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The recognition of the impact of certains forms of stress in the animal well being and
organic equilibrium, represents a challenge to the adoption of good practices. Thus, this
research verified the impact of a painful rotine of the cattle husbandry can cause on pul-
monary and systemic immunity. Was evaluated hemogram and cortisol, in four moments,
being M1, M6, M7 e M8 (respectively seven days before and one, three and eight days af-
ter the painful challenge) and bronchoalveolar cytology,obtained by bronchoscopy, in the
moments of M1, M6 e M8. There was a reduction of the erythrogram values in the first day
after the challenge, compatible with the anaplasmosis and aggravated by the blood loss
during the surgery and an influx of leukocytes to the pulmonary region. Eight days after
the challenge, became evident the cortisol increase, enerating leukocytosis by neutrophilia
and monocytosis in the blood with a probable reduction of chemotaxis to the lungs, turning
the respiratory tract potentially more susceptible to infections, suggesting that this practi-
ce, even accompanied by analgesic protocol, increases the risk of pneumonia, affecting the
animal well-being.

INDEX TERMS: Stress, orchiectomy, immunity, cattle, cortisol, macrophage, respiratory tract,

pneumonia.

RESUMO.- A identificacdo do impacto que certas formas
de estresse causam ao bem estar animal e equilibrio orga-
nico, representa um desafio a ado¢do de boas praticas de
criacdo. Assim, a presente pesquisa verificou o impacto de
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um desafio doloroso rotineiro dos bovinos na imunidade
pulmonar e sistémica. Avaliou-se hemograma e cortisol, em
quatro momentos, sendo M1, M6, M7 e M8 (respectivamen-
te sete dias antes e um, trés e oito dias depois do desafio
doloroso) e citologia broncolaveolar, obtida por broncos-
copia, nos momentos M1, M6 e M8. Houve uma redugio
dos valores do eritrograma no primeiro dia apds o desa-
fio, compativel com anaplasmose e agravada pela perda de
sangue durante a cirurgia e um influxo de leucécitos para
a regido pulmonar. Oito dias apds o desafio, evidenciou-se
aumento de cortisol, gerando uma leucocitose por neutro-
filia e monocitose no sangue com provavel reducdo de qui-
miotaxia para o pulmdo, tornando o trato respiratério po-
tencialmente mais susceptivel a infecgdes, sugerindo que
esta pratica de manejo, mesmo acompanhado de protocolo
analgésico, pode ser considerada um fator de risco a penu-
monias afetando o bem estar animal.
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TERMOS DE INDEXACAO: Estresse, orquiectomia, bovinos, corti-
sol, imunidade, macrégafo, pneumonia, trato respiratério

INTRODUCAO

Bem estar animal é um termo frequentemente utilizado, e
corresponde ao respeito a biologia dos animais de produ-
¢do, garantindo sua sanidade mental e corporal (Broom &
Molento 2004, Broom 2005). Na busca do aperfeicoamento
do manejo animal racional, uma série de sistemas e técnicas
de criagdo foi desenvolvida visando aumentar a produtivi-
dade, ignorando-se aspectos intrinsecos dos animais, como
a dor e o estresse (Paranhos da Costa & Cromberg 1997).

Animais de producdo habitualmente vivenciam pro-
cessos dolorosos, como castragdo, mochacio e vacinagdes
(Grandin 2010) os quais podem promovem alteragdes fisio-
l6gicas culminando em secrecdo aumentada de aldosterona,
cortisol e catecolaminas (Fantoni & Mastrocinque 2002, Fit-
zpatrick et al. 2006, Thuer et al. 2007). Acarretando em per-
da de peso, predisposicdo de animais as doengas, atraso no
crescimento e prejuizos reprodutivos (Paranhos da Costa &
Cromberg 1997, Fitzpatrick et al. 2006, Raidal et al. 1997).

