas, não são raros e podem estar 

relacionados com alguma enfermidade nos ovidutos, inclusive de origem neoplásica. Um 

dos fatores que pode predispor tal ocorrência em exemplares de cativeiro é o espaço do 

recinto não ser suficiente para o animal se esticar complemente para defecar e expulsar 

ovos ou filhotes com maior facilidade, além de possíveis fatores genéticos que podem 

aumentar a ocorrência em algumas espécies (PEREIRA et al., 2017). 

Os casos de neoplasias em répteis são descritos e há um aumento de relatos 

associados a óbitos em coleções de zoológicos. Os órgãos mais relatados por esse tipo de 

acometimento na literatura são a pele, o fígado, o sistema musculoesquelético e o 
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hematopoiético. Algumas das neoplasias em répteis são associadas à presença de vírus, 

como o caso de herpesvírus, papilomavírus e poxvírus. Para um diagnóstico preciso da 

neoplasia em serpentes, sugere-se uma avaliação física e laboratorial completa do animal 

acometido (TROIANO, 2018). 

Os dados obtidos através da análise do hemograma permitem uma maior clareza 

quanto ao diagnóstico e acompanhamento dos pacientes. Eles podem apresentar 

alterações que auxiliam na avaliação nos casos de anemias, doenças inflamatórias, 

neoplasias, parasitemia, distúrbios hematopoiéticos, alterações hemostáticas e 

toxicológicas, como inclusões bacterianas e virais (NARDINI et al., 2013; CAMPBELL, 

2014).  

A colheita de sangue em serpentes pode ser realizada com eficiência na veia 

ventral caudal, bem como no seio venoso vertebral, mas deve-se ter cuidado com a 

possibilidade de contaminação da amostra por linfa (GILLETT et al., 2015), que dilui o 

conteúdo, deixando-o mais claro e alterando os resultados encontrados. O recomendado 

para colheita com segurança à saúde do animal é de até 10% do volume total de sangue 

(TROIANO et al., 2000). 

O objetivo desta pesquisa foi avaliar as possíveis alterações nos valores 

hematológicos em Bothrops atrox provenientes de criação comercial, com diagnóstico de 

neoplasia em oviduto. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

As amostras foram colhidas de animais do criatório comercial Pentapharm do 

Brasil, Uberlândia, Minas Gerais, com número de registro no Instituto Brasileiro do Meio 

Ambiente e dos Recursos Naturais Renováveis (IBAMA) 4.644.776. Essa pesquisa foi 

realizada mediante autorizações do Sistema de Autorização e Informação em 

Biodiversidade (SISBIO), número 69416-1 e Comitê de Ética em Uso Animal da 

Universidade Federal de Uberlândia, 040/19, bem como registro no Sistema Nacional de 

Gestão do Patrimônio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen), 

AF8A99F. 

Foram utilizadas dez serpentes fêmeas de Bothrops atrox, todas nascidas em 

cativeiro, com seis anos de idade, que haviam sido avaliadas pela equipe de profissionais 

que cuidam dos animais, tendo a médica veterinária constatado a presença de massa na 
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cavidade celomática à palpação. Os répteis foram encaminhados para procedimento 

cirúrgico para exérese dos tumores de oviduto, com posterior avaliação histopatológica. 

Fragmentos de aproximadamente 1,5cm3 das massas tumorais foram armazenados em 

potes plásticos com solução de formaldeído 10% (TROIANO, 2018).  

Foram colhidas amostras de sangue para análise hematológica antes do 

procedimento cirúrgico. As dez serpentes apresentavam escore corporal satisfatório e 

eram mantidas em viveiros. Todas as serpentes são marcadas com microchip e 

monitoradas individualmente. O ambiente tinha temperatura e umidade controladas, entre 

25 a 30ºC e 60 a 80%, respectivamente, e fotoperíodo de 12 horas claro e 12 horas escuro. 

Os animais eram alimentados com camundongos a cada 21 dias, e tinham disponibilidade 

de água ad libitum. 

