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AVALIACAO HEMATOLOGICA E DA ATIVIDADE OXIDATIVA DOS NEUTROFILOS
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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo a
avaliacdo do estresse parasitario em cabras na-
turalmente infectadas por nematdédeos gastrin-
testinais e as possiveis alteragdes no hemograma
e na capacidade dos neutréfilos em produzirem
radicais livres. Foram utilizadas nove cabras daraca
Saanen, procedentes do municipio de Santa Maria/
RS. Avariavel ovos por gramas de fezes (OPG) foi
utilizada para a quantificagdo da infestagao para-
sitaria. Cada animal participou dos quatro grupos
de acordo com o OPG: Gc (0 a 500 OPG); G1
(501 a 1500 OPG); G2 (1501 a 3000 OPG) e G3
(>3000 OPG). Coproculturas foram realizadas para
a determinagao do tipo predominante de parasita
infectante nos animais. O cortisol foi considerado
como o parametro para a avaliagédo do estresse
parasitario, sendo determinado por quimiolumi-
nescéncia. O hemograma foi avaliado quantitati-
vamente pela contagem manual de eritrécitos e
leucécitos em camara de Neubauer e qualitati-
vamente pelo exame microscopico do esfregaco
sanguineo. O fibrinogénio foi mensurado, utilizando-
se 0 método da precipitagao pelo calor e o meta-
bolismo oxidativo dos neutréfilos avaliado pelo teste
de reducgdo do nitroblue tetrazolium — NBT. N&o
houve alteragdo na maioria dos parametros do
hemograma com excegéo da contagem eosinofili-
ca, que apresentou diferencas nos grupos (G2 e
G3). Os valores de cortisol se mantiveram estaveis
com uma ligeira queda, no grupo (G2). A fungéo
neutrofilica, representada pelo NBT, ndo apresentou
alteragéo ao longo do experimento. De acordo com
os resultados obtidos e nas condicbes em que foi
realizado o experimento, concluiu-se que a infesta-

¢ao parasitaria maxima, em (G3), para os animais
deste estudo, ndo apresentou alteragao no eritro-
grama, no metabolismo oxidativo dos neutréfilos e
nos teores de proteinas plasmaticas totais. No
leucograma houve resposta dos eosinéfilos e do
fibrinogénio, frente a maior carga parasitaria, de-
monstrando a resposta do organismo aos antige-
nos dos parasitas infectantes.

Palavras-chave: Cabras, nematédeos gastrin-
testinais, hemograma, NBT,
cortisol

INTRODUCAO

A produgao de caprinos tem um papel
importante na pecuaria em varios paises do mundo.
O Brasil, como pais primariamente de cunho agri-
cola, conta com um importante rebanho caprino
principalmente nas regides sudeste, norte e nor-
deste (ANUALPEC, 2001).

A principal perda econémica na criagao
de caprinos é atribuida a infec¢do por nematédeos
gastrintestinais. Animais parasitados freqiiente-
mente apresentam diminuicao da produgao de leite,
carne, baixo indice de fertilidade além de alta mor-
talidade (PUGH et al., 1998). Dentre os parasitas
gastrintestinais o Haemonchus contortus é o ne-
matdédeo apontado como o mais importante nos
pequenos ruminantes (VATTA et al., 2002). Alguns
dos efeitos sistémicos observados, pela infecgéo
por este nematddeo sédo as diminui¢des dos com-
ponentes do eritrograma e da concentragao de pro-
teinas plasmaticas totais, notadamente a albumina
sérica (BLACKBURN et al., 1992). As alteragdes
associadas ao leucograma ocorrem pelo aumento
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dos leucécitos totais devido a neutrofilia com desvio
a esquerda, ocasionado pelas freqlientes infecgbes
secundarias que ocorrem concomitantemente nas
helmintoses (JAIN, 1993).

Os neutréfilos sao células envolvidas nas
respostas imunes nao especificas e sao os pri-
meiros a chegar ao local da lesado. Estes leucdcitos
tém como mecanismo basico de agéo a fagocitose
e posterior destruicdo dos agentes estranhos via
mecanismos enzimaticos ou dependentes de oxi-
génio (FELDMAN et al., 2000). Frequentemente, a
destruicdo de microorganismos mediada pelo oxi-
génio é referida como “explosao respiratéria”, du-
rante a qual grande quantidade desta molécula é
convertida em superoéxido, perdxido de hidrogénio
e radicais hidroxila (MEYER; HARVEY, 1998) os
quais sao compostos téxicos aos agentes invaso-
res. Estudos in vitro realizados por Mackenzie et
al. (1981) e in vivo por Dennis et al. (1988) demons-
traram que os helmintos ativam o metabolismo
oxidativo dos neutrdfilos. Ainda, esta ativacéo pode
ser avaliada indiretamente pelo teste do “nitroblue
tetrazolium” (NBT). Este teste utiliza um corante es-
pecifico, que é reduzido a um precipitado facil-
mente visualizado a microscopia 6ptica denominado
formazam, em neutréfilos com aumento de molé-
culas de oxigénio reativas. Segundo Leventhal;
Soulsby (1976) a redugdo do NBT na superficie
de helmintos é ocasionada pela ativacao dos
neutrofilos aderentes acompanhada por reagbes
enzimaticas oxidativas importantes para a destrui-
¢ao do parasito.

A defesa imune inata relacionada com o
parasitismo nao é papel exclusivo dos neutrofilos.
O eosindfilo, outro leucécito polimorfonuclear,
também desempenha fungdo parasiticida im-
portante, notadamente pela producéo de enzimas
téxicas a cuticula dos helmintos (JAIN, 1993).
Segundo experimento conduzido por Buddle et al.
(1992) um marcante aumento de eosinéfilos no
sangue periférico de pequenos ruminantes, expe-
rimentalmente infestados com Haemonchus con-
tortus foi acompanhado pela queda das contagens
do OPG, demonstrando assim, a importancia destas
células de defesa no que se refere a infecgao
parasitaria.

Outro componente do sistema de defesa
do organismo freqlentemente utilizado como prova
diagnéstica é o fibrinogénio plasmatico. Esta pro-
teina de fase aguda da inflamacgao produzida pelo
figado tem sua concentra¢do aumentada no sangue
em resposta a processos inflamatorios que podem
estar associados as parasitoses. E utilizado como
teste padrao para avaliagado de inflamagao, desta

forma, sendo possivel a determinagéao indireta da
presencga ou nao de inflamacao independente da
contagem de leucécitos totais (JAIN, 1986).

Altas infec¢des parasitarias freqiientemen-
te levam a situagdes de estresse nos animais (SILVA
et al., 1983). Para Stott (1981) e Fleming (1997) a
determinagéo da concentragdo sangiinea de cor-
tisol é utilizada como um método para quantificar a
intensidade do estresse e subsequente adaptagao
em ovinos parasitados por Haemonchus contortus.
Esses autores observaram que a interpretacao dos
valores do cortisol depende de muitas variaveis co-
mo, por exemplo, a adaptabilidade do animal frente
a processos estressantes cronicos, similares aos
observados no parasitismo a campo, onde os ani-
mais sdo submetidos constantemente ao contato
com parasitas internos e externos.

O presente trabalho teve como objetivo ve-
rificar o estresse parasitario através de possiveis
variagbes no hemograma e na capacidade dos
neutrdfilos de produzirem radicais livres em cabras
Saanen naturalmente infectadas por nematddeos
gastrintestinais em situacéo de criacdo a campo.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado no Laboratério de
Patologia Clinica Veterinaria do Hospital Veterinario
da Universidade Federal de Santa Maria/Santa
Maria — RS. As dosagens de cortisol foram rea-
lizadas no Centro de Apoio Diagndstico Veterinario
— LaborCare/Bauru — SP.

Foram selecionadas 9 cabras da racga
Saanen, com média de 20 meses de idade,
pesando entre 25 e 50 kg. Antes do inicio do
experimento os animais foram submetidos a
avaliacao prévia do estado de saude por meio de
exames fisico e complementares (hemograma,
proteinas plasmaticas totais e coproparasitoldgico).
Os animais foram mantidos em regime de manejo
semiintensivo com oferecimento de sal mineral e
agua ad libitum durante todo o experimento. A
alimentagao consistia em pastoreio rotacionado em
pastos de Cynodon sp e suplementagao com
concentrado.

Para verificar a infestagcao por nematédeos
gastrintestinais foi utilizada a contagem do nume-
ro de ovos por gramas de fezes (OPG). