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O leucograma como indicador de estresse no desmame e no
transporte rodoviario de bovinos da raca Nelore

The leukogram as an indicator stress on weaning and after road
transport in Nelore calfs

Paulo Ricardo de Oliveira Paes!”; Roberto Calderon Gongalves?; Graziela Barioni®;
Fabiola de Oliveira Paes Leme'; Marilia Martins Melo'; Mariangela Lozano Cruz*

Resumo

O estresse pode causar perdas economicas devido ao menor ganho de peso e a maior susceptibilidade
dos animais as doencas. Entre os eventos causadores de estresse em bezerros, destacam-se o desmame
e o transporte rodoviario, que podem determinar o aumento das concentragdes séricas de adrenalina e/
ou cortisol. Este trabalho objetivou avaliar a influéncia do desmame e do transporte rodoviario sobre o
leucograma de bezerros da raga Nelore. Para tal foram utilizados 30 bovinos com sete a oito meses de
idade, divididos em trés grupos, sendo o primeiro composto por animais em lactagao (GL), o segundo por
animais em desmame (GD) e o terceiro por animais em desmame submetidos ao transporte rodoviario
por quatro horas (GDT). No primeiro dia de desmame, mas ndo no dia subseqiiente, observaram-se no
GD e GDT alteragdes leucocitarias compativeis com a agdo da adrenalina, como elevagdes significativas
(p < 0,05) das contagens de leucocitos e neutrdfilos, sem alteragdo da relagdo neutrdfilos:linfocitos
(NL). No GDT, imediatamente apos o transporte rodoviario, mas nao no dia subseqiiente, observaram-
se alteragdes leucocitarias (p < 0,05) compativeis com a a¢do do cortisol, como elevacdo da relagdo N:L
e diminui¢@o da contagem de eosindfilos. Concluiu-se que, nas condi¢des do presente experimento, ha
alteragdes leucocitarias no desmame e no transporte rodoviario de bezerros relacionadas com a agao
da adrenalina e cortisol, respectivamente, e que o leucograma pode ser utilizado como indicador de
estresse no manejo desta espécie.
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Abstract

Stress can cause economic losses due to lower weight gain and increased susceptibility of animal
diseases. Among the events that cause stress in calves, stand out weaning and road transport, which
can result in increased serum concentrations of adrenaline and / or cortisol. This study evaluated the
influence of weaning and road transport on the leukogram of Nelore calves. With this purpose, 30 calves
with seven to eight months of age, divided into three groups, the first being composed of lactating
animals (GL), the second by weaning animals (GD) and the third by weaning animals subjected to
road transport for four hours (GDT). The first day of weaning, but not in subsequent days, there were
changes in GD and GDT leukogram compatible with the action of adrenaline, as significant increases
counts of WBC and neutrophils (p < 0.05), without changing in the neutrophil lymphocytes ratio (NL).
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In the GDT, immediately after transport, but not in subsequent days, leukogram changes were (p <
0.05) compatible with the action of cortisol, as higher N: L ratio and decreased eosinophil count. It was
concluded that, under the conditions of this experiment, there are changes in leukocytes on weaning and
road transport related to the action of adrenaline and road transport, respectively, and that the WBC can

be used as an indicator of stress in this species.
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Introducio

Asreagdes do estresse representam modificagdes
dos mecanismos fisiologicos que tem como objetivo
a manutencdo da homeostase do animal. Apesar
das reagdes do estresse serem organizadas para a
protecdo da homeostasia, elas contém elementos
que podem aumentar a susceptibilidade as doencgas
(BREAZILE, 1998). O cortex e amedula adrenal sao
os principais participantes na adaptagdo ao estresse,
liberando cortisol e adrenalina, respectivamente,
que aumentam a producdo e o desvio de glicose
para o sistema nervoso central (GENUTH, 2000).
A adrenalina também induz a mobilizacdo de
leucocitos do compartimento vascular marginal
para o compartimento circulante, particularmente
os neutrofilos e linfocitos, o que resulta na alteragao
denominada leucocitose fisioldgica (SMITH, 2000).
Como a adrenalina, os corticosterdides induzem a
neutrofilia, embora a acdo ocorra por mecanismos
diferentes: liberacdo de neutrofilos da medula 6ssea,
menor migracao destes para os tecidos e diminui¢ao
da aderéncia a parede vascular (STOCKHAM;
SCOTT, 2002). Os corticosterdides ainda, ao
contrario da adrenalina, induzem a linfopenia por
meio da linfélise e da diminuigcdo da recirculacao
dos linfocitos (JAIN, 1993).

