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Perfil hematolégico de bovinos experimentalmente inoculados
com veneno de Bothrops alternatus

(Blood profile cattle experimentally inoculated
with Bothrops alternatus venom)

Neide Judith Faria de Oliveira,* Eduardo Lara Ribeiro,* Maria Llcia,** Marilia Martins Melo*

Resumo

Apesar de ser alto o nimero de acidentes ofidicos em bovinos, as alteracées hematolégicas e bioquimicas séricas sao
pouco estudadas, especialmente nas trés primeiras semanas apos 0 envenenamento. Diante deste contexto, objetivou-se
nesta pesquisa caracterizar o perfil hematoldgico e bioquimico sérico de bovinos apds a inoculagao experimental do veneno
de Bothrops alternatus. Cinco novilhas mesticas de peso corporal entre 188 e 278kg e idade de 12 a 18 meses receberam
na altura média da face cranial do membro anterior direito, entre as articulagdes umerorradioulnar e do carpo, por via
intramuscular superficial, 0,15mg/kg de veneno de Bothrops alternatus diluido em salina. Coletou-se sangue de todos os
animais antes (tempo zero) e as 3, 8, 24, 48, 72, 96, 168, 240, 405 e 576 horas apds inocula¢do do veneno para avaliagcao
do hemograma, coagulograma e dosagem de proteina total, albumina, globulinas, ureia, creatinina, creatina fosfotransferase,
aspartato aminotransferase e gama glutamiltransferase. O veneno de B. alternatus causou intoxica¢do grave nos bovinos,
e foi letal para dois animais as 53 horas e 78 horas. As alteragbes hematoldgicas observadas foram: anemia normocitica
normocrémica, leucocitose com neutrofilia com desvio para esquerda regenerativo, linfocitose, aumentos dos tempos de
coagulacéo, de protrombina e de tromboplastina parcial ativada, trombocitopenia e elevagédo da ureia e das enzimas CPT e
AST.
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Abstract

Despite the high number of Bothrops envenomation in cattle, the hematological and biochemical changes are poorly known
mainly in the first few weeks after the poisoning. In this context, the aim of this study was to evaluate the bovine blood profile
after B. alternatus envenomation. Five crossbred heifers were inoculated with B. alternatus venom (0.15mg/kg) diluted in
saline solution, by intramuscular injection, in the mean height of the cranial side of right forelimb, between the joints umer-
radio-ulnar and carpus. The blood was collected before the beginning of the experiment (zero time) and at 3, 8, 24, 48, 72, 96,
168, 240, 405 e 576 hours after inoculation, in order to evaluate the hemogram, coagulogram, total protein, albumine,
globulins, urea, creatinine, creatinine phosphokinase (CPT) and aspartate aminotransferase. The B. alternatus venon caused
a serious envenomation in catlle and was lethal for two animals at 53 and 78 hours. The blood profile alteratons were
normocitic and normocromic anaemia, leucocitosis with neutrophilia, linfocitosis, coagulation time increased, trombocytopenia
and elevation in the urea, CPT and AST enzymes.

Keywords: Bothrops alternatus, bovine, blood profile, envenomation.

adultos sdo mais resistentes que 0s jovens e as picadas de
serpentes ocorrem com maior frequéncia nos membros e
na regido da cabeca (Biondo et al., 1993; Menezes, 1995).

Introducéo

A serpente Bothrops alternatus, conhecida como urutu cruzeira
ou boicotiara possui um dos venenos botropicos mais letais,
sendo o terceiro mais téxico entre as serpentes, apés
Crotalus durissus terrificus e B. jararaca (Roodt et al., 2000).

Venenos botrépicos alteram o hemograma, como conse-
guéncia da agdo trombina-simile, da atuagdo sobre a agre-
gacao plaquetaria, da ativacdo dos fatores da coagulagdo e
da toxicidade vascular de frac6es do veneno, ocorrendo
hemoconcentragao transitoria. Porém, devido a diatese

Existem poucos estudos epidemioldégicos na Medicina Vete-
rinaria (Ferreira Jr. e Barraviera, 2004) e as espécies de ani-

mais domésticos mais sensiveis ao veneno botropico séao,
em ordem decrescente: bovinos, equinos, ovinos, caninos,
suinos e felinos (Aradjo e Belluomini, 1960-62). Bovinos

hemorragica instalada local e sistemicamente, é evidente a
anemia severa que ocorre posteriormente (Theakston e
Kamiguti, 1998).
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O veneno botrépico causa hemédlise in vitro (Kellen et al.,
1960-62; Rosenfeld et al., 1960-62) e as fosfolipases A, (PLA,)
presentes no veneno, além da citotoxicidade vascular e coa-
gulagédo intravascular disseminada (CID) podem predispor
a hemolise descrita em camundongos (Chaves et al., 1992)
e cées (Santos et al., 2003).

A extensa inflamacao local causada no envenenamento
botrépico influencia o leucograma de caes, resultando em
leucocitose, neutrofilia e desvio a esquerda regenerativo
(Santos et al., 2003, Ferreira Jr. e Barraviera, 2004).

