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RESUMO.- A identificação do impacto que certas formas 
de estresse causam ao bem estar animal e equilíbrio orgâ-
nico, representa um desafio á adoção de boas práticas de 
criação. Assim, a presente pesquisa verificou o impacto de 

um desafio doloroso rotineiro dos bovinos na imunidade 
pulmonar e sistêmica. Avaliou-se hemograma e cortisol, em 
quatro momentos, sendo M1, M6, M7 e M8 (respectivamen-
te sete dias antes e um, três e oito dias depois do desafio 
doloroso) e citologia broncolaveolar, obtida por broncos-
copia, nos momentos M1, M6 e M8. Houve uma redução 
dos valores do eritrograma no primeiro dia após o desa-
fio, compatível com anaplasmose e agravada pela perda de 
sangue durante a cirurgia e um influxo de leucócitos para 
a região pulmonar. Oito dias após o desafio, evidenciou-se 
aumento de cortisol, gerando uma leucocitose por neutro-
filia e monocitose no sangue com provável redução de qui-
miotaxia para o pulmão, tornando o trato respiratório po-
tencialmente mais susceptível a infecções, sugerindo que 
esta prática 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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sol, imunidade, macrógafo, pneumonia, trato respiratório

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

Animais de produção habitualmente vivenciam pro-
cessos dolorosos, como castração, mochação e vacinações 
(Grandin 2010) os quais podem promovem alterações fisio-
lógicas culminando em secreção aumentada de aldosterona, 
cortisol e catecolaminas (Fantoni & Mastrocinque 2002, Fit-
zpatrick et al. 2006, Thuer et al. 2007). Acarretando em per-
da de peso, predisposição de animais às doenças, atraso no 
crescimento e prejuízos reprodutivos (Paranhos da Costa & 
Cromberg 1997, Fitzpatrick et al. 2006, Raidal et al. 1997).

Avaliar o efeito do estresse sobre os índices de produ-
ção pode não identificar qual o sistema mais afetado e con-
sequentes variações à susceptibilidade destes às doenças. 
Apesar disto, já foi demonstrado que situações estressan-
tes como transporte ou extremos de temperatura podem 
interferir na defesa do trato respiratório, alterando a cito-
logia local, diminuindo a ativação e poder de fagocitose de 
macrófagos alveolares e o metabolismo oxidativo de neu-
trófilos (Raidal et al. 1997, Ishizaki et al. 2005, Bertagnon 
et al. 2011), permitindo supor que outras práticas rotinei-
ras durante o manejo dos bovinos também possam facilitar 
a ocorrência de afecções respiratórias.

Doenças respiratórias, como broncopneumonia enzoó-
tica, uma das maiores causas de perdas econômicas na bo-
vinocultura (Gonçalves et al. 2000, Ackermann et al. 2010), 
são eventos constantes após castrações e embora esta alta 
correlação já tenha sido observada (Snowder et al. 2006), 
não há trabalhos verificando a influência de desafios dolo-
rosos na imunidade do trato respiratório.

Sabendo-se que a defesa inicial do trato respiratório 
evoca as células residentes, que mobilizaram outras células 
do sangue (Ackermann et al. 2010), a presente hipótese foi 
que o desafio doloroso mesmo acompanhado de protocolo 
analgésico, altera o perfil citológico do trato respiratório e 
o hemograma, com consequente prejuízo da resposta imu-
nológica e favorecimento de pneumonias, refletindo um es-
tado de mal estar animal. Dessa forma, o presente trabalho 
verificou a influência do protocolo proposto de orquiecto-
mia na imunidade de bezerros por meio de avaliações he-
matológicas e citológicas do trato respiratório, correlacio-
nando-as com os teores séricos de cortisol.