As colheitas de sangue foram realizadas no mês de março de 2019. As serpentes 

foram contidas fisicamente utilizando gancho e tubo plástico transparente, para evitar o 

contato direto do manipulador com a cabeça do animal. Foram colhidas amostras de 

aproximadamente 0,5 mL de sangue, puncionado na veia caudal ventral, com seringas 

descartáveis de 3 mL e agulha hipodérmica descartáveis de 13 x 0,3 mm, que foram 

acondicionadas em tubos com ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) (TROIANO et 

al., 2018). No momento da obtenção das amostras de sangue também foram 

confeccionados esfregaços sanguíneos sem anticoagulante e as amostras foram 

processadas no mesmo dia da colheita. Como parâmetros de referência foi utilizado os 

resultados previamente publicados para fêmeas da espécie Bothrops atrox por Pereira et 

al. (2022). 

O hematócrito foi determinado por meio de centrífuga de microhematócrito. A 

dosagem de hemoglobina foi feita pelo método de cianeto de hemoglobina (HiCN) no 

analisador bioquímico semiautomático modelo BIO-200®️. O kit de hemoglobina e o 

padrão utilizados foram da Labtest Diagnóstica®️ e a metodologia foi realizada conforme 

instruções de uso do fabricante. 

Para a determinação do número total de eritrócitos, leucócitos e trombócitos foi 

realizada a diluição de 1:100 (10 μl de sangue para 1 mL da solução de Natt-Herrick), 

com contagem citológica em câmara de Neubauer espelhada, em microscópio com 

aumento de 400x. Foram obtidos os números totais de eritrócitos, leucócitos e 

trombócitos dos 25 quadrantes centrais e multiplicou-se o valor encontrado pelo fator 

1000. A fórmula para obtenção do fator é: % contada (1/1) x diluição (1:100) x constante 
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(10) (ALMOSNY et al., 2014). Os índices hematimétricos foram calculados de acordo 

com as fórmulas originais do Wintrobe (1933). 

A contagem diferencial de leucócitos foi realizada nos esfregaços de sangue 

corados com Panótico Rápido®️, visualizados em microscópio óptico para observação em 

aumento de 1000x, com óleo de imersão. Foram contadas 100 células no total, 

determinando a porcentagem de cada uma (valor relativo), para posterior determinação 

do valor absoluto de cada. Devido à variabilidade existente na nomenclatura, foi 

empregada a proposta por Hawkey & Dennet (1989). Assim, os tipos de leucócitos foram 

descritos como células mononucleares (linfócitos, monócitos e azurófilos) ou como 

granulócitos (heterófilos, basófilos e eosinófilos). 

O material para análise histopatológica foi colhido dias após a colheita de 

sangue, e cortado em fragmentos de aproximadamente 1 x 1 cm, e abrigado em cassetes 

histológicos. Para o processamento, o material passou por uma bateria gradual de álcool 

e xilol, e então foi incluído em parafina líquida. Foram realizados cortes histológicos a 

5μm e o material foi corado em Hematoxilina e Eosina. Por fim, a lâmina foi montada 

com uma lamínula para a leitura em microscopia óptica em microscópio Opticam®️ 0300s 

(JUNQUEIRA &  CARNEIRO, 2017). 

              Os resultados do hemograma das serpentes foram tabelados em planilhas do 

Microsoft Excel 365 para avaliação estatística da frequência de alterações presentes, 

conforme referência previamente publicada para a espécie (PEREIRA et al., 2022). 

 

RESULTADOS 

 

Das dez serpentes, em oito foi constatada neoplasia benigna em oviduto, com 

diagnóstico de fibroma (Figuras 1A e 2) e nas outras duas fêmeas, foi diagnosticado 

fibrossarcoma (Figuras 1B e 3), também em oviduto. Os valores de resultados de 

hemograma de B. atrox, estão representados na Tabela 1. 
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Figura 1. Imagem histológica de fibroma (A), aumento de 40 X, e fibrossarcoma (B) em 

oviduto de Bothrops atrox de cativeiro, aumento de 20 X. (Fonte: Autora).  

 

   

 

Figura 2. Imagem de massa neoplásica: fibroma (Fonte: Autora).  