Avaliar o efeito do estresse sobre os indices de produ-
¢do pode ndo identificar qual o sistema mais afetado e con-
sequentes variacdes a susceptibilidade destes as doencas.
Apesar disto, ja foi demonstrado que situagdes estressan-
tes como transporte ou extremos de temperatura podem
interferir na defesa do trato respiratoério, alterando a cito-
logia local, diminuindo a ativacdo e poder de fagocitose de
macrofagos alveolares e o metabolismo oxidativo de neu-
tréfilos (Raidal et al. 1997, Ishizaki et al. 2005, Bertagnon
et al. 2011), permitindo supor que outras praticas rotinei-
ras durante o manejo dos bovinos também possam facilitar
a ocorréncia de afecgdes respiratdrias.

Doencas respiratérias, como broncopneumonia enzoé-
tica, uma das maiores causas de perdas econdmicas na bo-
vinocultura (Gongalves et al. 2000, Ackermann et al. 2010),
sdo eventos constantes apds castragdes e embora esta alta
correlacdo ja tenha sido observada (Snowder et al. 2006),
ndo ha trabalhos verificando a influéncia de desafios dolo-
rosos na imunidade do trato respiratério.

Sabendo-se que a defesa inicial do trato respiratério
evoca as células residentes, que mobilizaram outras células
do sangue (Ackermann et al. 2010), a presente hipdtese foi
que o desafio doloroso mesmo acompanhado de protocolo
analgésico, altera o perfil citologico do trato respiratério e
o hemograma, com consequente prejuizo da resposta imu-
nolégica e favorecimento de pneumonias, refletindo um es-
tado de mal estar animal. Dessa forma, o presente trabalho
verificou a influéncia do protocolo proposto de orquiecto-
mia na imunidade de bezerros por meio de avaliagdes he-
matoldgicas e citoldgicas do trato respiratério, correlacio-
nando-as com os teores séricos de cortisol.

MATERIAL E METODOS

Foram realizadas orquiectomias em oito bezerros da raca holan-
desa, sadios, provenientes de propriedades proximas a Sdo Pau-
lo, aclimatados em baias da Faculdade de Medicina Veterinaria
e Zootecnia da Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, SP, entre o
1802 e 27092 dias de vida. A garantia da higidez dos animais, no
inicio do periodo experimental, foi verificada por meio de exames
fisico e complementares (broncoscopia e hemograma).

Foi realizada a orquiectomia pela técnica aberta e com ligadu-
ra do funiculo espermatico de acordo com o preconizado por An-
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derson (2007) ap6s prévia antissepsia e anestesia local infiltrativa
com lidocaina sem vasoconstritor a 2%, 10 minutos antes do pro-
cedimento cirtrgico. Os animais receberam 2 doses de 3mg/kg de
cetoprofeno IV a cada 24 horas, sendo a primeira antes da cirurgia.

Amostras de sangue da jugular externa foram colhidas para
dosagem de cortisol em tubos sem anticoagulante e para reali-
zacdo de hemograma em tubos contendo EDTA. Estas amostras
foram colhidas em diferentes momentos, sempre na mesma hora
do dia, sendo eles: M1- sete dias antes do desafio (orquiectomia);
M6- 1 dia apds; M7- trés dias ap6s e M8- oito dias apds o desafio.

No hemograma, o nimero total de leucécitos e de eritrécitos
por microlitro foi mensurado por meio de analisador automati-
co® de hematologia e a diferenciacdo do padrdo leucocitério foi
feita em esfregacos sanguineos analisados em microscépio 6ptico
em objetiva de imersdo de 100x. Para dosagem de cortisol, o soro
sanguineo foi separado por centrifugacdo (1500xg por 15 min)
e congelado até a realiza¢do das andlises, por meio da técnica de
ELISA, usando o kit comercial (Enzo Life Science®, USA).