O estresse dos animais pode ocorrer por motivos
fisicos, como fome, fadiga, lesdo e temperatura
extrema, ou por fatores psicoldgicos, como medo
(GRANDIN, 1997). Segundo Loerch e Fluharty
(1999), o desmame ¢ possivelmente um dos fatores
mais estressantes no manejo de bezerros de criagao
de corte, uma vez que a separagdo das mades ¢
realizada de maneira abruptal. Smith et al. (2003)
observaram mais sinais de estresse ¢ desempenho
de crescimento inferior em animais desmamados
precocemente aos quatro meses de idade o que,

segundo Catto e Afonso (2001) e Baker-Neff
et al. (2001), resultam em perdas econdmicas
relacionadas ao ganho de peso dos animais.
Lefcourt e Elsasser (1995) relataram aumento da
concentracdo sérica de adrenalina e manutengdo
da concentragdo de cortisol no desmame, enquanto
Hickey, Drennan e Earley (2003) ndo observaram
alteragdes nas concentragdes destes hormonios
durante o desmame. Coppo, Rasby e Clemens
(2003) relataram maiores contagens de leucdcitos,
neutréfilos e linfocitos, ao passo que Fell et al.
(1999), Bueno, Rasby e Clemens (2003) ¢ Smith et
al. (2003) nao observaram altera¢des no leucograma
de animais em desmame.

Segundo Loerch e Fluharty (1999), o transporte
rodovidrio é provavelmente o evento mais exaustivo
na vida de um bezerro. Wernicki et al. (2006)
relataram aumento das concentracdo sérica de
cortisol em bezerros, que permaneceu elevada apods
nove dias de transporte rodoviario por duas horas.
Steinhardt (2002), entretanto, constatou apenas
um discreto aumento do cortisol sérico apds o
transporte rodoviario, com retorno ao valor controle
do horménio no dia seguinte ao evento. Villaroel
et al. (2003) constataram que a concentracdo de
cortisol sérico e a relagdo neutrofilos:linfocitos €
maior nos bovinos transportados em trajetos de uma
a duas horas em comparagao a periodos menores ou
maiores. Phillips et al. (1989) e Tadich et al. (2003)
observaram leucocitose em bovinos submetidos ao
transporte rodoviario.

O presente trabalho teve como objetivo estudar
a influéncia dos primeiros dias do desmame e do
transporte rodoviario sobre o leucograma de bovinos
da raga Nelore criados em condi¢do extensiva de
producao.
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Material e Métodos

Foram utilizados 30 bovinos da raga Nelore,
criados em regime de pasto de Brachiaria
decumbens na Fazenda Cananéia, Municipio de
Linhares, Estado do Espirito Santo. Os animais
foram distribuidos em trés grupos, compostos por
cinco machos e cinco fémeas com idade de sete
a oito meses. No grupo controle, denominado
grupo lactente (GL), os animais permaneceram
com as maes durante todo o experimento, sendo
momentaneamente afastados para a coleta de
amostras. Nos grupos desmame (GD) e desmame
e transporte (GDT), os animais foram afastados das
maes e confinados no curral durante a primeira noite
de desmame, sendo mantidos sob privacao de agua
e alimentos. No dia seguinte o GDT foi submetido
ao transporte rodoviario em um caminhdo com
tara 7.500 e lotacdo de 15.000kg, locados em
um compartimento de aproximadamente 11m?
resultando em uma densidade de aproximadamente
200 kg/m*. Os animais trafegaram por estrada
ndo pavimentada em condi¢des precarias devido
as chuvas, por um periodo de quatro horas, para
concluir um trajeto de cinqlienta quilometros sob
temperatura média de 23,5°C e umidade relativa
do ar de 80%. Apds a coleta de dados, os animais
do GD e do GDT foram liberados para diferentes
piquetes, onde permaneceram sem contato visual
com as maes.

Os animais foram encaminhados ao tronco de
contencdo, quando foram submetidos a coleta de
sangue em quatro momentos, denominados de
acordo com o manejo do GD e/ou GDT, conforme
descrito a seguir: 1) Momento controle: MDOT-12,
momento do desmame (GD e GDT) e a 12 horas
do embarque para o transporte (GDT); 2) MD12TO,
momento de 12 horas do inicio do desmame (GD
e GDT) e imediatamente anterior ao inicio do
transporte (GDT); 3) MD16T4, momento de 16
horas do inicio do desmame (GD) e imediatamente
apos o término do transporte (GDT); 4) MD36T20,
momento de 36 horas do inicio do desmame (GD) e
de 20 horas do término do transporte (GDT).

Para a obtencdo das amostras de sangue foram

utilizados tubos a vacuo, sendo obtidos mediante
pung¢do da jugular, 5 mL de sangue em tubo com
anticoagulante  4acido etilenodiaminotetracético
(EDTA) para a realizagdo do
Imediatamenteaposacoleta,osesfregacossanguineos
foram confeccionados em ladmina de vidro, corados
com corante rapido do tipo Romanowsky, secados
ao ar e armazenados em recipiente apropriado. Os
tubos com amostras de sangue foram mantidos

leucograma.

sob refrigeragdo at¢ o momento das contagens de
leucocitos totais, realizadas em hemocitometro no
mesmo dia da coleta, conforme técnica descrita por
Jain (1993). O exame diferencial dos leucdcitos
foi realizado avaliando-se 100 leucocitos em
aumento microscopico de 1.000x, levando-se
em consideragdo alteragdes morfologicas como
neutrofilos toxicos, linfocitos reativos € mondcitos
ativados, conforme técnica descrita Harvey (2000).

Para a comparagdo dos resultados de cada
variavel entre os momentos, dentro de cada grupo,
foi utilizado o teste ndo paramétrico de Friedman.
Para a comparagdo dos resultados de cada variavel
entre os grupos, dentro de cada momento, foi
utilizado o teste ndo paramétrico de Kruskal-
Wallis. Em todas as analises, as estatisticas foram
consideradas significativas quando p<0,05 (ZAR,
1994).

Resultados e Discussao

Os resultados das contagens de leucdcitos,
neutréofilos, linfocitos, mondcitos e eosinodfilos, e
da relacdo neutrofilos:linfocitos (N:L) dos animais
dos trés grupos, nos momentos avaliados, estdo
representados pelas medianas na tabela 1.

As medianas das contagens de leucdcitos
totais dos trés grupos ficaram acima dos limites
de referéncia propostos por Jain (1993) em todos
os momentos avaliados. Quando comparados aos
valores da literatura nacional para a raca Nelore, os
valores de leucdcitos totais obtidos foram superiores
aos relatados por Fagliari et al. (1998) e Paes et
al. (2003) e proximos aos obtidos por Costa et al.
(1994) e Benesi et al. (2002).
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Tabela 1. Medianas ¢ analise estatistica de quatro repetigdoes das contagens de leucocitos totais (céls/uL), neutrofilos
(céls/uL), linfocitos (céls/ul), eosinofilos (céls/ul) e mondcitos (céls/pL) e da relagdo neutrofilos/linfocitos (N:L) de
bovinos da raga Nelore de sete a oito meses de idade, dos grupos lactentes (GL), desmamados (GD) e desmamados e
submetidos ao transporte rodoviario por quatro horas (GDT), segundo os momentos avaliados.