A B 
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Figura 3. Imagem de massa neoplásica: fibrossarcoma (Fonte: Autora).  
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Tabela 1. Resultados de hemograma de B. atrox com fibroma (1 a 8) e fibrossarcoma (9 e 10) 

 
FIBROMA  FIBROSSARCOMA 

REFERÊNCIA1 

1 2 3 4 5 6 7 8  9 10 

He (milhões/mm3) 0,82 0,44 0,84 1,49 0,37 0,63 0,55 0,28  0,26 0,31  0,37-0,69 

Hb (g/dL) 11,6 7,4 12,2 18,8 7,3 9,4 7,5 5,5  5,2 4,3  7,4-12,4 

HCT (%) 35 22 37 56 22 28 25 16  17 14  22-38 

VCM (fL) 427 500 440 376 595 444 455 571  654 452  549-595 

HCM (pg) 141,5 168,2 145,2 126,2 197,3 149,2 136,4 196,4  200 138,7  167,2-200 

CHCM (%) 33,1 33,6 33 33,6 33,2 33,6 30 34,4  30,6 30,7  29,5-33,6 

LEUCOGRAMA (/mm3) 

Leucócitos 6500 18500 7000 14000 7500 5000 2300 7500  9500 8000  6750-17750 

Heterófilos 2990 10730 3640 5180 5250 3100 1426 4500  6080 3520  1980-5390 

Eosinófilos 0 0 0 0 0 0 0 0  0 0  0-285 

Basófilos 0 0 0 0 0 200 46 225  0 0  0-0 

Azurófilos 1820 3515 1330 2940 450 400 92 525  570 2240  666-2280 

Monócitos 130 1295 210 140 750 300 184 525  760 480  180-630 

Linfócitos 1560 2960 1820 5740 1050 950 552 1725  1900 1760  2640-6840 

Trombócitosx103 10700 8500 10500 21500 8000 9000 7000 9000  10500 5000  16000-360000 

CITOLOGIA  
HT;  

TA 

TA;  

HePN 
 - 

HD;  

HePN; TA 
- - - -  

 
-  

HePN;  

HD; TA 
 - 

1Fonte: Pereira et al. (2022). 

Legenda: -: Sem dados; CHCM: Concentração de hemoglobina corpuscular média; Hb: Hemoglobina; HCM: Hemoglobina corpuscular média; 

HCT: Hematócrito; HD: heterófilos degranulados; He: Hemácias; HePN: Hemácias com pleomorfismo nuclear; HT: Heterófilos tóxicos; TA: 

Trombócitos ativados; VCM: Volume corpuscular médio. 
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DISCUSSÃO 

As condições de temperatura ambiente que as serpentes são abrigadas, bem 

como para o armazenamento dos frascos contendo as amostras de sangue, pode 

influenciar nos resultados obtidos, sendo indicado manter os recintos em temperatura de 

20 a 32 ºC. Ao colher as amostras sanguíneas, essas devem ser armazenadas em tubos 

com antigoagulantes a 4 ºC (TROIANO, 2018). No criatório comercial aonde se procedeu 

as colheitas de sangue, há monitoramento de temperatura nas salas de criação, sendo a 

temperatura controlada entre 25 e 30 ºC, tendo aquecedores automáticos, caso esta 

temperatura mínima abaixe do limite descrito. As amostras foram colhidas e armazenas 

a 4 ºC e processadas no mesmo dia para evitar erros pré-analíticos. 

Os anticoagulantes mais usados no processamento sanguíneo de animais são a 

heparina de lítio e o ácido etilenodiamino tetra-cético (EDTA). O primeiro é o de eleição 

para algumas espécies de répteis, devido à hemólise observada com o emprego do EDTA 

em testudines. Quanto à heparina, ela  pode promover agregação de leucócitos e 

trombócitos, com coloração azulada no esfregaço. Desse modo, sempre que possível, 

recomenda-se a realização de esfregaços sanguíneos sem anticoagulante (HARR et al., 

2005; NARDINI et al., 2013; CAMPBELL, 2015). Isto foi realizado para as dez amostras 

colhidas, procedendo os esfregaços sanguíneos antes de conservar as amostras sanguíneas 

em tubos com EDTA, sem observação de hemólise com o emprego desse anticoagulante. 