MATERIAL E MÉTODOS
Foram realizadas orquiectomias em oito bezerros da raça holan-
desa, sadios, provenientes de propriedades próximas a São Pau-
lo, aclimatados em baias da Faculdade de Medicina Veterinária 
e Zootecnia da Universidade de São Paulo, São Paulo, SP, entre o 
180º e 270º dias de vida. A garantia da higidez dos animais, no 
início do período experimental, foi verificada por meio de exames 
físico e complementares (broncoscopia e hemograma).

Foi realizada a orquiectomia pela técnica aberta e com ligadu-
ra do funículo espermático de acordo com o preconizado por An-

derson (2007) após prévia antissepsia e anestesia local infiltrativa 
com lidocaína sem vasoconstritor a 2%, 10 minutos antes do pro-
cedimento cirúrgico. 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-
zação 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 após; M7- três dias após e M8- oito dias após o desafio.

No hemograma, o número total de leucócitos e de eritrócitos 
por microlitro foi mensurado por meio de analisador automáti-
co6 de hematologia e a diferenciação do padrão leucocitário foi 
feita em esfregaços sanguíneos analisados em microscópio óptico 
em objetiva de imersão de 100x. Para dosagem de cortisol, o soro 
sanguíneo foi separado por centrifugação (1500xg por 15 min) 
e congelado até a realização das análises, por meio da técnica de 
ELISA, usando o kit comercial (Enzo Life Science®, USA).

Para verificação da citologia do trato respiratório, foi realiza-
do lavado broncoalveolar nos momentos M1, M6 e M8, respeitan-
do-se o intervalo de sete dias entre os exames, período em que 
o procedimento de sondagem nasobronquial não 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 brônquios (caracterizando lavado broncoal-
veolar). Instilou-se 80 mL de solução fisiológica 0,9% a tempera-
tura ambiente pelo canal de trabalho, aspirando-se posteriormen-
te o material por aspirador cirúrgico, recuperando-se um volume 
entre 40 a 50 ml. No laboratório, as amostras foram submetidas 
a duas lavagens e centrifugações (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 suspensão celular foi diluída em 90ul 
de azul de tripan, e as células vivas foram contadas em câmara 
de Neubauer, conforme técnica descrita por Weiss & Wardrop 
(2010) para contagem total de leucócitos. Para a análise citoló-
gica diferencial, 200 ul da suspensão celular foi utilizada para 
confecção de lâminas por meio de citocentrifugação (28xg por 6 
minutos), procedendo-se a contagem diferencial em microscopia 
após coloração com corante Rosenfeld, classificando 400 células.

Para a análise estatística os dados foram submetidas ao teste 
de normalidade Kolmogorov-Smirnov e teste F de variância, ambos 
com nível de significância de P<0,05. Por serem amostras normais, 
com variâncias iguais, optou-se pela utilização de teste paramétri-
co Analise de variância para amostras pareadas. Quando a signi-
ficância entre as variáveis foi menor que 5%, comparou-se cada 
momento pelo teste de Tukey, com nível de significância de P<0,05 
e de tendência para P<0,10 por meio do software Graphpad Instat.

RESULTADOS E DISCUSSÃO
Durante o experimento, nenhum dos animais apresentou 
alterações nos exames físico, no leucograma ou broncos-
cópico que indicasse alguma enfermidade (Feitosa 2008).
As variáveis do hemograma em função dos momentos 
encontram-se na Tabela 1 e Figura 1. Quando analisada as 
variáveis da série vermelha, encontrou-se redução signifi-
cativa (P<0,05) em todos os valores um dia após a cirurgia, 
exceto para os valores de índices hematimétricos que per-
maneceram dentro dos limites da normalidade (George et 
al, 2010) Na série branca (Figura 1) encontrou-se aumento 

6 ABC Vet.® Marca ABXTM Horiba, Montpellier, France.
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estatístico dos valores de leucócitos(P<0,05), por monó-
citos (P<0,05) e com tendência a aumento de neutrófilos 
(P=0,09) oito dias após a cirurgia (M8).

