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RESUMO: O objetivo deste trabalho foi avaliar o
quadro hematologico e o metabolismo oxidativo dos
neutréfilos de bezerros da raca Holandesa preta e branca
analisando a influéncia dos fatores etarios. Foram
colhidas amostras de sangue da veia jugular de 20
bezerros com idade entre 0 e 90 dias em dois diferentes
tubos: 5 mL de sangue total em EDTA e 500 pL em
heparina para a determinagdo respectivamente, do
hemograma e do teste da fungdo oxidativa neutrofilica.
Os animais foram divididos em dois grupos de 10
bezerros: o Grupo 1 com idade inferior a 30 dias e o
Grupo 2 com idades entre 30 e 90 dias. Os valores
obtidos para o numero total de eritrdcitos e de leucocitos
foram, respectivamente: 7,61 + 1,32 x 10° pL e 11,0 +
3,87 x 10’ pL para animais do Grupo 1 e de 7,88 + 1,22 x
10°uL e 11,9 +2,92 x 10° uL para os animais do Grupo
2. A fungdo oxidativa neutrofilica determinada pelo teste
de reducdo do NBT (Nitroblue Tetrazolium) foi superior
no Grupo 2.
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INTRODUCAO

Sao inumeros os fatores que podem influenciar
o quadro hematolégico dos bovinos
destacando-se os etarios, os sexuais, raciais,
climaticos,  nutricionais, infecciosos e
parasitarios. No Brasil alguns pesquisadores ja
demonstraram o interesse em estudar a
influéncia de alguns destes fatores sobre o
hemograma de bovinos, tendo inclusive,
estabelecido alguns padrdes hematoldgicos
(NICOLETTI et al. 1981; GARCIA 1989;
MARCAL 1989; BIRGEL JUNIOR 1991;
AYRES 1994; COSTA 1994; BIONDO 1998).

O periodo neonatal na espécie bovina ¢
marcado por rapidas mudancas do quadro
hematologico, sendo ainda caracterizado por
uma maior susceptibilidade as doencas
(TENNANT et al. 1974; RADOSTITS et al.
2000). WALTER TOEWS et al. (1986)
estudaram 1968 bezerros durante as primeiras
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vinte semanas de idade e verificaram que 60%
das mortes ocorreram no primeiro més de vida.

Os Dbovinos, logo, apdés o nascimento,
dependem da ingestdo do colostro para a
obten¢do da imunidade passiva, de fundamental
importancia a sobrevivéncia durante o0s
primeiros dias de vida (TIZARD 2000). A
dificuldade na absor¢do de uma adequada
quantidade de imunoglobulinas,
freqiientemente, resulta em altas taxas de
morbidade e mortalidade pelas enfermidades
neonatais (WHITE & ANDREWS 1986;
ROBINSON et al. 1988; TODD & WHITE
1995). A capacidade funcional dos neutrofilos
presentes na secrecdo mamaria ainda ¢ incerta,
sabe-se contudo, que as fungdes de fagocitose,
de motilidade e de explosdo respiratoria
desempenhadas por estas células na secrecao
mamadria, s30 menos eficientes quando
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comparadas com as atividades neutrofilicas no
sangue periférico (OZKARAGOZ et al. 1988).

A fagocitose realizada pelo neutréfilo é um
importante mecanismo de defesa do hospedeiro
contra a invasdo de microorganismos. O
aumento da producdo de substancias oxidativas
no interior do neutrdfilo que ocorre por meio do
aumento da atividade respiratoria desta célula ¢
fundamental para a adequada eficiéncia deste
processo de defesa (TIZARD 2000).

O teste da redugdo do nitroblue tetrazolium
(NBT) foi um método desenvolvido para a
determinagdo da atividade oxidativa dos
neutrofilos. A reducdo da referida substancia no
interior do neutréfilo ¢ indicativo da ingestao
normal e da capacidade bactericida celular
permitindo  portanto, a  deteccdo de

MATERIAIS E METODOS

Animais: Foram utilizados 20 bezerros sadios
da raca Holandesa, fémeas ¢ com idades
variando entre 0 e 90 dias, procedentes de uma
propriedade de exploragao leiteira, situada no
municipio de S@o Pedro, no Estado de Sao
Paulo. Todos os animais receberam apds o
nascimento 0 mesmo manejo: quatro litros de
colostro, sendo que os dois primeiros foram
ingeridos antes de transcorridas as primeiras
seis horas apOs o parto. Posteriormente estes
animais  foram  colocados em  baias
individualizadas onde receberam quatro litros
de colostro por mais dois dias. A partir do
quarto dia passaram a receber: quatro litros de
leite, feno, racdo granulada para bezerros, sal
mineral e dgua a vontade. Os bezerros foram
divididos em dois grupos experimentais de 10
animais cada, sendo o Grupo 1 composto por
animais com idade inferior a 30 dias e o Grupo
2 por animais com idades compreendidas entre
30 e 90 dias.

Foram obtidos mediante puncao da veia jugular
5 mL de sangue total em tubos de sistema a
vacuo com anticoagulante EDTA (acido etileno
diaminotetracético, sal  dissodico) para
realizacdo do hemograma e 500 puL de sangue
em tubos ependorf contendo 2,0 pL de heparina

anormalidades do metabolismo oxidativo
fagocitico (BAEHNER & NATHAN, 1968).
Na espécie bovina, no trabalho realizado por
NAGHATA et al. (1986), foram observadas
baixas taxas de reducdo do NBT em neutrofilos
de uma novilha com pneumonia recorrente
cronica quando comparadas com valores
obtidos para vacas normais.

As informagdes a respeito da evolugdao da
funcdo oxidativa dos neutréfilos em bovinos
sdo escassas, portanto, o objetivo deste trabalho
foi determinar e comparar o hemograma e o
metabolismo oxidativo dos neutréfilos pelo
teste da reducdo do NBT em bezerros da raga
Holandesa preta e branca do nascimento até os
90 dias de idade avaliando as possiveis
variagOes durante este periodo.

(Liquemine® 5000UI/mL, Roche, Sao Paulo,
Brasil) para determinagdo do teste de reducao
do nitroblue tetrazolium (NBT).

As contagens de eritrocitos e leucocitos totais
foram feitas em cdmara de Neubauer e a
contagem diferencial dos leucdcitos foi
realizada em esfregacos sangiiineos corados
pelo método de Leishman, segundo JAIN
(1986). A determinacdo do volume globular
(VG) foi efetuada pelo método do
microhematocrito (Micron, Americanopolis,
Sdo Paulo/SP - Brasil) e a determinagdo da
hemoglobina pelo método da
cianometahemoglobina (CELM, Alphaville,
Sdo Paulo/SP — Brasil). Para a avaliagdo do
metabolismo oxidativo dos neutrdfilos foram
utilizados os testes de redu¢ao do NBT pelo
método estimulado e ndo estimulado. As
amostras de sangue foram mantidas
refrigeradas em caixa de isopor com gé€lo até o
momento das analises, as quais foram
realizadas no maximo até duas horas apds a
colheita. Os testes da reducdo espontdnea e da
reducdo estimulada foram realizados pelo
método citoquimico descrito por PARK et al.
(1968) com algumas modificagdes, conforme o
seguinte procedimento: momentos antes do uso,
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frascos contendo 1 mg de nitroblue tetrazolium
tamponado (NBT vial catalog n° 840-10, Sigma
Diagnostic, St. Louis - USA) foi reconstituido
com 1000 pL de agua destilada.

Desta solugdo de NBT foram pipetados e
transferidos 50uL para dois frascos plasticos
com capacidade para 1000 pL identificados
com o numero da amostra e com as letras “NE”
destinado ao teste ndo estimulado e “E”
destinado ao teste estimulado. Apenas no frasco

“E” do teste estimulado foram entdo
adicionados 2,5ulL de estimulante
(STIMULANT, catalog N°840-15, Sigma

Diagnostic, St. Louis -USA) constituido de
estrato bacteriano inativado. ApOs
homogeneizagao foram pipetados S0ul de
sangue total heparinizado no frasco “NE” e
25uL no frasco “E”, misturando-se as amostras
com os reagentes dos com suaves movimentos
de rotagdo. Os frascos “NE” e “E” foram

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores médios obtidos no hemograma
podem ser verificados na Tabela 1. Os
resultados obtidos para o eritrograma no
presente trabalho encontram-se dentro da faixa
de normalidade para a espécie bovina (JAIN
1986), estando proximos daqueles obtidos por
KOHAYAGAWA (1993) e por FAGLIARI
(1998) em bezerros da raca Holandesa com até
um més de idade e por TAVORA (1997) em
bezerros com idade até 3 meses. Nao foi
verificada a influéncia significativa dos fatores
etarios sobre o nimero de eritrdcitos observada
por MARCAL (1989); KOHAYAGAWA
(1993); AYRES (1994); BIONDO (1996) e por
TAVORA (1997) que assinalaram uma reducio
do niimero de eritrocitos com o avancar da
idade. Esta discordancia possivelmente seja em
funcdo da diferenca de idade entre os grupos
comparados pelos referidos autores ¢ a faixa
etaria dos animais estudados no presente
trabalho. Nos resultados obtidos para o
leucograma numero total de leucocitos em
ambos o0s grupos encontram-se dentro dos
valores de normalidade para a espécie
(JAIN,1986), entretanto acima dos valores
encontrados por KOHAYAGAWA (1993) em

incubados a 37°C por 15 minutos em banho-
maria e posteriormente por outros 15 minutos
em temperatura ambiente.

Em seguida, o conteudo dos frascos “NE” ¢ “E”
foi homogeneizado com suaves movimentos de
rotacdo. Utilizando-se laminas desengorduradas
prepararam-se trés esfregagos que
posteriormente foram corados pelo método de
Leishman conforme JAIN (1986). Por meio de
microscopia, com aumento de 1000X, para
cada amostra e para cada prova foram contados
100 neutréfilos, discriminando o percentual de
células NBT positivas ou negativas, conforme
apresentavam ou ndao o NBT reduzido
(substancia enegrecida) no interior do
citoplasma. Para comparacdo entre os grupos
utilizou-se o teste ndo paramétrico de Man
Whitney  para  amostras  independentes,
conforme SIEGEL (1956).

animais com até 1 més de idade e abaixo dos
verificados por TAVORA (1997) em animais
com até 3 meses de idade. Verificou-se ainda, o
aumento do nimero total de leucécitos com o
avancar da idade e uma predominancia de
neutrofilos nos animais mais jovem, fato este
também verificado por outros autores (JAIN
1986; KOHAYAGAWA 1993; COSTA 1994;
BIONDO 1996). Os animais do Grupo 1
apresentaram numero absoluto de neutrofilos
significativamente superior (p<0,05) ao do
Grupo 2, sendo que este apresentou maior
nimero absoluto de linfocitos. Os valores
obtidos para neutrofilos bastonetes, eosinodfilos,

basofilos e monocitos ndo apresentaram
diferengas significativas entre 0s grupos
estudados.

Com relagdo aos resultados obtidos para o teste
da fun¢do dos neutréfilos foram observados
respectivamente, valores de 0,5 £ 0,8% ¢ 6,0
12,1%, para a prova ndo estimulada e
estimulada nos animais do Grupo 1, enquanto
que para os animais do Grupo 2 foram
verificados 6,6 = 7,8% ¢ 29,9 + 29,5%. POLI &
MANTELLI (1974) determinaram valores
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normais do NBT para a espécie bovina
encontrando valores entre 4,26%em animais
com quinze dias de idades para a prova nao
estimulada. A diferenca significativa (p<0,05),
observada entre as taxas de reducdo do NBT em

neutréfilos de animais do Grupo 1 e do Grupo 2, esta de
acordo com os estudos de HAUSER et al. (1986) que

verificaram que bovinos mais novos (4 a 5

semanas de idade) possuem uma menor
eficiéncia de reducdo do NBT do que os
animais mais velhos (9 a 11 semanas de idade),
salientando ainda, que a redug¢do da fun¢do
oxidativa neutrofilica poderia aumentar a
susceptibilidade de bezerros jovens as doengas.

Tabela 1 — Médias e respectivos desvios padrao do hemograma de bovinos da raca Holandesa com
idade variando do nascimento até 90 dias de idade.

HEMOGRAMA GRUPO 1 GRUPO 2
(até 30 dias de idade) (30 a 90 dias de idade)

Eritrécitos Totais (xlO(’/pL) 7,61 +1,32 7,88 £1,22
Hemoglobina (g/dL) 10,6 +1,1 11,4 £1,2
Volume Globular (%) 343 +53 34,0 £3,2
VCM(fL) 46,2 +773 43,8 +3.,8
CHCM(%) 31,1, £ 1,8 33,6,% 2,6
Leucocitos Totais(/pL) 11.100 £ 3.871 11.916 £2.927
Neutrofilos Bastonetes(/pL) 44 + 90 0+0
Neutrofilos Segmentados(/pL) 4.991 £2.201, 3.700 £ 1.677,
Eosinofilos(/ul) 145 £270 69+ 112
Basofilos(/uL) 0+0 00
Linfocitos(/uL) 5376 £ 2368 7.690% 1.985
Mondcitos(/uL) 544 + 381 458 £315
Valores na mesma linha seguidos pelas letras a e b apresentam diferenca significativa
entre si (p<0,05).

CONCLUSOES

Nao foi observada influéncia significativa dos
fatores etarios sobre o numero total de
eritrocitos e leucocitos na espécie bovina nos
primeiros trés meses de vida, contudo, foi
verificada a influéncia significativa da idade
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