O veneno botrépico ativa a hemostasia, provocando coa-
gulopatia e trombopatia (Tanjoni et al., 2003), mais severas
em picadas de serpentes jovens. Os acidentes botrépicos
provocam incoagulabilidade sanguinea, hipofibrinogenemia,
aumento dos produtos de degradacdo da fibrina e fibri-
nogénio (PDFs) e reducdo da antiplasmina; prolongamentos
dos tempos de protrombina (TP), de tromboplastina parcial
ativada (TTPA) e de coagulacado (TC), além do consumo dos
fatores de coagulacdo V e VIl (Bogarin et al., 2000, Jacome
et al., 2002).

Os efeitos locais e sistémicos do veneno botrépico em
diferentes 6érgdos e tecidos determinam as alteracfes
bioquimicas séricas (Otero et al., 2002).

Apesar de existirem diversas pesquisas sobre as fragfes
dos venenos e seus efeitos (Oliveira et al., 2007), a literatura
€ escassa quanto aos achados laboratoriais dos envene-
namentos ofidicos, especialmente nos bovinos. Provavel-
mente, nesses, a maioria dos acidentes ofidicos seja cau-
sada por serpentes do género Bothrops (Ferreira Jr. e
Barraviera, 2004).

Considerando que o bovino é uma das espécies mais sen-
siveis ao veneno ofidico, e que a sua taxa Mieléide: Eritréide
€ menor que 1, buscou-se nesta pesquisa caracterizar o
perfil hematolégico e bioquimico de bovinos apés a
inoculacdo experimental do veneno de Bothrops alternatus.

Material e métodos

O experimento foi conduzido no Hospital Veterinario da Escola
de Veterinaria da UFMG onde os animais ficaram alojados
em galpdo de alvenaria, contidos num sistema tipo tie stall,
recebendo dieta balanceada composta por racdo comercial
para novilhas! e silagem de milho, agua e mistura mineral?
ad libitum.

Foram utilizadas cinco novilhas mesticas das racas Holan-
dés/Zebu, peso corporal entre 188 a 278kg e idade de 12 a
18 meses, previamente desverminadas com ivermectina® e
vacinadas contra febre aftosa,* raiva® e clostridioses® com
as doses determinadas pelo fabricante.

O veneno cristalizado da serpente de B. alternatus foi
armazenado a -20°C e ressuspendido em solu¢cdo salina
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(0,9%)" para a inoculagdo nos bovinos. Injetou-se 0,15mg/
kg do veneno por kg de peso corporal segundo ArauGjo e
Belluomini (1963), por via intramuscular superficial, na face
cranial do membro anterior direito, entre as articulagdes
umerorradioulnar e do carpo. Para garantir a penetragéo exata
em todos os animais, as agulhas foram introduzidas na
profundidade de 6mm, usando dispositivo de esparadrapo
adaptado a agulha, conforme técnica utilizada por Lago et al.
(2001).

Nos tempos antes (0h) e depois da inoculagéo do veneno (3,
8, 24, 48, 72, 96, 168, 240, 408 e 576 horas) coletou-se
sangue por puncao da veia jugular, com agulha e tubos tipo
vacutainer que foi acondicionado em: (a) tubo contendo sal
dissddico do acido etileno diaminotetracético (EDTA) a 10%
para realizacéo do eritrograma e da contagem do numero de
leucdcitos; (b) tubo contendo citrato de sédio a 10%, para
realizacdo do Tempo de Protrombina (TP), Tempo de
Tromboplastina Parcial Ativada (TTPa) e fibrinogénio; (c) tubo
sem anticoagulante para avaliar o Tempo de Coagulagéo
(TC) a 37°C e (d) tubo sem anticoagulante para a obtencao
do soro destinado as analises bioquimicas.

A contagem de eritrécitos leucécitos totais, dosagem de
hemoglobina, determinagédo do volume globular e célculo
dos indices hematimétricos: volume globular médio (VGM),
hemoglobina globular média (HGM) e concentragdo de
hemoglobina globular média (CHGM) foram realizadas em
contador eletronico.®

As plaquetas (método indireto de Fonio) e a contagem
diferencial de leucécitos foram feitas nos esfregacos
sanguineos depois de fixados e corados por May Grunwald-
Giemsa. Utilizou-se a colorimetria® para a dosagem de
asparto aminotransferase (AST), creatina fosfotransferase
(CPT), gama glutamiltransferase (GGT), proteina total (PT) e
albumina, e por diferenca entre a PT e albumina, obtiveram-
se as globulinas (Thrall, 2003).

Mediram-se TP e TTPA pela coagulacdo do plasma nos
métodos de Quick modificado!® e pela formacédo do coagulo
plasmatico na presenca de ativador e fosfolipides
recalcificados com cloreto de calcio,* respectivamente.
Estimou-se por colorimetria o fibrinogénio, pelo método de
Ratnoff e Menzie (1959) modificado e o TC, segundo Lee e
White (1913).

