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Introdução

Vários trabalhos descreveram célu-
las sanguíneas maduras de rép-
teis1,2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12,13,14,15.Nesses vertebrados
a produção das células sanguíneas16 ocorre
predominantemente na medula óssea,
particularmente de ossos longos16,17,18,19,20,21,22,23,
mas células não maduras podem ser vistas
no sangue periférico3,24. Alguns autores25

descreveram as células da série eritrocítica;
embora o eritrócito de réptil seja diferente17

do de mamíferos, o processo de produção

da célula é semelhante. Ocorre, entretanto,
uma baixa seletividade na passagem de
células da medula para o sangue circulante,
sendo que as células ainda indiferenciadas
atingem a corrente sangüínea. Trabalhos
mostram que a enzima tetrahidrofolato
desidrogenase apresenta atividade variável
com o grau de maturidade celular, sendo
decrescente na série eritrocítica e crescente
na série granulocítica18. Outros indicam
correlação21 entre a hematopoese e a
regeneração da cauda; o número de
eritrócitos aumenta, havendo também

Resumo

Com o objetivo de estudar o sistema hematopoético do réptil Caiman
crocodilus yacare, foram utilizados cinco exemplares hígidos e jovens
(aproximadamente um ano de idade), provenientes de São Paulo e
de Mato Grosso do Sul. Amostras de sangue periférico foram
colhidas em EDTA, através da punção do seio venoso cervical, e
da medula óssea por punção aspirativa do osso femural. Estudo
histológico da medula óssea femural foi realizado através da
coloração por HE, Giemsa e técnica de Gomori para fibras
reticulínicas. Os esfregaços de sangue e de medula foram
processados para coloração panótica (Leishman ou Rosenfeld). A
presença de sítios hematopoéticos ativos foi demonstrada
histologicamente nos cortes transversais do fêmur, principalmente
no terço distal. As células da linhagem eritrocítica foram encontradas
dentro dos vasos capilares sinusóides medulares, na região central
do osso. As células precursoras desta linhagem estavam aderidas à
parede do vaso, e suas sucessoras distribuídas em direção ao centro
do sinusóide à medida que amadureciam. Nos esfregaços de medula,
as células imaturas da linhagem eritrocítica mostraram-se
arredondadas e com núcleo predominantemente frouxo, em
contraposição às células maduras, de núcleo condensado e forma
em geral elíptica. Foram vistos pró-eritroblastos, eritroblastos
basofílicos, policromáticos e ortocromáticos, e finalmente
eritrócitos.
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incremento da hemoglobina. Certos autores20

relataram eritropoese na luz dos vasos, e
granulopoese extravascular. Quanto à
resposta eritropoética a certos hormônios22,
alguns provocam variações no hematócrito
e na hemoglobina. Trabalhos observaram26

que a hematopoese e a linfopoese ocorrem
na medula óssea ainda na fase embrionária
e que a eritropoese19 ocorre na medula óssea
a partir do primeiro ano de vida, enquanto
outros23 observaram a persistência de
glóbulos imaturos no sangue circulante de
répteis adultos. Outros autores abordaram
ainda a eritropoese27 e a citologia28 do sangue
periférico de répteis.

Considerando o exposto, propomo-
nos a estudar os aspectos morfológicos de
células da série eritrocítica de Caiman crocodilus
yacare. Consideramos que podemos contribuir
para preencher algumas lacunas observadas
na literatura compulsada.

parte foi utilizada na contagem total das
células sangüíneas.

Método para contagem total de células sangüíneas

Realizada em triplicata para cada
amostra, conforme a técnica clássica utilizada
para sangue humano.

Realização de biópsia do fêmur

Depois de colhidas as amostras de
sangue e de medula óssea (aspirado), os
animais foram submetidos à anestesia geral
por inalação de éter sulfúrico e o fêmur foi
retirado cirurgicamente. Imediatamente o
osso foi raspado para melhor penetração do
fixador (formol a 10% em tampão fosfato
0,1M pH 7,4), onde permaneceu por 1 dia.
Procedeu-se à descalcificação. Os blocos
foram cortados em micrótomo rotativo,
com 2µm de espessura. As colorações foram
feitas pelos métodos da Hematoxilina e
Eosina, de Giemsa e de Gomori para fibras
reticulínicas.

Coloração para análise morfológica dos esfregaços de

medula óssea e de sangue periférico

Fêz-se pelos métodos de Leishman e
de Rosenfeld. As lâminas foram examinadas
ao microscópio de luz, utilizando-se ocular
8x acoplada a objetiva de imersão de 100x,
com aumento final de 800 vezes.

Documentação fotográfica

Realizada com sistema fotomicrográfico,
acoplado a adaptador para fotos, condensador
universal e sistema microscópico.