Para verificagdo da citologia do trato respiratdrio, foi realiza-
do lavado broncoalveolar nos momentos M1, M6 e M8, respeitan-
do-se o intervalo de sete dias entre os exames, periodo em que
o procedimento de sondagem nasobronquial ndo interfere com
a citologia broncoalveolar (Benesi et al. 2012). Os lavados foram
colhidos pela técnica de broncoscopia por via nasal, inserindo-se
o equipamento até os bronquios (caracterizando lavado broncoal-
veolar). Instilou-se 80 mL de solucdo fisiolégica 0,9% a tempera-
tura ambiente pelo canal de trabalho, aspirando-se posteriormen-
te o material por aspirador cirurgico, recuperando-se um volume
entre 40 a 50 ml. No laboratério, as amostras foram submetidas
a duas lavagens e centrifugacdes (1000xG por 15 minutos e 400x
G por 10 minutos) sequenciais com PBS gelado, sendo o pellet de
células resuspendido com 2ml do meio de cultivo RPMI contendo
10% de soro fetal bovino. Para a contagem total de células bron-
colaveolares, 10ul desta suspensdo celular foi diluida em 90ul
de azul de tripan, e as células vivas foram contadas em camara
de Neubauer, conforme técnica descrita por Weiss & Wardrop
(2010) para contagem total de leucécitos. Para a andlise citold-
gica diferencial, 200 ul da suspensdo celular foi utilizada para
confecgdo de laminas por meio de citocentrifugacio (28xg por 6
minutos), procedendo-se a contagem diferencial em microscopia
apas coloragdo com corante Rosenfeld, classificando 400 células.

Para a andlise estatistica os dados foram submetidas ao teste
de normalidade Kolmogorov-Smirnov e teste F de varidncia, ambos
com nivel de significancia de P<0,05. Por serem amostras normais,
com variancias iguais, optou-se pela utilizacdo de teste paramétri-
co Analise de variancia para amostras pareadas. Quando a signi-
ficancia entre as variaveis foi menor que 5%, comparou-se cada
momento pelo teste de Tukey, com nivel de significancia de P<0,05
e de tendéncia para P<0,10 por meio do software Graphpad Instat.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante o experimento, nenhum dos animais apresentou
alteragdes nos exames fisico, no leucograma ou broncos-
copico que indicasse alguma enfermidade (Feitosa 2008).
As variaveis do hemograma em fun¢do dos momentos
encontram-se na Tabela 1 e Figura 1. Quando analisada as
variaveis da série vermelha, encontrou-se reducdo signifi-
cativa (P<0,05) em todos os valores um dia apds a cirurgia,
exceto para os valores de indices hematimétricos que per-
maneceram dentro dos limites da normalidade (George et
al, 2010) Na série branca (Figura 1) encontrou-se aumento
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Quadro 1. Valores hematoldgicos de bezerros submetidos a
desafio doloroso. Sao Paulo, 2013

Variaveis Momentos
M1 M6 M7 M8

Hemaceas x10°/ul
Média 7,37a 6,59b 7,03ab 7,02ab
(desvio padrao) (0,56) (0,5) (0,52) (0,85)
Hemoglobina g/dl
Média 9,48a 8,40b 8,91ab 8,91ab
(desvio padrao) (1,12) (0,94) (1,38) (1,45)
Volume globular %
Média 27,95a 24,58b 25,63ab 26,10ab
(desvio padrao) (2,04) (2,86) (2,97) (3,27)
RDW
Média 16,96a 17,38b 18,02b 17,22b
(desvio padrao) (1,12) (1,29) (1,14) (1,13)
Leucdcitos x103/ul
Média 8087,5a  8112,5ac 9712,5abc  10213b
(desvio padrao) (1426,7) (1620,6) (2272,5)  (1804,30)
Cortisol
Média 5348,75a  6506,79 5136,44a  7882,30a
(desvio padrao) (4337,6) (3117,1) (2495,9) (5002,1)
Porcentagem 1la(0) 1,89ab(1,42) 1,47a(1,23) 2,01b(0,92)
de aumento

RDW = Red cell distribution width, M1= antes da orquiectomia e M6, M7
e M8 respectivamente = 1, 3 e 8 dias ap6s a orquiectomia. Letras iguais
na mesma linha representam auséncia de diferenca estatistica P<0,05.
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Fig.1. Valores leucocitarios e do cortisol sérico de bezerros sub-
metidos a desafio doloroso. Sdo Paulo, 2013 (Mono = mondci-
to, NEUT = neutrofilo, BAS = basoéfilos, Eos = eosindfilos, Linf
= linfécitos, unidade para leucdécitos x103/uL, Cort = cortisol
em pg/mL, M1 = antes da orquiectomia e M6, M7 e M8 = res-
pectivamente 1, 3 e 8 dias ap6s a orquiectomia. * Indica dife-
renca estatistica entre M1 e M8, onde P<0,05 para as variaveis
leucdcitos e mondcitos e tendéncia bioldgica para neutroéfilos,
0,05>P<0,10.)

estatistico dos valores de leucdcitos(P<0,05), por mono-
citos (P<0,05) e com tendéncia a aumento de neutroéfilos
(P=0,09) oito dias ap6s a cirurgia (M8).

Os valores séricos do cortisol diferiram muito entre os
animais. Quando analisados os valores médios, notou-se
alto desvio padrao e auséncia de diferenca estatistica entre
os momentos. Ao calcular-se individualmente a varia¢ao do
cortisol utilizando o momento zero como base, limitou-se a

variacdo individual e encontrou-se um aumento significa-
tivo de cortisol no M8 (Quadro1l, Fig.1). Os trabalhos que
estudaram os efeitos da orquiectomia com o mesmo proto-
colo analgésico, evidenciaram aumento de cortisol entre 8
a 12 horas ap6s cirurgia, retornando aos teores basais em
24 horas ap6s o procedimento. Infelizmente estes traba-
lhos limitaram a avaliagdo do cortisol em até 3 dias ap6s a
cirurgia (Ballou et al 2013, Early & Crowe 2002, Mellor et
al. 2002, Ting et al. 2003), ocultando um aspecto importan-
te, no qual o procedimento pode gerar um estresse cronico.

Como o cortisol é um horménio indicador de estresse,
(Fitzpatrick et al. 2006, Thuer et al. 2007), pode-se expli-
car que o desafio doloroso causou estresse responsavel
pelo aumento dos leucécitos e suas populagdes no M8,
representativo de um leucograma tipico de estresse , que
é caracterizado por neutrofilia, acompanhado ou ndo por
eosinofilia, monocitose, basofilia e linfopenia conforme
as magnitudes do hormonio circulante (Buton et al. 2005,
Weiss & Wardrop 2010). Tal fato ocorre principalmente
porque corticoides tendem a inibir a quimiotaxia destas
células, especialmente dos neutroéfilos, para locais inflama-
dos, além de diminuir a eficiéncia de fagocitose, causando
um quadro de imunossupressao (Raida et al. 1997, Buton
et al. 2005, Weiss & Wardrop 2010).

Tal qual a presente pesquisa, Ting et al. (2003) também
encontraram leucograma de estresse mais tardio, sete dias
apos a orquiectomia, refor¢cando que o procedimento dolo-
roso pode afetar os bovinos mais tardiamente do que tém
sido estudado.

Os achados citolégicos broncoalveolares encontrados
nos bezerros constam no Quadro 2 e na Figura 2. O desafio
doloroso ndo promoveu alteragdo significativa na porcenta-
gem de células broncoalveolares. Porém observou-se uma
diminuicdo de macréfagos e aumento de neutréfilos no M6
ndo significante (Quadro 2, Fig.2). Trés dos oito animais es-

Quadro 2. Contagem total e diferencial das células
broncoalveolares de bezerros submetidos a desafio
doloroso. Sao Paulo, 2013

Citologia Momentos
M1 M6 M8 P

Macrofagos %

Média 78,81a 65,38a 75,20a 0,17
(Desvio Padrao) (11,38) (23,24) (18,51)
Neutroéfilos %

Média 17,2a 28,93a 19,70a 0,28
(Desvio Padrao) (12,37) (24,29) (18,37)

Linfécitos %

Média 3,62a 4,37a 4,16a 0,80
(Desvio Padrao) (1,41) (3,73) (2,76)
Eosindfilos %

Média 0,12a 0,27a 0,68a 0,46
(Desvio Padrao) (0,35) (0,59) (1,25)

Cél epitelial %

Média 0,22a 1,04a 0,2a 0,33
(Desvio Padrao) (0,52) (1,94) (0,39)

Total células x10°/ mL

Média 1,29a 4,92b 1,68a 0,003
(Desvio Padrao) (0,52) (2,14) (0,80)

M1 = antes da orquiectomia e M6, M7 e M8 = respectivamente 1, 3 e 8 dias
apo6s a orquiectomia. Letras iguais na mesma linha representam ausén-
cia de diferenca estatistica P<0,05.
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Fig.2. Valores das principais células broncoalveolares encontra-
das em bezerros submetidos a desafio doloroso. Sdo Pau-
lo, 2013 (Mac = macroéfagos alveolares, NEUT = neutréfilo,
unidade: x106/mL M1 = antes da orquiectomia e M6 e M8
= respectivamente 1 e 8 dias apés a orquiectomia. * Indica
diferenca estatistica entre m1 e m8 p>0,05 para as variaveis
leucécitos e mondcitos e tendéncia biolégica para neutrofilos
0,05<p>0,10.)

tudados demonstraram notoriamente um predominio neu-
trofilico enquanto outros mantiveram o perfil macrofagico
em todos os momentos (Fig.3). Provavelmente isso ocorreu
porque os animais vivenciaram o estresse diferentemente
um dos outros (Broom & Molento 2004, Broom 2005, Gran-
din 2010), caracterizando que o limiar de estresse pode ser
diferente para cada animal, tal como é observado em huma-
nos (Kunz-Ebrecht et al. 2003)

Ao estudar os nimeros absolutos dos leucdcitos bron-
colaveolares, observou-se um influxo celular significativo
para a regido um dia apos o desafio, com aumento significa-
tivo principalmente de macroéfagos alveolares e neutroéfilos
(Fig.2).

Chiu et al. (2012) relaram que neuronios nociceptores
possuem 0s mesmos receptores que reconhecem padrdes

moleculares de perigo (DAMPs- damage associated mole-
cular patterns) que as células imune. Durante a injuria te-
cidual sdo liberados produtos como ATP e acido trico que
ativam ao mesmo tempo, a transmissdo de dor e as células
imune a produzirem citocinas inflamatoérias, particular-
mente as interleucinas 1 e 6, aumentando a inflamacao lo-
cal, com a finalidade de montar uma resposta imune capaz
de debelar o agente irritante. No entanto, uma inflamacao
muito exacerbada se torna danosa ao paciente, por isso
conforme se intensifica a inflamacao, o excesso de produtos
resultantes da injuria tecidual aumenta o estimulo doloro-
so e sua transmissdo, que ao atingir um limiar, inibe a pro-
ducdo das citocinas inflamatdrias, minimizando a resposta
imune.

Se este fato ocorreu no presente trabalho, pode-se espe-
rar que a partir do M6, houve uma diminuicdo da atividade
celular, situagdo ja relatada para neutrofilos sanguineos de
bezerros 24 horas apds orquiectomia com protocolo anal-
gésico (Ballou et al. 2013), mas nao estudado em células do
trato respiratério. Se realmente houve uma menor efetivi-
dade também das células broncoalveolares, é esperado que
as células residentes mobilizem outras células do sangue
para manter o trato respiratério higido, justificando o au-
mento da celularidade, de neutréfilos e de macréfagos no
trato respiratério no Mé6.

Oito dias ap6s o desafio doloroso (M8), evidenciou-se
um aumento significativo de cortisol, que pode interferir
tanto na citologia e funcdo celular do trato respiratério
(Raidal et al. 1997, Ishizaki et al. 2005, Bertagnon et al.
2011), como também na diminui¢ido de quimiotaxia leuco-
citaria (Buton et al. 2005, Weiss & Wardrop 2010). Assim,
pode-se dizer que as células broncoalveolares continuaram
com suas fung¢des diminuidas e a defesa local nao foi com-
pensada pela mobilizagdo de mais células para o local, su-
gerindo um aumento de susceptibilidade a afec¢des respi-
ratdrias neste periodo mais tardio, como ja anteriormente
notado por Snowder et al. (2006).

Levando-se em consideragdo que a reducdo a atividade

Fig.3. Citologia broncoalveolar de bezerros no M6 em aumento de 400x. (A) Predominio de células neu-
trofilicas e alguns macréfagos alveolares, (B) Predominio de células macrofagicas.
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imune tenha comegado no M6, poder-se-ia sugerir que a
diminuicdo significativa de valores eritrocitarios (hema-
ceas, hemoglobina e volume globular), no dia seguinte a
orquiectomia (M6), seja referente a doencas como tristeza
parasitaria bovina, afecgdes comuns apds eventos de dor e
ou estresse (Broom & Molento 2004, Broom 2005, Grandin
2010). Procedimentos cirdrgicos também causam perdas
sanguineas levando a anemia (Ting et al. 2003), no entan-
to, os sangramentos durante o procedimento visualmente
foram de baixa intensidade, sugerindo que nado foram os
Unicos responsaveis pela alteragdo hematoldgica da série
vermelha.

Os animais estavam higidos no inicio do experimen-
to, verificado pelo exame fisico, broncoscdpico e hemo-
grama (Feitosa 2008). Observou-se que os resultados
hematol6gicos ndo indicavam anemia, ndo observando-
-se presenca de hemoparasitas em esfregacos sanguineos
como também ndo foram encontrados indicios de eritror-
regeneracdo nos esfregacos, como ponteado baséfilo ou
anisocitose moderada além dos valores de RDW (Red Cell
Distribution Width- largura de distribuicdo dos eritrdci-
tos) estarem baixos. RDW é uma medida entre a variacdo
do tamanho das hemacias e seu aumento indica o aumen-
to da eritropoiese ap6s episddios de hemdlise ou defici-
éncia de ferro (Weiss & Wardrop 2010) o que ndo estava
ocorrendo neste momento. Um dia apés a orquiectomia,
evidenciou-se anemia leve normocitica e normocromica e
presenca de anaplasmose leve a moderada, conforme cri-
térios estabelecidos por Weiss & Wardrop (2010). Ape-
sar destes achados, os animais ndo apresentaram outras
manifestagdes clinicas condizentes com a enfermidade,
como pirexia, apatia ou mucosas esbranquicadas (Jons-
son etal. 2012).

Quando o bovino se infecta com Anaplasma sp., ele
permanece persistentemente infectado como portador
por longos periodos, embora ndo seja possivel detectar o
parasita em esfregacos sanguineos nesta fase, somente na
fade aguda da doenga (Aubry & Geale 2011). Portanto é
possivel que no inicio do experimento os animais ja eram
portadores de Anaplasma sp, ndo detectada em esfregacos
sanguineos, mas que apds o procedimento, houve uma mul-
tiplicacdo do agente, evoluindo para fase aguda da doenca
(Aubry & Geale 2011), resultando em hemolise, causada
tanto pelo parasita como pelo sistema imunolégico (Kieser
etal. 1990, Jonsson et al. 2012). Apesar da doenca manifes-
tar febre e anemia mais intensa (Jonsson et al. 2012), o fato
dos animais terem sido tratados com anti-inflamatério nao
esteroidal (cetoprofeno) pode ter diminuido a agdo do sis-
tema imune nas hemdlises (Kieser et al. 1990), resultando
em anemia de pequeno grau, justificando o nao tratamento
da afeccdo. No M7 e M8, observou-se sinais de regeneracio,
visto pelo aumento de RDW e aumento dos valores de he-
maicias, volumes globulares e hemoglobina indicando uma
melhora na fase aguda da afecc¢do.

CONCLUSAO

O processo doloroso, mesmo acompanhado de protocolo
analgésico, pode ser considerado um fator de risco a pneu-
monias, pois a mobilizacdo celular de neutréfilos para o

trato respiratério higido um dia apds o procedimento se-
guida pela diminui¢do neutrofilica no local concomitante
ao aumento sérico de cortisol uma semana apds o proce-
dimento, sugerem reducdo da resposta imune pulmonar e
sistémica
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