O experimento, delineado em blocos ao acaso, teve no tempo
zero uma linha basal de referéncia, sendo os animais
(blocos) seus proprios controles e os horarios antes e depois
da inoculacédo, os tratamentos, numa resposta de fluxo
continuado. Todos os dados obtidos foram submetidos a
andlise de variancia normal e de regressao, utilizando-se os
sistemas para analises estatisticas com o Softwear SAS e
SAEG. As médias foram comparadas utilizando-se os testes
de Student-Newman-Keuls ao nivel de 5% de probabilidade
conforme Sampaio (2007).

1 Ragdo Novilhas Itambél 16%PB

2 Fosbovi 200, Tortuga.

3 Rangerl - Vallée S A — Produtos Veterinarios.
4 Bovicelll - Vallée S A — Produtos Veterinarios.
5 Raivacell - Vallée S A — Produtos Veterinarios.
5 Polistar(] - Vallée S A — Produtos Veterinarios.

7 Cloreto de s6dio 0,9% — Hypofarma.
8 VET ABXO - Diagnostics.

9 Bioclin- Kits comerciais

10 Fischer Diagnostics
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Resultados e discussao

Observou-se hemdélise macroscopica as 24 e 48 horas apds
a inoculagdo experimental do veneno de B. alternatus em todos
os bovinos deste experimento. A hemolise também foi descrita
em caes (Sano-Martins et al., 1995; Takahira, 1999; Santos et
al., 2003) e em ratos expostos ao veneno botrépico (Chaves
etal., 1992). O aumento da fragilidade eritrocitaria e a hemalise
indireta no envenenamento botropico podem ser causados
pela PLA,, como ocorre em acidentes com outras serpentes
(Segev et al., 2004), alteracdes vasculares toxicas, distarbios
hemodinamicos da coagulacéo intravascular disseminada
(CID) e ativagao do sistema do complemento (Farsky et al.,
2000), apesar de o efeito hemolitico direto ser comprovado
apenas in vitro (Kellen et al., 1960; Rosenfeld et al., 1960-62).

Dois animais vieram a 6bito as 53 e 78 horas apés a
inoculacdo do veneno de B. alternatus. Verificou-se anemia
severa em dois dias e normalizacao dez dias depois do
envenenamento. Conforme Feldman et al. (2000) este tempo
€ necessario para maturacao das células vermelhas do
bovino. Nos primeiros dias, como esperado apds a anemia
aguda regenerativa, foram vistas policromasia e macrocitose.

Ocorreu pequena elevagédo no nu-
mero de eritrocitos até 24 horas e
gueda significativa 48 horas apés a
inoculacdo do veneno (Tabela 1).
Este aumento relaciona-se ao es-
tresse e a dor local, devido a acédo
de catecolaminas, indicando poli-

Apesar de terem sido verificadas variagBes nos indices
hematimétricos, ndo foram observadas microcitose ou
hipocromia nos esfregagos sanguineos destes bovinos,
caracterizando a anemia apresentada como normocitica e
normocromica até 96 horas, corroborando os achados de
Takahira (1999) e Santos et al. (2003) em cades expostos a
diferentes venenos botrépicos. Possivelmente houve
proliferacéo eritr6ide medular, como resposta a hipdxia
tecidual e ainda pode ter ocorrido estimulo eritropoiético
associado a fragdes do veneno botrépico, conforme descrito
em camundongos por Maria et al. (2003).

Os resultados demonstram que nos bovinos expostos ao
veneno de B. alternatus foi constatada reducdo (P<0,05) da
contagem de eritrocitos, volume globular e concentragéo de
hemoglobina, de 48 horas a 168 horas apds a inoculacao
(Tabela 1), comprovando a anemia grave, devido a perda
sanguinea aguda provocada pela diatese hemorragica
instalada local e sistemicamente no envenenamento
botrépico, como descrito em ratos (Pérez et al., 1998), seres
humanos (Otero et al., 2002) e em cédes (Santos et al., 2003;
Ferreira Jr. e Barraviera, 2004).

Tabela 1: Valores médios do numero de eritrécitos (/mm3), volume globular (%),
hemoglobina (g/dl), volume globular médio (fl), hemoglobina globular média
(pg) e concentragdo de hemoglobina globular média (%) em bovinos antes
e apos a inoculacao do veneno de B. alternatus 0,15mg/kg do veneno por kg
de peso corporal

citemia relativa nas primeiras horas Variaveis Eritrécigos Volume Hemoglobina VGM VGM CHGM
do envenenamento botrépico. /mm globular % g/dl fl Pg %
Relalt(?u.-se hemoconcentragéo Tempos