Os valores séricos do cortisol diferiram muito entre os 
animais. Quando analisados os valores médios, notou-se 
alto desvio padrão e ausência de diferença estatística entre 
os momentos. Ao calcular-se individualmente a variação do 
cortisol utilizando o momento zero como base, limitou-se a 

Quadro 1. Valores hematológicos de bezerros submetidos a 
desafio doloroso. São Paulo, 2013

	 Variáveis	 Momentos
		  M1	 M6	 M7	 M8

	 Hemáceas x106/ul
	 Média	 7,37a	 6,59b	 7,03ab	 7,02ab
	 (desvio padrão)	 (0,56)	 (0,5)	 (0,52)	 (0,85)
	 Hemoglobina g/dl
	 Média	 9,48a	 8,40b	 8,91ab	 8,91ab
	 (desvio padrão)	 (1,12)	 (0,94)	 (1,38)	 (1,45)
	 Volume globular %
	 Média	 27,95a	 24,58b	 25,63ab	 26,10ab
	 (desvio padrão)	 (2,04)	 (2,86)	 (2,97)	 (3,27)
	 RDW
	 Média	 16,96a	 17,38b	 18,02b	 17,22b
	 (desvio padrão)	 (1,12)	 (1,29)	 (1,14)	 (1,13)
	 Leucócitos x103/ul
	 Média	 8087,5a	 8112,5ac	 9712,5abc	 10213b
	 (desvio padrão)	 (1426,7)	 (1620,6)	 (2272,5)	 (1804,30)
	 Cortisol
	 Média	 5348,75a	 6506,79	 5136,44a	 7882,30a
	 (desvio padrão)	 (4337,6)	 (3117,1)	 (2495,9)	 (5002,1)
	 Porcentagem	 1a (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 após a orquiectomia. Letras iguais 
na mesma linha representam ausência de diferença estatística P<0,05.

Fig.1. Valores leucocitários e do cortisol sérico de bezerros sub-
metidos a desafio doloroso. São Paulo, 2013 (Mono = monóci-
to, NEUT = neutrófilo, BAS = basófilos, Eos = eosinófilos, Linf 
= linfócitos, unidade para leucócitos x103/uL, Cort = cortisol 
em pg/mL, M1 = antes da orquiectomia e M6, M7 e M8 = res-
pectivamente 1, 3 e 8 dias após a orquiectomia. * Indica dife-
rença estatística entre M1 e M8, onde P<0,05 para as variáveis 
leucócitos e monócitos e tendência biológica para neutrófilos, 
0,05>P<0,10.)

variação individual e encontrou-se um aumento significa-
tivo de cortisol no M8 (Quadro1, 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 após cirurgia, retornando aos teores basais em 
24 horas após o procedimento. Infelizmente estes traba-
lhos limitaram a avaliação do cortisol em até 3 dias após 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 crônico.

Como o cortisol é um hormônio indicador de estresse, 
(Fitzpatrick et al. 2006, Thuer et al. 2007), pode-se expli-
car que o desafio doloroso causou estresse responsável 
pelo aumento dos leucócitos e suas populações no M8, 
representativo de um leucograma típico de estresse , que 
é caracterizado por neutrofilia, acompanhado ou não por 
eosinofilia, monocitose, basofilia e linfopenia conforme 
as magnitudes do hormônio circulante (Buton et al. 2005, 
Weiss & Wardrop 2010). Tal fato ocorre principalmente 
porque corticoides tendem a inibir a quimiotaxia destas 
células, especialmente dos neutrófilos, para locais inflama-
dos, além de diminuir a eficiência de fagocitose, causando 
um quadro de imunossupressão (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 
após a orquiectomia, reforçando que o procedimento dolo-
roso pode afetar os bovinos mais tardiamente do que têm 
sido estudado.

Os achados citológicos broncoalveolares encontrados 
nos bezerros constam no Quadro 2 e na Figura 2. O desafio 
doloroso não promoveu alteração significativa na porcenta-
gem de células broncoalveolares. Porém observou-se uma 
diminuição de macrófagos e aumento de neutrófilos no M6 
não significante (Quadro 2, Fig.2). Três dos oito animais es-

Quadro 2. Contagem total e diferencial das células 
broncoalveolares de bezerros submetidos a desafio 

doloroso. São Paulo, 2013

	 Citologia	 Momentos
		  M1	 M6	 M8	 P

	 Macrófagos %
	 Média	 78,81a	 65,38a	 75,20a	 0,17
(Desvio Padrão)	 (11,38)	 (23,24)	 (18,51)
	 Neutrófilos %
	 Média	 17,2a	 28,93a	 19,70a	 0,28
(Desvio Padrão)	 (12,37)	 (24,29)	 (18,37)
	 Linfócitos %
	 Média	 3,62a	 4,37a	 4,16a	 0,80
(Desvio Padrão)	 (1,41)	 (3,73)	 (2,76)
	 Eosinófilos %
	 Média	 0,12a	 0,27a	 0,68a	 0,46
(Desvio Padrão)	 (0,35)	 (0,59)	 (1,25)
	 Cél epitelial %
	 Média	 0,22a	 1,04a	 0,2a	 0,33
(Desvio Padrão)	 (0,52)	 (1,94)	 (0,39)
	 Total células x106/ mL
	 Média	 1,29a	 4,92b	 1,68a	 0,003
(Desvio Padrão)	 (0,52)	 (2,14)	 (0,80)

M1 = antes da orquiectomia e M6, M7 e M8 = respectivamente 1, 3 e 8 dias 
após a orquiectomia. Letras iguais na mesma linha representam ausên-
cia de diferença estatística P<0,05.
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tudados demonstraram notoriamente um predomínio neu-
trofílico enquanto outros mantiveram o perfil macrofágico 
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 números absolutos dos leucócitos bron-
colaveolares, observou-se um influxo celular significativo 
para a região um dia após o desafio, com aumento significa-
tivo principalmente de macrófagos alveolares e neutrófilos 
(Fig.2).

Chiu et al. (2012) relaram que neurônios nociceptores 
possuem os mesmos receptores que reconhecem padrões 

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

Se este fato ocorreu no presente trabalho, pode-se espe-
rar que a partir do M6, houve uma diminuição da atividade 
celular, situação já relatada para neutrófilos sanguíneos de 
bezerros 24 horas após orquiectomia com protocolo anal-
gésico (Ballou et al. 2013), mas não estudado em células do 
trato respiratório. 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 respiratório hígido, justificando o au-
mento da celularidade, de neutrófilos e de macrófagos no 
trato respiratório no M6.

Oito dias após o desafio doloroso (M8), evidenciou-se 
um aumento significativo de cortisol, que pode interferir 
tanto na citologia e função celular do trato respiratório 
(Raidal et al. 1997, Ishizaki et al. 2005, Bertagnon et al. 
2011), como também na diminuição de quimiotaxia leuco-
citária (Buton et al. 2005, Weiss & Wardrop 2010). Assim, 
pode-se dizer que as células broncoalveolares continuaram 
com suas funções diminuídas e a defesa local não foi com-
pensada pela mobilização de mais células para o local, su-
gerindo um aumento de susceptibilidade a afecções respi-
ratórias neste período mais tardio, como já anteriormente 
notado por Snowder et al. (2006).

Levando-se em consideração que a redução a atividade 

Fig.3. Citologia broncoalveolar de bezerros no M6 em aumento de 400x. (A) Predomínio de células neu-
trofílicas e alguns macrófagos alveolares, (B) Predomínio de células macrofágicas.