Variavel Grupos Momentos Valores dg
MDOT-12 MD12TO0 MD16T4 MD36T24 Referéncia
Leucécitos Totais GL 15.075 a 14.425 a 17.750 a 15.500 a
(céls/uL) GD 16.000 a 15275 a 18.600 b 15.175a 4.000-12.000
GDT 12.950 a 16.975b 15.175a 15.400 a
Neutrofilos GL 3.707 a 4325a 4930 a 2429 a
(céls/uL) GD 2.832a 4217b 5.230b 2312 a 600-4.000
GDT 2429 a 4.152 a 4.884 b 3234 a
Linfocitos GL 9.165 Aa 9.084 Aa 11.213Ba  10.552 Aa
(céls/uL) GD 10.486 Abc 8.096 Ab 11.255Bc  9.820 Abc 2 500-7.500
GDT 8.602 Aa 12.087 Aa  8.889 Aa 9.565 Aa
Neutrofilos/ GL 0,28 a 0,48 a 0,41b 0,28 a
Linfocitos GD 0,23 a 0,53 a 0,47 a 0,22 a 0.24-0.53
(N/L) GDT 031b 0,37b 0,61 a 0,28 a ’ ’
Eosinofilos GL 394 Aab 331 Ab 78 Aa 290 Aa
(céls/uL) GD 599 Aa 850 Ab 479 Ba 833 Ba 0-2.400
GDT 587 Ab 465 Ab 0Aa 871 Ab
, . GL 1.275 1.299 1.378 1.080
?g;rslj’:it;’s GD 792 1.451 1.050 92 15.840
GDT 1.165 996 1.340 1.065

Letras minusculas. Para cada grupo, momentos representados pelas medianas seguidas de letras iguais ndo diferem significativamente

(p>0,05).

Letras maitsculas. Para cada momento, grupos representados pelas medianas seguidas de letras iguais ndo diferem significativamente

(p>0,05).

No momento controle (MDOT-12) as contagens
de leucocitos totais elevadas ocorreram devido as
altas contagens de linfocitos, ja que as contagens
de neutréfilos, assim como as demais variaveis
do leucograma, estavam dentro dos limites de
referéncia. Como ndo havia influéncia do desmame
ou transporte, ja que a coleta de amostra se deu
imediatamente apos a apartacdo dos bezerros do
contato com as maes, esta “linfocitose” pode ser
atribuida ao maior contato dos animais criados
em condi¢des subtropicais com antigenos, como
ectoparasitos e endoparasitos, ja que os valores de
referéncia utilizados foram estabelecidos em animais
adultos de paises de clima temperado do hemisfério
norte. A hipotese da linfocitose ter ocorrido por
influéncia da liberagao de adrenalina, reagdo tipica
do estresse agudo da contengao, foi descartada pela

auséncia de neutrofilia concomitante. Estes achados
baixa relacdo
neutréfilos:linfocitos (N:L) quando os valores
medianos do momento controle (MDOT-12) foram
comparados aos obtidos por Jain (1993) e Fagliari
et al. (1998).

determinaram a ocorréncia de

Na primeira avaliagdo pos-demame (MD12TO0),
enquanto o grupo controle (GL) ndo apresentou
variagdes significativas nas contagens de leucdcitos
totais, neutrofilos, linfocitos e eosinédfilos, o GD
apresentou elevacdes significativas das contagens de
neutréfilos e eosinofilos (p<0,05) e 0o GDT apresentou
elevacdo significativa da contagem de leucdcitos
totais (p<0,05). Estas alteracdes nos grupos de
animais desmamados (GD e GDT), com elevagdes
das contagens de leucdcitos totais ou neutrofilos,
sem alteragdo na relacdo N:L, sdo compativeis com a
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liberagd@o de leucocitos do compartimento marginal
para o compartimento circulante por influéncia
da adrenalina. Como estas alteragdes nao foram
observadas no GL, sugerem estar correlacionadas
com o estresse das primeiras 12 horas de desmame.
Também investigando o desmame de bezerros,
Coppo, (2003)
alteracdes leucocitarias semelhantes e Lefcourt e
Elsasser (1995) relataram aumento da concentragao
sérica de adrenalina. Entretanto, Fell et al. (1999),
Bueno, Rasby e Clemens (2003) e Smith et al.
(2003) nao observaram alteragdes no leucograma de
animais em desmame, enquanto Hickey, Drennan
e Earley (2003) n3o observaram alteragdes nas
concentragcdes hormonais durante este periodo.
Segundo Grandin (1997), as variaveis envolvidas
no estresse justificam os resultados aparentemente
conflitantes das pesquisas sobre o tema.

Rasby e Clemens relataram

No momento seguinte (MD16T4), enquanto
o grupo controle (GL) novamente ndo apresentou
variacdo nas contagens celulares, o GD apresentou
manutengdo da alta contagem de neutrofilos, desta
vez acompanhada de aumento da contagem de
linfocitos (p<0,05), o que determinou em elevagao
da contagem de leucocitos totais (p<0,05). Estes
resultados sdo compativeis com a manutencdo da
acdo da adrenalina sobre os leucécitos dos animais
desmamados.

No mesmo momento (MD16T4), o grupo
(GDT)
apresentou diferentes alteragdes nas contagens

submetido ao transporte rodoviario
celulares em relagdo ao GL e ao GD. No GDT o
aumento significativo da contagem de neutrofilos
(p<0,05) determinou em diminuicao da relagdo N:L
(p<0,05), enquanto a diminuic¢do significativa da
contagem de eosindfilos (p<0,05), resultaram em
diferenga significativa da variavel na comparagao
entre GDT e GD (p<0,05). Estas alteracdes sao
compativeis com influéncia do cortisol, que
determina, conforme Jain (1993) e Stockham e Scott
(2002), em neutrofilia, por liberagdo de neutrofilos
da medula 6ssea, menor migracao destes para os

tecidos e diminuicdo da aderéncia a parede vascular;

linfopenia, por meio da linfolise e da diminuigdo
da recirculacdo dos linfécitos; e eosinopenia, por
mecanismo ainda nao esclarecido. Além disso, a
adrenalina pode causar eosinofilia, o que justifica a
ocorréncia de diferenga nesta variavel entre o GDT
e o GD. Estes resultados estdo em concordancia
como os obtidos por Steinhardt (2002), Villaroel et
al. (2003) e Wernicki et al. (2006), que relataram
aumento das concentracdo sérica de cortisol em
bezerros apds o transporte rodovidrio, € com 0s
relatos de Phillips et al. (1989) e Tadich et al. (2003),
que descreveram o ocorréncia de leucocitose em
bovinos submetidos a0 mesmo evento.

No MD36T24 as contagens de leucocitos totais,
neutrofilos, linfocitos e eosinofilos, assim como
a relacdo N:L, retornaram a valores semelhantes
aos do momento controle (MD12T0) no GD e
GDT. No GD este resultado demonstra que, entre
outras variaveis, o tempo decorrido no momento
da avaliagdio pode influenciar nos resultados
de alteracdes
influenciadas pelo desmame em bovinos, ja que as
alteragdes observadas 12 e 16 horas ap6s o inicio
do desmame, ndo foram observadas no dia seguinte.
No GDT as alteracdes leucocitarias observadas
imediatamente ap6s o transporte rodoviario e

pesquisas  sobre leucocitarias

atribuidas a influéncia do cortisol, também ndo
foram constatadas no dia seguinte. Este resultado ¢
compativel com o relato de Steinhardt (2002), que
observaramretorno daconcentragdo séricade cortisol
aos niveis do momento controle apés 24 horas do
transporte rodoviario, mas difere dos resultados de
Wernicki et al. (2006) que relataram manutencao da
concentracdo elevada deste hormdnio durante nove
dias. Como Villaroel et al. (2003) relataram que as
maiores elevagdes das concentragdes de cortisol sdo
observadas apos as viagens de duas horas, como
a do presente experimento, quando comparados
as viagens menores ou maiores, o retorno das
contagens leucocitarias aos valores controle ndo
podem ser atribuidas ao tempo de viagem.

Os resultados obtidos no presente experimento,
com alteragdes leucocitarias atribuidas a influéncias
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hormonais, indicam que o leucograma pode ser
empregado em avaliagdes de manejo de desmame
e de transporte bovino, com a vantagem, em
comparacdo as mensuragdes hormonais, do baixo
custo e da menor exigéncia tecnologica utilizada.

Conclusoes

Conclui-se que no desmame de bovinos da raca
Nelore aos sete a oito meses de idade ocorrem
alteragOes no leucograma compativeis com agao da
adrenalina no primeiro dia de desmame e retorno aos
valores iniciais no dia seguinte ¢ que, imediatamente
apos o transporte rodovidrio por quatro horas,
mas ndo no dia subsequente, estes animais tém
alteragdes no leucograma compativeis com ag¢ao do
cortisol, o que caracteriza o leucograma como um
bom indicador de estresse no manejo de desmame e
transporte de bezerros.
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