transitoria em diferentes envenena-

mentos ofidicos em varios estudos TOh 6.610.000c 26,36¢C 8,89bC 40,23d 13,590d 33,78a
(Franceschi, 1990; Lago et al., 2001; T3h 7.790.000ab 29,70ab 9,77ab 38,67e 12,63e 32,80abc
Segev et al., 2004). Posteriormente, T8h 7.450.000bc  28,33bc 9,20ab 38,33e  12,43e  32,40abc
no tempo 72 horas, ha indicativo da T24h 8.410.000:. 32,37 10,50 38,67 12,57 32,50ab
perda de sangue abrupta e exaustédo 410.000a 21a oa 0re oie roane
das reservas esp|énicas e medula- T48h 5.310.000d 20,33d 6,63d 38,67e 12,53e 32,63abc
res (Chen et al., 2004). T72h 4.030.000e 15,53e 5,23e 38,67e 12,93e 33,70ab
Os menores valores de eritrocitos, T96h 3.740.000e 14,57e 4,93e 38,67e 13,13de 33,87a
volume globular e concentracdo de  T168h 4.100.000e 20,80d 6,70d 50,67a  1647a  32,40bc
hemoglobina foram observados as 4, 5.590.000d 25,50¢ 8,07¢ 4567b  1450b  31,63cd
96 horas pds inoculacéo. A reducao

persiste nos tempos 168 e 240 T408h  7.030.000bc  31,23ab 9,63ab 44,33bc  13,73c  30,90d
horas, e ha aumento significativo as T576h 7.640.000ab 32,63a 9,60ab 43,00c 12,67e 29,30e

240 horas, porém, o retorno aos
niveis basais de eritrocitos acontece

. P<0,05).
somente no 17° dia (408 horas).

As maiores médias do VGM foram observadas as 168 horas,
permane-cendo elevadas (P<0,05) até 576 horas (Tabela 1).
Este resultado demonstra a macrocitose a partir de 168 horas,
achado comum nas anemias regenerativas (Feldman et al.,
2000). Houve redugédo da HGM até 96 horas pdés-inoculacédo
e aumento nos tempos seguintes até 240 horas. Sete dias
apos a inoculacao do veneno (168 horas), houve nos animais
diminuicdo significativa dos valores médios de CHGM.
Posteriormente, a absorcdo de eritrocitos agregados nos
trombos formados e a resposta regenerativa a perda
sanguinea aguda mantém o CHGM em niveis mais elevados
até 168 horas.
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Médias seguidas de letras minUsculas iguais ndo diferem estatisticamente entre os tempos (Teste SNK

A perda sanguinea aguda grave observada no envene-
namento botrépico ocorre devido a agdo trombina simile do
veneno (Kamiguti et al. 1994), alteracdo da agregacéo
plaquetaria reportada por Castro et al. (1998 e 1999) e da
acdo vasculotéxica sistémica das hemorraginas e outras
fragcBes (Kamiguti et al., 1996; Tanjoni et al., 2003).

Na morfologia celular eritréide, o animal n® 1 evoluiu para a
morte 53 horas pdés-inoculacdo e apresentou anisocitose as
24 e 48 horas, sendo verificados macrocitose, policromasia,
pontilhados basofilicos, corpusculos de Howell Jolly,
metarrubrécitos (2/100 leucdécitos) e rubrécitos (2 /100
leucécitos) as 48 horas.



O animal n° 2 apresentou entre 24 a 72 horas anisocitose,
policromasia, presenca de corplUsculos de Howell Jolly e
pontilhados basofilicos, além de rubrécitos (5/100 leuco-
citos), metarrubrdcitos (11/100 leucécitos), rubiblasto e hema-
togbnia e morreu as 78 horas. O bovino n°3 apresentou ani-
socitose entre 8 a 576 horas, com presenca de pontilhados
basofilicos e corpusculos de Howell Jolly de 48 a 168 horas
e policromasia neste tempo.

No bovino n°4 observou-se anisocitose de 8 horas até 576
horas. Entre 8 e 168 horas houve poiquilocitose e policro-
masia, corpusculos de Howell Jolly e pontilhados basofilicos.
Foram verificados rubrécitos (1/100 leucécitos as 8 e 24
horas, 2/100 leucécitos as 48 horas) e metarrubrécitos (1/
100 leucdcitos em 24 horas e 168 horas, 1/100 leucdcitos
em 48 e 96 horas e 4/100 leucécitos em 72 horas).

O animal n® 5 demonstrou anisocitose entre 48 e 576 horas,
poiquilocitose e policromasia moderada, macrocitose,
corpusculos de Howell Jolly e pontilhados basofilicos de 48
a 168 horas. Entre 240 e 408 horas ocorreu poiquilocitose,
policromasia, macrocitose e raros corpuisculos de Howell
Jolly. Indentificaram-se rubrécitos (2/100 leucécitos em 48 e
72 horas) e metarrubrdcitos (3/100 leucécitos em 48 horas e
2/100 leucocitos em 72 horas).

O eritrograma indica que em trés bovinos ocorreu liberagédo
de células eritréides jovens para a circulagdo e destes, um
sucumbiu, vitima dos efeitos deletérios do veneno botrépico.
Dois animais ndo responderam a anemia e destes, um
sobreviveu e outro veio a 6bito. Pelo exame da extenséo san-
guinea, ocorreram diferentes respostas a anemia causada
pelo envenenamento botrépico e os animais com cura espon-
tdnea demonstraram menos altera¢gfes ou resposta mais
precoce. A presencga de células jovens da linhagem eritréide
indica que os bovinos apresentavam anemia, com resposta
medular regenerativa e possivel-mente, com a liberagdo de
reticuldcitos evidenciada pela policromasia, anisocitose,
macrocitose e elevacdo do VGM entre 168 e 576 horas.

As médias de leucdcitos totais/mm?® de sangue variaram
entre 12.663 (0h) e 29.400 as 8 horas. Entre 3 as 48 horas os
valores sdo supe-
riores (P<0,05) aos
basais, igualando-se
a este 72 horas apés
a inoculagao do vene-
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das metaloproteinases do veneno, que potencializam a
inflamacé&o e relaciona-se ainda a dor e ao estresse, sendo
também descrita em seres humanos (Barraviera et al., 1995)
e em caes (Pérez et al., 1997; Jacome et al., 2002).

Os bovinos apresentaram contagens médias de neutréfilos
bastonetes/mm?® de sangue entre 141,0 (Oh) e 509,33 (24
horas), ultrapassando os limites superiores descritos por
Feldman et al. (2000) entre 3 a 72 horas (Tabela 2). Foram
identificadas células jovens da linhagem mieldide em todos
0s bovinos: no animal n°3, 280 metamiel6citos as 24 horas
e 180 as 96 horas; no bovino n°4, 816 metamielécitos as 3
horas e 888 as 24 horas; e no animal n°5, 324 metamielécitos
as 48 horas. Estes resultados indicam que a resposta
mieléide foi menor e mais tardia nos bovinos que
sucumbiram devido aos efeitos do veneno.

As médias de neutr6filos segmentados/mm? de sangue
oscilaram entre 3.032 (0h) e 15.800 (8 horas) e quintupli-
caram-se em apenas 8 horas (Tabela 2). Os valores sao
superiores (P<0,05) ao tempo zero entre 3 as 24 horas e
somente em 0, 408 e 576 horas encontram-se dentro do
limite para a espécie (Feldman et al., 2000). Diagnosticou-
se neutrofilia em bovinos até 10 dias depois da inoculagéo
do veneno de B. alternatus, concordando com os achados
em camundongos (Farsky et al., 1997 e 2000) e em cées
(Sano-Martins et al., 1995; Takahira, 1999) submetidos ao
envenenamento botrépico.

O nimero médio de linfécitos/mm?® de sangue variou entre
6.536 (96 horas) a 15.981(3 horas) (Tabela 2), sendo os
valores superiores (P<0,05) aos basais entre 3 as 24 horas
(linfocitose) e similares apds 48 horas. Entretanto, Sano-
Martins et al. (1995), Takahira (1999) e Santos et al. (2003)
encontraram linfocitopenia em cdes expostos ao veneno
botropico.

As médias de mondcitos, eosindfilos e baséfilos/mms? de
sangue variaram entre 774 (8 horas) e 256 (168 horas), 174
(96 horas) e 447 (168 horas) e zero (3 horas) e 250,67 (24
horas) e todas se encontram dentro da faixa normal para a
espécie (Feldman et al., 2000), de acordo com a Tabela 2.

Tabela 2: Valores médios do nimero de leucdcitos, neutréfilos bastonetes, neutréfilos segmentados,
linfécitos, mondcitos, eosindfilos e basofilos/mm® em bovinos antes e apos a inoculagéo
do veneno de B. alternatus 0,15mg/kg do veneno por kg de peso corporal

no de B. alternatus Varidaveis Leucécitos/ Bastonetes/ Segmentados/ Linfocitos/ Monocitos/  Eosindfilos/  Basofilos/
(Tabela 2). Especial- mm’ mm mm mm® mm® mm® mm®
mente em bovinos, Tempo
este resultado indica  Toh 12.663c 141,00a 3032,00d 8678,67cd 539,00a 252,67a 2,67b
que o veneno botré- g, 27.333a 459,33a 9698,67¢ 15981,33a 630,67a 168,00a 0,00b
pico atua como um T8h 29.400 417,33 15800,67 12196,67b 774,00 205,33 0,00b
grande estimulo infla- atha ooa ofa : ova ooa :
matério, mobilizando T24h 26.933a 509,33a 12450,67b 13128,00b 269,33a 269,33a 250,67a
as células brancas T48h 17.933b 231,33a 6760,67d 10084,00c 371,33a 244.67a 101,33ab
dos compartimentos T72h 15.367hc 351,00a 6338,00d 8055,67cd 461,00a 202,332  204,67ab
marginais e de reser- oo 14.767bc  121,33a 5969,33d 6536,00d 623,00a 147,67a  130,67ab
va (Arruda et al., 2003;
Chacur et al., 2003). T168h 13.067¢ 102,33a 4115,67d 7893,33cd 256,00a 447,33a 70,00ab
. T240h 13.200c 37,33 4144,33d 8108,33cd 563,67a 337,00a 76,33ab
A leucocitose no enve-
nenamento botrépico T408h 12.800c 119,33a 3478,67d 8354,67cd 512,00a 297,67a 37,67b
pode ser resultante da T576h 14.200c 244,00a 3590,67d 9455,33cd 546,00a 174,67 0,00b

acao da bradicinina,

Médias seguidas de letras mindsculas iguais ndo diferem estatisticamente entre os tempos (Teste SNK P<0,05).
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A morfologia celular demonstrou alteragbes até 576 horas
em todos os bovinos. Identificaram-se: neutrofilos segmen-
tados com vacuoliza¢des citoplasmaticas, citoplasma baso-
filico e corpusculos de Dohle; linfécitos com citoplasma
basofilico, granulag6es toxicas e vacuolos citoplasmaticos
e nucleares, além de sombras de Grumprecht, indicativas
de degeneragéo leucocitaria; linfécitos em divisdo as 24 ho-
ras em dois bovinos. No bovino n°1 as 72 horas diagnosti-
caram-se cariorrexe nuclear, granulacdes toxicas, basofilia
e vacuolos citoplasmaticos e nucleares em linfécitos.

Vacuolizacdes citoplasmaticas em megacariocitos foram
relatadas em caes ap6s envenenamento botrépico (Takahira,
1999) e metaloproteinases e PLA, do veneno séo citotoxicas,
justificando as alteracGes citotoxicas observadas nos
leucécitos de bovinos expostos ao veneno de B. alternatus.

Apesar de diferengas individuais ocorrerem na resposta
inflamatéria frente ao veneno botrépico (Carneiro et al., 2002),
as alteracOes discutidas anteriormente demonstram a
toxicidade do veneno de B. alternatus sobre o leucograma
bovino.

As médias de plagquetas/mm?® de
sangue (Tabela 3) apresentaram-
se entre 556.453 (240 horas) a
68.017 (24 horas), demonstrando
trombocitopenia, com reducgéo
significativa as 3 horas e valores
abaixo dos normais as 24 e 48

Entretanto, hipofibrinogenemia foi descrita em seres
humanos e animais expostos ao veneno botrépico (Cardoso,
1990; Pérez et al., 1997, Santos et al., 2003). Porém, no
envenenamento botrépico, dois fatores paradoxais atuam
sobre o fibrinogénio plasmatico: a fragdo trombina simile do
veneno induz a coagulagdo instavel deste, consumindo-o e
a sintese hepatica e inducao inflamatoria (Murata et al., 2004),
devido aos efeitos locais do veneno botrépico, justifica-se a
auséncia de hipofibrinogenemia nos bovinos submetidos
ao veneno de B. alternatus.

Os valores médios da TTPA (seg) oscilaram entre de 52,67
(576 horas) e 196,33 (24 horas) (Tabela 3) e apenas nesse
tempo o resultado foi diferente (P<0,05), indicando o
prolongamento do TTPA em bovinos, semelhante ao descrito
no acidente botrépico em seres humanos (Holloway e Parry,
1989), devido a interferéncia nos fatores da coagulagéo
causada por fracdes do veneno botropico que induzem a
formacdo de trombina intravascular e consumo da
protrombina, fator X e outros (Markland, 1998), pois o TTPA
prolongado indica defeitos no sistema intrinseco e via comum
da coagulacdo (Grubbs et al., 1997).

Tabela 3: Valores médios do nimero de plaquetas (/mm?®), fibrinogénio (mg/dl), tempo
de tromboplastina parcial ativada (TTPA) em segundos, tempo de
protrombina (TP) em segundos e tempo de coagulacdo (TC) em minutos e
segundos, em bovinos antes e apés a inoculacdo do veneno de B.
alternatus 0,15mg/kg do veneno por kg de peso corporal

horas, com retorno aos niveis . S TC
basais somente dez dias apds, Variavel Plaqliﬁgas,m F'b”r;'g/%?n'o Segzﬁgos Segzﬁ os minutos
indicando a resposta medular de e segundos
reposicdo apropriada nestes bo- Tempo
vinos (Feldman et al., 2000). TOh 411.950ab 491,00a 56,53b 22,50c 4mine5sd
A trombocitopenia também foi T3h 214.317cd 573,33a 65,67b 30,33ch 6min e 35sd
relatada nos acidentes botropicos T8h 168.373d 526,67a 81,33b 42,33a 13min e 59s cd
em seres humanos (Sano-Martins )
T24h 68.017d 515,00a 196,33a 61,67b 18min e 33s bc
et al., 1997; Castro et al., 1999) e )
em cles (Santos et al., 2003). Os T4gh 70.583d 603,33a 107,00b 42,67c 32mine 03s a
sangramentos nos locais de pun- T72h 102.153d 607,33a 91,33b 29,33c 23mine 17s b
¢éo venosa, em mucosas e feridas T96h 321.090bc 695,00a 62,67b 27,33¢ 30min e 45s a
cutaneas recentes, observados T168h 482.533ab 628,33a 54,000 24,33¢ 6min e 14s d
nestes bovinos estao relacionados )
com a trombocitopenia (Grubbs et T240h 556.453a 755,00a 54,67b 29,00c 5mine 7sd
al., 1997). T408h 439.516b 563,33a 59,67b 25,67c 7min e 10s d
T576h 430.687ab 590,00a 52,67b 28,33c 6mine 2sd

Ressalta-se que as serinoprotea-

ses (hemorraginas) e a PLA, pre-
sentes no veneno botrépico interfe-
rem na adesdo e agregacdo pla-
quetaria, provocando trombopatia e
trombocitopenia (Sugiki et al., 1995; Francischetti et al., 1998).