As células sanguíneas encontradas em serpentes incluem eritrócitos nucleados e 

leucócitos que se dividem nas categorias: heterófilos, eosinófilos, basófilos,  e 

eosinófilos, como granulócitos e monócitos, linfócitos, trobócitos e azurófilos, como 

mononucleares (GLASER, et al., 2013; CAMPBELL, 2014; HEATLEY & RUSSEL, 

2019).  

O interesse pela criação de serpentes em cativeiro tem aumentado 

mundialmente, e na literatura há poucas informações sobre os parâmetros hematológicos, 

bioquímicos e clínicos da espécie B. atrox, e a caracterização de tais dados é importante 

na avaliação da saúde do plantel (TROIANO, 2018). Assim como há escassez de dados 

provenientes de serpentes saudávies, entender a relação entre neoplasias e alteração de 

parêmtros sanguíneos é um desafio e tem suma importância aos médicos veterinários que 

trabalham com estes animais. Recentes pesquisas tem mostrado o potencial da peçonha 

botrópica para tratamento de algumas doenças, incluindo a leishimaniose e a inibição do 
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vírus causador da pandemia covid-19, SARS-COV-2 (CASTILHOS et. Al., 2011; 

GOUDA & MÉGARBANE, 2021). 

As causas de anemia em serpentes são semelhantes às de mamíferos, aves, e 

outros répteis, com marcadores de regeneração caracterizados pela presença de 

pontilhado citoplasmático basofílico, policromasia, binucleação, aumento de anisocitose 

e de precursores eritroides (HEATLEY & RUSSEL, 2019).  Alguns exemplos de 

hemoparasitoses em serpentes são as dos gêneros Haemogregarina, Hepatozoon e 

Serpentoplasma (NARDINI et al., 2013). Que nem sempre estão associadas à anemia, 

podendo manifestar esta sintomatologia apenas quando a presença destes parasitos no 

sangue é muito acentuada. Nas amostras de Bothrops atrox não foram identificados 

hemoparasitas, porém observou-se anemia em uma amostra de serpente com fibroma e 

nas duas amostras de animais com fibrossarcoma (PEREIRA et al., 2022). Durante o 

procedimento cirúrgico para colheita das amostras, notou-se intensa vascularização nas 

duas massas identificadas posteriormente como fibrossarcoma. 

Em animais com eritrócitos nucleados, como anfíbios, peixes, aves e répteis, 

estas células enquanto jovens, são menores do que os eritrócitos já maduros, o que 

caracteriza a microcitose como anemia regenerativa para estes grupos de animais. Nas 

Bothrops atrox avaliadas, em uma delas ocorreu anemia regenerativa, já em outra 

amostra, houve macrocitose, o que se relaciona a provável alteração hidroeletrolítica 

(ALMOSNY, 2014). 

Notou-se eritrocitose em três das amostras de Bothrops atrox com neoplasia 

benigna, porém quando se comparado ao padrão estabelecido para machos da mesma 

espécie no mesmo estudo de Pereira, et al. (2022) esta eritrocitose persiste em apenas 

duas serpentes e quando comparado com os parâmetros verificados por Trulijo et al. 

(2016), apenas uma das fêmeas continua com o número de hemácias acima do valor 

máximo verificado. Não há relatos clínicos de associação de neoplasia com eritrocitose 

na literatura para esta espécie. 

Segundo Heatley & Russel (2019), os eosinófilos são raros ou ausentes na 

maioria das serpentes e sua presença é controversa, porém há descrição em  trabalhos 

recentes como o de  Klindovits et al. (2017) com o gênero Bothrops (B. atrox e B. 

jararacussu) e Corallus hortulanus. A presença deste tipo de leucócitos vem associada à 

presença de infecções por parasitas, já que sua função relaciona-se com fagocitose de 
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imunocomplexos. Não foram visualizados eosinófilos em serpentes com neoplasia no 

presente estudo. 