Materiais e Métodos

Animais

Utilizou-se cinco exemplares jovens
(com tamanho de aproximadamente 50cm e
idade estimada de 1 ano) de Caiman crocodilus
yacare ou jacaré-do-pantanal, dois pertencentes
à Fundação Parque Zoológico de São Paulo,
um ao Instituto de Aqüicultura da
Universidade Estadual Paulista no município
de Rio Claro, no Estado de São Paulo, e
dois oriundos de criatório particular no
município de Terenos, Estado de Mato
Grosso do Sul.

Colheita das amostras de medula óssea (aspirado)

Feita por punção do fêmur no terço
distal com a utilização de seringa de 20ml,
agulha especial tamanho 30x12, com mandril,
fazendo-se imediata transferência para lâmina
de vidro (análises morfológicas) e tubo de
ensaio. A colheita de sangue periférico
realizou-se em EDTA utilizando-se seringa
provida de agulha comum, a partir do seio
venoso cervical. Parte do volume foi
utilizado no preparo de esfregaços em
lâminas, para análises morfológicas. Outra

Resultados e Discussão

Contagem total de células sangüíneas

Encontramos células da série
vermelha na quantidade média de 7x105/
mm3.

Biópsia do fêmur

Macroscopicamente, após realizar
vários cortes transversais no osso, a região
distal mostrou-se mais rica em medula óssea
vermelha que a proximal, o que determinou
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Figura 1 - Fotomicrografia de corte de medula óssea onde se observa
                    no limite entre as regiões subendosteal e vascular central
                    grande quantidade de células do sistema hematopoético.
                     Notar células leucocíticas extravascularmente (seta) e
                     eritrocíticas (cabeça de seta) dentro do capilar sinusóide.
                    Método da Hematoxilina e Eosina. Aumento de 1450x

Figura 2 - Fotomicrografia de corte de medula mostrando um sinusóide
                    repleto de células eritrocíticas. Notar que as menos
                      diferenciadas formam fileira aderidas à parede do endotélio
                    (seta), enquanto as mais diferenciadas dirigem-se ao centro
                     da luz do vaso (cabeça de seta). Método da Hematoxilina e
                   Eosina. Aumento de 1450x

Figura 3 - Fotomicrografia de corte de medula evidenciando na região
                     subendosteal grande quantidade de fibras reticulínicas em
                    preto (setas). Método de Gomori para fibras reticulínicas.
                  Aumento de 600x

a escolha do local para a realização dos cortes
histológicos.

Histologia da medula óssea femural corada com

Hematoxilina e Eosina

Em cortes transversais foram
observados sítios hematopoéticos ativos nas
regiões subendosteal e central do osso,
porém com marcantes diferenças quanto ao
tipo de célula hematopoética encontrada.
Assim, na região central foram vistos muitos
vasos capilares sinusóides medulares, repletos
de células da linhagem eritrocítica em vários
estágios de diferenciação. As células menos
diferenciadas mostraram-se aderidas ao
endotélio vascular, enquanto aquelas com
algum grau de diferenciação apresentaram-
se deslocadas para a região central e as
maduras localizaram-se bem ao centro da luz
do vaso (Figuras 1 e 2). Quando os capilares
situam-se junto à região subendosteal, é
possível observar num mesmo campo
células eritrocíticas imaturas localizadas
intravascularmente e células imaturas
leucocíticas extravascularmente.

Corte histológico de medula óssea femural corada

com Giemsa

Na porção mais central, predominam
sinusóides volumosos, em geral completamente
preenchidos por eritrócitos. Estes apresentam
aspecto fusiforme e núcleos ovóides. Entre os
sinusóides predomina tecido adiposo. Não se
observam trabéculas ósseas.

Corte histológico de medula óssea femural corado

pelo método de Gomori para fibras reticulínicas

Após impregnação pela prata
observou-se uma trama reticular fina entre
os sinusóides que se adensa na região abaixo
do osso cortical (Figura 3).

Esfregaços do aspirado de medula óssea femural e

sangüíneos corados com Leishman ou Rosenfeld

Observamos células indiferenciadas
sem definição de linhagem, de aspecto
imaturo, apresentando forma grosseiramente
arredondada, com núcleo grande vesiculoso
provido de nucléolos evidentes. O citoplasma,
pouco volumoso, mostra certa basofilia, mais
acentuada em determinadas regiões (Figura
4). Encontramos células da Linhagem
eritrocítica em diferentes estágios de
maturação, aqui descritas em ordem crescente
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Figura 4 - Fotomicrografia de esfregaço de aspirado de medula óssea
                    apresentando uma célula imatura sem definição de
                   linhagem (seta). Notar o núcleo grande com cromatina
                    frouxa, presença de nucléolos e citoplasma basófilo.
                   Método de Rosenfeld. Aumento de 1450x

Figura 5 - Fotomicrografia de aspirado de medula onde se observa um
                   eritroblasto basófilo (seta). Núcleo grande com cromatina
                   em grumos. Citoplasma com basofilia mais acentuada na
                   periferia. Método de Rosenfeld. Aumento de 1450x

Figura 7 - Fotomicrografia de aspirado de medula evidenciando ao
                      centro um eritroblasto (seta) em mitose. Núcleo em
                      divisão, na fase de metáfase. Citoplasma basófilo de
                      tonalidade cinza. Células maduras ao redor. Método de
                     Rosenfeld. Aumento de 1450x

Figura 6 - Fotomicrografia de aspirado de medula mostrando um
                      eritroblasto (seta) policromático. Núcleo com cromatina
                      em grumos e presença de vacúolos no citoplasma pouco
                      abundante de tonalidade acinzentada e um eritrócito
                     (cabeça de seta) em mitose. Método de Rosenfeld.
                    Aumento de 1450x

de diferenciação. O eritroblasto basófilo
apresenta elevada relação núcleo/citoplasma
com cromatina heterogênea em grumos. O
citoplasma apresenta basofilia, mais intensa
na periferia (Figura 5). O eritroblasto
policromático, menor em comparação com
a anteriormente descrita, apresenta núcleo
grande com grumos de heterocromatina;
pode apresentar vacúolos no citoplasma,
ainda basófilo (Figura 6); são encontradas
figuras de mitose (Figura 7). O eritroblasto
ortocromático apresenta volume maior em
relação ao eritrócito maduro, mostrando
forma já ovalada, diferente das fases
precursoras arredondadas; o citoplasma
com alguma acidofilia pode apresentar
vacúolos; núcleo grande, com tamanho
maior que o observado na célula madura e

de cromatina condensada em grumos de
aspecto grosseiro (Figura 8). Foram
observadas também figuras de mitose entre
as células diferenciadas (Figura 9).

Quanto à contagem total das células
sangüíneas16, em Agama stellio foram encontradas
7 a 8x105/mm3 células eritrocíticas, em
serpentes6 0,57 a 1,03x106/mm3, em Mabuya
carinata29 de 5 a 10x105/mm3, em Alligator
mississipiensis10,12 3,8 e 4x105/mm3 e de 3 a 3,9
em Chelonia mydas11. Neste trabalho foram
contadas 7,0x105 células eritrocíticas por mm3

de sangue; a disparidade com os dados
encontrados por outros autores provavelmente
deveu-se ao fato de se tratar de espécie e
ambiente diferentes ou mesmo ao local do
corpo do animal onde se fez a coleta do sangue.

No que diz respeito à análise
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Figura 9 - Fotomicrografia de esfregaço de sangue de Caiman
                     crocodilus yacare onde se observa ao centro um eritrócito
                      (seta) em fase final de divisão celular. Método de Leishman.
                   Aumento de 1450x

morfológica de cortes histológicos de
medula óssea, ocorrem30 “hemocitoblastos”
aderidos ao endotélio dos sinusóides do
fêmur de Gallus domestica e de Columbia livia
ao lado de células mais diferenciadas de
citoplasma mais basofílico que se dirigem
ao centro do vaso, tais como eritroblastos
basófilos, policromáticos e finalmente
eritrócitos. Em Lacerta hispanica20 foram
encontrados pro-eritroblastos e eritroblastos
basófilo, policromático e ortocromático
dentro dos vasos sinusóides, completando
a série eritrocítica. Neste trabalho
observaram-se sítios hematopoéticos na
medula óssea femural do crocodiliano
Caiman crocodilus yacare dentro dos vasos
sinusóides que se distribuem por toda a
medula óssea, principalmente na região mais
central; foram vistas células da linhagem
eritrocítica em várias fases de diferenciação,
tendo sido vistas as mais imaturas aderidas
ao endotélio, as intermediárias logo a seguir,
e por fim os eritrócitos no centro da luz do
sinusóide. Não foi possível identificar com
precisão as fases de diferenciação a que as
células pertenciam, pois nem sempre se
apresentavam individualizadas, em
preparados histológicos corados com HE.
Nos cortes submetidos ao método de
Gomori foi observada uma trama de fibras
reticulínicas entre os sinusóides, coradas em
preto. Estes dados coincidem com os já

Figura 8 - Fotomicrografia de aspirado de medula apresentando ao
                       centro um eritroblasto ortocromático (seta) elíptico, grande
                    e de cromatina com grumos grosseiros. Ao redor,
                     eritrócitos em maturação (cabeça de seta) e maduros (e).
                     Método de Rosenfeld. Aumento de 1450x referidos, uma vez que se trata de uma etapa

evolutiva pela qual passou esta classe de
vertebrados31 e as espécies a ela pertencentes,
bem como a das aves e parte da classe dos
anfíbios. Todos esses vertebrados distinguem-
se dos mamíferos por terem eritropoese
intravascular, enquanto estes últimos evoluíram
a ponto de possuírem sítios da série vermelha
no espaço extravascular30.

Com relação à análise morfológica de
células do sangue periférico16, os eritrócitos
de Agama stellio são de forma oval, corados
ortocromaticamente, de núcleo oval,
enquanto os eritroblastos policromáticos
encontrados tanto na medula quanto no
sangue circulante mostram-se pequenos e
arredondados; os eritroblastos basófilos são
arredondados, de citoplasma azul e de
núcleo com estrutura reticular. Foram
descritos32 hemocitoblastos com citoplasma
basofílico e núcleo avermelhado; pro-
eritroblasto com núcleo que ocupa quase
toda a célula e citoplasma azul; eritroblasto
basófilo com núcleo menor em relação às
células das fases anteriores e de coloração
mais intensa, com citoplasma basófilo;
eritroblasto policromático de tamanho ainda
menor e citoplasma alaranjado à medida que
avança no processo de maturação. Relatam-
se17 células dessa linhagem na medula óssea
de Lacerta muralis nas fases de pro-
eritroblasto, eritroblastos I, II e III, pro-
eritrócito e eritrócito. Em Emys orbicularis19,
no processo de maturação as células passam
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Conclusões

1- A medula óssea femural, no terço
distal, é um sítio hematopoético em
exemplares jovens de Caiman crocodilus
yacare.

2- Existem sítios da linhagem
eritrocítica dentro dos capilares na região
central do fêmur. As células menos
diferenciadas encontraram-se aderidas à
parede do sinusóide, enquanto as mais
maduras se localizam mais ao centro do
vaso. Há células imaturas no sangue
circulante em processo de multiplicação.

3- Em esfregaços de aspirado de
medula foram encontradas células imaturas
eritrocíticas em diversas fases. Apresentaram
forma arredondada nas fases imaturas,
tornando-se elípticas com a maturação.
Mostraram núcleo de cromatina frouxa nas
fases imaturas e condensada nas maduras.
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pelas fases de eritroblasto basófilo e
policromático, com núcleo proporcionalmente
maior em relação às células maduras, com
mitoses freqüentes. Em Caiman crocodilus yacare33,
observaram-se eritrócitos de forma elíptica e
núcleo elíptico condensado, com citoplasma
de tonalidade róseo. Tal como em outras
publicações17,32, nos preparados de aspirado
de medula do trabalho agora realizado foram
observadas células imaturas sem definição de
linhagem de volume grande, núcleo
eucromático e citoplasma acinzentado; pró-
eritroblastos de núcleo eucromático contendo
nucléolos, de forma arredondada, e citoplasma
basófilo apresentando vacúolos; eritroblasto
basófilo, de volume menor em relação à célula
anterior, núcleo eucromático com nucléolos e
citoplasma acinzentado; eritroblasto
policromático, de volume ainda menor, núcleo
eucromático podendo conter alguns nucléolos
e citoplasma mais acinzentado mostrando
vacúolos; eritroblasto, de forma arredondada,
núcleo freqüentemente mitótico e citoplasma
acinzentado; eritroblasto ortocromático, oval,
de núcleo oval eucromático e citoplasma
acinzentado; eritrócito, elíptico, de volume
menor que o da fase anteriormente descrita,
núcleo condensado em geral elíptico e
citoplasma eosinofílico, róseo ou alaranjado.

Morphologic caracteristics of cells on the erytrocytic series of the
Caiman crocodilus yacare (Daudin, 1802; Reptilia, crocodilia)

Abstract

We studied hemopoietic cells in five young and healthy Brazilian
cayman (Caiman crocodilus yacare). Peripheral blood samples (in
EDTA) were collected by cervical venous sinuses puncture and
bone marrow samples were obtained by femural bone needle
aspiration. The bone marrow histological study was performed on
femoral bone samples, with staining for HE, Giemsa and by Gomori
technique for reticulin. Peripheral blood and marrow films were
stained by Leishman or Rosenfeld technique. Active hemopoietic
tissues were found by transversal section of  the femur. Immature
erythrocytic cells were found inside of  sinusoid capilar vessels.
The more immature erythrocytic cells were observed adhered to
the vessel walls and the more mature ones were distributed through
the central area. On marrow films, the erythrocytic immature cells
showed a round shape with a fine nuclear chromatin pattern, while
the mature cells were smaller, with an eliptic shape and a dense
chromatin pattern.

Key-words:
Hemopoietic system.

Erytrocyte.
Erythrocytic series.
Bone marrow.
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