SNK P<0,05)

Os valores médios do fibrinogénio nos bovinos séo similares
entre os tempos (Tabela 3), variam entre 491 (Oh) e 775 mg/
d£ (240 horas) e estdo dentro da faixa de referéncia para a
espécie, de acordo com Kaneko et al. (1997). A tendéncia ao
aumento no fibrinogénio 3 horas pés-inoculagdo confirma a
hipercoagulabilidade inicial causada pela fracdo trombina
simile do veneno botrépico. As médias reduzem as 8 e 24
horas, indicando consumo do fibrinogénio provocado pelo
veneno botropico (Pérez et al., 1997). Das 48 as 240 horas
os valores elevam-se, demonstrando a recuperagao da
concentracdo de fibrinogénio.
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Entre 8 as 72 horas as médias indicam prolongamento do
TP e s&o superiores aos niveis basais (P<0,05) nos bovinos
submetidos ao veneno de B. alternatus (Tabela 3), achado
também citado por Sano-Martins et al. (1995) no
envenenamento botrépico em cées. O prolongamento de TP
confirma a interferéncia sobre os fatores da coagulacéo
provocada pelo veneno botropico, devido a estimulacao
sistémica desses e formacao de trombina intravascular,
causando coagulopatia de consumo (Markland, 1998;
Theakston e Kamiguti, 1998), pois o teste de TP avalia o
passo comum e sistema extrinseco da coagulacdo (Grubbs
etal., 1997).



As médias do TC oscilaram entre 4 min e 5 seg (0Oh) até 32
min e 3 seg as 48 horas, sendo significativamente superiores
ao valor basal entre 24 as 96 horas apds a administracdo do
veneno. O sangue foi considerado incoagulavel em 3, 48 e
72 horas apo6s a inoculagdo, pois quando o TC esta acima
de 20 ou 30 min ha incoagulabilidade sanguinea em seres
humanos (Andrade Filho et al., 2001). Este aumento do TC
nos bovinos indica alteragcdes provocadas por diversas
fracBes do veneno botrépico que causam consumo de fatores
da coagulacgéo, interferéncia com a funcao e nimero de pla-
quetas, ruptura dos capilares sanguineos, além de possivel
ativagdo do sistema fibrinolitico (Maruyama et al., 2002).

Este resultado em bovinos corrobora as observacgdes feitas
em caes expostos ao veneno botrépico por Takahira (1999)
e Santos et al. (2003). O consumo de fatores da coagulagéo
€ provocado por diversas fragées do veneno botrépico como
botrocetina e bothrojaracina e alteragédo da fungdo e nimero
de plaquetas (Roodt et al., 2000).

A média da proteina total variou de 5,75 (Oh) a 4,29g/d¢, 8
horas pdés-inoculagéo (Tabela 4). Os valores séo inferiores
(p£0,05) nos tempos 3 e 8 horas, indicando perda de
proteinas devido as hemorragias e edema agudo provo-
cados pelo veneno botrépico. As médias sdo similares ao
tempo zero entre 24 e 408 horas apds a inoculacéo do veneno
(Tabela 4). A reducgdo de PT sérica ap6s 0 envenenamento
botrépico também foi relatada em seres humanos (Hudelson
e Hudelson, 1995) e em cées (Ferreira Jr. e Barraviera, 2004).

Tabela 4: Valores médios da proteina total, albumina e
globulinas (g/dl) séricas em bovinos antes e apoés
a inoculacdo do veneno de B. alternatus 0,15mg/
kg do veneno por kg de peso corporal

Variavel Proteina total Albumina Globulinas
(g/dl) (g/di) (g/di)
Tempo
TOh 5,75a 3,56a 2,20a
T3h 4,38b 2,71a 1,66a
T8h 4,29b 3,15a 1,14a
T24h 4,92ab 2,79a 2,12a
T48h 4,75ab 2,99a 1,75a
T72h 4,75ab 3,08a 1,67a
T96h 5,13ab 2,89a 2,23a
T168h 5,24ab 3,44a 1,80a
T240h 5,20ab 3,13a 2,07a
T408h 5,75a 3,43a 2,32a
T576h 5,59a 3,41a 2,18a

Médias seguidas de letras minUsculas iguais ndo diferem estatisticamente
entre os tempos (Teste SNK P<0,05).

As médias da albumina sérica nos bovinos variaram entre
3,56 (0h) e 2,71g/dt, as 3 horas pés-inoculagcédo, nao
ocorrendo diferenca entre estas nos diferentes tempos
(Tabela 4). Os valores médios das globulinas séricas foram
de 1,14 a 2,32g/de, as 24 e 48 horas respectivamente, apds
o envenenamento botrépico e foram semelhantes (P>0,05)
em todos os tempos.
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Apesar de néo ultrapassarem os limites de normalidade para
a espécie (Kaneko et al., 1997), as médias de AST foram
superiores (P<0,05) entre 48 as 240 horas ap0s a inoculagéo
do veneno (Tabela 5), e estes resultados podem estar
relacionados com a lesdo hepatica e/ou muscular provocada
por acdo direta de proteases e PLA, (Kini et al., 2002),
metabolizagdo hepatica do veneno (Rocha, 1999) e pelo
processo flogistico local extenso, descrito por Barraviera et
al. (1995).

O aumento da AST nos bovinos inoculados com veneno de
B. alternatus foi semelhante ao observado em seres humanos
(Chaves et al., 1992) e em cées ap6s envenenamento
botrépico (Takahira, 1999; Ferreira Jr. e Barraviera, 2004).

Os maiores valores médios de CPT nos bovinos ocorreram
entre 24 as 96 horas ap6s a inoculagdo do veneno,
igualando-se aos valores basais somente aos 10 dias (240
horas), indicando a precocidade da CPT quando comparada
com a AST, na presenca de lesdo muscular provocada pelo
veneno botrépico. Apds 168 horas ocorreu redugéo gradativa
das médias da CPT até 576 horas (Tabela 5). Dal Pai e Santo
Neto (1994) e Takahira (1999) também observaram aumento
nesta enzima em cées. Esta elevagéo pode ter sido causada
pelos efeitos das PLA,, proteases e metaloproteinases do
veneno botrépico na musculatura local (Chaves et al., 2003;
Nufiez et al., 2004), ou pode estar relacionada com a leséo
muscular distante, provocada por PLA, de baixa afinidade
sistemicamente.

As médias da GGT ndo apresentaram diferencas (Tabela 5)
estatisticas entre os tempos, indicando que, apesar de o
veneno botropico ser metabolizado no figado, este néo foi
capaz de causar alteracdes indicativas de obliteracdo de
ductos biliares em bovinos, semelhante ao relatado em cées
por Takahira (1999).

Tabela 5: Valores médios das enzimas (Ul/l) aspartato
aminotransferase (AST), creatina fosfotransferase
(CPT) e gama glutamiltransferase (GGT) e
compostos nitrogenados ndo proteicos séricos
(mg/dl), ureia e creatinina em bovinos antes e ap6s
a inoculacdo do veneno de B. alternatus 0,15mg/
kg do veneno por kg de peso corporal

Variavel AST Ul/l CPT Ul GGT Ul Ureia Creatinina
mg/dl mg/dl
Tempo
TOh 30,96bc 24,06c 11,32a 27,94b 0,97a
T3h 26,40c 22,11bc 12,99a 24,38b 0,75a
T8h 25,90c 22,99bc 13,27a 25,91b 0,77a
T24h 30,00c 84,01a 10,68a 39,62b 0,77a
T48h 40,00ab 94,10a 11,58a 70,09a 0,70a
T72h 46,50a 95,86a 11,92a 39,62b 0,96a
T96h 45,83a 89,47a 9,60a 35,81b 0,73a
T168h 40,17ab 46,87b 14,52a 32,76b 0,91a
T240h 42,50a 38,91bc 10,68a 32,00b 0,73a
T408h 25,73c 32,40bc 11,50a 28,65b 0,82a
T576h 35,93abc 19,26¢ 12,93a 33,07b 0,90a

Médias seguidas de letras mindsculas iguais ndo diferem estatisticamente
entre os tempos (Teste SNK P<0,05).

Observou-se elevagdo significativa da uréia sérica nos
bovinos as 48 horas ap6s o envenenamento botrépico
experimental (Tabela 5), diferindo dos resultados observados
por Takahira, (1999) em caes inoculados com veneno
botrépico e tratados com soro antibotrépico. A grande
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sensibilidade do bovino ao veneno botrépico, conforme
Aratjo e Belluomini (1960-62), quando comparado ao céao,
poderiam explicar este resultado, além das diferengas entre
protocolos experimentais. O aumento significativo da ureia
as 24 e 48 horas indica uremia associada ao envenenamento
botréopico, mesmo n&do havendo sinais clinicos de
insuficiéncia renal aguda nestes bovinos.

Os valores aumentados de AST até sete dias e ureia as 48
horas pés-inoculagdo do veneno, demonstram a existéncia
de lesdo hepéatica e uremia pré-renal.

A creatinina sérica média oscilou entre 0,7 (48 horas) a
1,0mg/de (0h) e ndo apresentou variagéo significativa entre
0os tempos antes e depois da administracao do veneno
botrépico em bovinos (Tabela 5). Esses resultados sao
semelhantes aos observados por Takahira (1999), quando
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