Em serpentes, o aumento de azurófilos tem sido associado a casos agudos de 

inflamações e doenças infecciosas (GOMEZ, et al., 2016; HEATLEY & RUSSEL, 2019). 

Neste estudo, ao avaliar as amostras sanguíneas das Bothrops atrox com neoplasia 

benigna e maligna, na maioria encontrou-se valores dentro dos parâmetros para a espécie 

(PEREIRA et al.,  2022). 

Os trombócitos estão associados ao sistema hemostático e, segundo alguns 

autores, podem também ter capacidade de fagocitar bactérias (GREGO, et al., 2006; 

TROIANO, 2018). Para Bothrops atrox com neoplasia benigna e malígna, foi notado 

valor menor, tanto para referência mínima quanto máxima, em comparação às serpentes 

saudáveis. Apenas uma das amostras se manteve dentro dos parâmetros. Esse achado 

pode indicar que o fibroma está associado a uma trombocitopenia nesta espécie 

(PEREIRA et al.,  2022). 

Observou-se uma linfopenia nas Bothrops atrox com neoplasia benigna, assim 

como também foi identificado um valor mínimo e máximo abaixo do padrão de referência 

para a espécie de Bothrops nos dois exemplares que apresentaram fibrossarcoma, sendo 

indicativo de B.atrox com tais neoplasias terem os valores de linfócitos reduzidos na 

análise hematológica da série branca. Sabe-se que os linfócitos em maior ou menor 

número, associam-se a processos inflamatórios, cicatriciais, doenças virais e parasitárias, 

quando estão reduzidos associa-se à desnutrição ou imunosupressão (TROIANO, 2018). 

O número total de leucócitos esteve abaixo dos parâmetros definidos para a 

espécie em três das amostras de serpentes com neoplasia benigna, e em apenas uma 

amostra houve leucocitose. Os heterófilos são associados à infecções bacterianas, 

leucemias mieloides e algumas neoplasias. Houve variação dos valores dos heterófilos 

para acima dos parâmetros descritos em duas das amostras, e em uma delas ocorreu 

heteropenia, quando comparada a valores em serpentes saudáveis (PEREIRA et al.,  

2022). 

A basofilia está presente em infecções virais ou parasitárias e a monocitose 

associa-se a diversas doenças crônicas, neoplasias, doenças inflamtórias, sobretudo as 

granulomatosas (TROIANO, 2018). Neste estudo verificou-se basofilia em três das 

amostras de serpentes com neoplasia benigna, e ocorreu monocitose em três amostras e  
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monocitopenia em duas delas, demosntrando falta de padrão na alteração destes 

leucócitos em caso de fibroma e fibrossarcoma (PEREIRA et al.,  2022). 

 Os casos de neoplasias em serpentes, muitas vezes são subdiagnosticados, por 

isto os dados sobre prevalência e incidência são escassos, e torna-se cada vez mais 

necessário o incetivo de pesquisas na área, uma vez que tais afecções, sobretudo do tipo 

malignas, podem reduzir o tempo de vida em cativeiro. Há relatos sobre 

hamengiossarcoma, carcinoma, lipoma, fibroma, fibrossarcoma, entre outros, em 

variadas espécies de serpentes (BRAZ, 2018). 

Foi diagnosticado fibrossarcoma na cavidade oral em dois espécimes de 

Bothrops moojeni, com quatros anos de idade, de cativeiro, com recidiva após a exérese.  

Histologicamente, as duas amostras consistiam massa altamente celular, composta por 

células anaplásicas fusiformes organizadas em feixes entrelaçados e distribuídos por toda 

extensão tecidual e, ocasionalmente, células poligonais arranjadas em fascículos 

irregulares (SANTOS et al., 2015). 

Outro relato, também em Bothrops moojeni de cativeiro, se tratando de cinco 

serpentes, com idade superior a onze anos, foram diagnosticadas pela análise citológica e 

histopatológica, com lipoma. Lipoma é a neoplasia benigna mais frequente de origem 

mesenquimal observada em humanos e em cães, enquanto em outras espécies é 

relativamente raro, talvez pela falta de registros e divulgação (CASSALI et al., 2004). 

Uma das dificuldades em se estabelecer parâmetros hematológicos para répteis 

é que condições de temperatura ambiental pode influenciar e alterar os valores 

hematológicos encontrados nas amostras (NARDINI et al., 2013). Por isto, é importante 

a caracterização de valores regionais e a avaliação de aspectos ambientais, sazonais, o 

estado nutricional, manejo, idade e origem do animal durante a avaliação (ALMOSNY, 

2014). Em qualquer alteração no estado de saúde das serpentes de criação, faz-se 

necessário analisar também estes parâmetros, e entender quais as modificações 

hematológicas são notadas nas diferentes doenças, inclusive as neoplásicas, que se tornam 

mais comuns, devido ao aumento da longevidade das serpentes de cativeiro. 

 

CONCLUSÕES 

 

Foram encontradas alterações em algumas células sanguíneas para Bothrops atrox 

com fibroma ou fibrossarcoma, quando comparadas aos parâmetros para serpentes 
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saudáveis da mesma espécie, alojadas no mesmo criatório comercial. Nestes animais, 

observou-se linfopenia e trombocitopenia na maioria das amostras, e não foram 

visualizados eosinófilos. Três, das 10 serpentes apresentaram anemia e em três foram 

encontradas basofilia.  

Pode-se sugerir que nas fêmeas de B.atrox alterações hematológicas observadas 

como linfopenia e trombocitopenia, devem ser um sinal de alerta para possível presença 

de neoplasia na região dos ovidutos.  

Se torna fundamental fazer análise hematológica em serpentes B.atrox saudáveis, 

bem como associar a avaliação do exame de hemograma em animais que apresentem 

qualquer alteração de saúde nesta espécie de serpente, incluindo casos neoplásicos, 

contribuindo para a avaliação profilática em Bothrops atrox de criação comercial. 
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ANEXO 1 

 

Tabela 1. Valores médios de referência de hemograma publicados para o gênero Bothrops 

 
B. asper 

(n=32)  

B. 

alternatus 

(n = 50) 

B. 

jararacuçu 

(n = 50) 

B. 

moojeni 

(n = 50) 

B. 

neuwiedi 

(n = 50)  

B. 

leucurus 

(n=29) 

B. 

ammodytoides 

(n = 50) 

Hemácias 

(103/mm3) 
640 660 642,3 543,1 667,3 402 489,4 

Hemoglobina 

(g/dL) 
6 10,01 12,13 11,88 12,16 6,73 8,2 

Hematócrito 

(%) 
22 20,85 21,89 22,38 22,78 22 19,11 

VCM (fL) - 315,9 340,88 412,07 341,37 615,27 391 

CHCM (%) - 48,09 55,38 53,08 53,38 29,73 43,22 

Leucócitos 

(103/mm3) 
31 12,05 10,64 10,06 13,52 7,26 9,42 

Linfócitos (%) 66 51,4 50,6 51,05 52 59,9 52,2 

Monócitos 

(%) 
25 10,3 11,2 10,85 11,9 0 8,2 

Azurófilos 

(%) 
0 9,8 8,5 8,6 9,25 21,6 9,8 

Heterófilos 

(%) 
4 12 13,1 12,8 11,85 7,71 12,2 

Eosinófilos 

(%) 
3 15,2 16,5 15,7 14,95 0 16,3 

Basófilos (%) 3 1,3 0,5 0,9 0,75 6,75 1 

Trombócitos 

(103/mm3) 
10 5,68 5,2 4,91 6,14 8,17 4,6 

Referência 

Gómez 

et al. 

(2016) 

Troiano 

et al. 

(2000) 

Troiano 

et al. 

(2000) 

Troiano 

et al. 

(2000) 

Troiano 

et al. 

(2000) 

Grego et 

al. 

(2006) 

Troiano et 

al. (1999) 

-: Valores não citados; CHCM: Concentração de hemoglobina corpuscular média; n: número amostral; VCM: Volume corpuscular 

médio. 
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