Fig.2. Valores das principais células broncoalveolares encontra-
das em bezerros submetidos a desafio doloroso. São Pau-
lo, 2013 (Mac = macrófagos alveolares, NEUT = neutrófilo, 
unidade: x106/mL M1 = antes da orquiectomia e M6 e M8 
= respectivamente 1 e 8 dias após a orquiectomia. * Indica 
diferença estatística entre m1 e m8 p>0,05 para as variáveis 
leucócitos e monócitos e tendência biológica para neutrófilos 
0,05<p>0,10.)
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imune tenha começado no M6, poder-se-ia sugerir que a 
diminuição significativa de valores eritrocitários (hemá-
ceas, hemoglobina e volume globular), no dia seguinte a 
orquiectomia (M6), seja referente a doenças como tristeza 
parasitária bovina, afecções comuns após eventos de dor e 
ou estresse (Broom & Molento 2004, Broom 2005, Grandin 
2010). Procedimentos cirúrgicos também causam perdas 
sanguíneas levando a anemia (Ting et al. 2003), no entan-
to, os sangramentos durante o procedimento visualmente 
foram de baixa intensidade, sugerindo que não foram os 
únicos responsáveis pela alteração hematológica da série 
vermelha.

Os animais estavam hígidos no inicio do experimen-
to, verificado pelo exame físico, broncoscópico e hemo-
grama (Feitosa 2008). Observou-se que os resultados 
hematológicos não indicavam anemia, não observando-
-se presença de hemoparasitas em esfregaços sanguíneos 
como também não foram encontrados indícios de eritror-
regeneração nos esfregaços, como ponteado basófilo ou 
anisocitose moderada além dos valores de RDW (Red Cell 
Distribution Width- largura de distribuição dos eritróci-
tos) estarem baixos. RDW é uma medida entre a variação 
do tamanho das hemácias e seu aumento indica o aumen-
to da eritropoiese após episódios de hemólise ou defici-
ência de ferro (Weiss & Wardrop 2010) o que não estava 
ocorrendo neste momento. Um dia após a orquiectomia, 
evidenciou-se anemia leve normocítica e normocrômica e 
presença de anaplasmose leve a moderada, conforme cri-
térios estabelecidos por Weiss & Wardrop (2010). Ape-
sar destes achados, os animais não apresentaram outras 
manifestações clínicas condizentes com a enfermidade, 
como pirexia, apatia ou mucosas esbranquiçadas (Jons-
son et al. 2012).

Quando o bovino se infecta com Anaplasma sp., ele 
permanece persistentemente infectado como portador 
por longos períodos, embora não seja possível detectar o 
parasita em esfregaços sanguíneos nesta fase, somente na 
fade aguda da doença (Aubry & Geale 2011). Portanto é 
possível que no inicio do experimento os animais já eram 
portadores de Anaplasma sp, não detectada em esfregaços 
sanguíneos, mas que após o procedimento, houve uma mul-
tiplicação do agente, evoluindo para fase aguda da doença 
(Aubry & Geale 2011), resultando em hemólise, causada 
tanto pelo parasita como pelo sistema imunológico (Kieser 
et al. 1990, Jonsson et al. 2012). Apesar da doença manifes-
tar febre e anemia mais intensa (Jonsson et al. 2012), o fato 
dos animais terem sido tratados com anti-inflamatório não 
esteroidal (cetoprofeno) pode ter diminuído a ação do sis-
tema imune nas hemólises (Kieser et al. 1990), resultando 
em anemia de pequeno grau, justificando o não tratamento 
da afecção. No M7 e M8, observou-se sinais de regeneração, 
visto pelo aumento de RDW e aumento dos valores de he-
mácias, volumes globulares e hemoglobina indicando uma 
melhora na fase aguda da afecção.

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

trato respiratório hígido um dia após o procedimento se-
guida pela diminuição neutrofílica no local concomitante 
ao aumento sérico de cortisol uma semana após o proce-
dimento, sugerem redução da resposta imune pulmonar e 
sistêmica
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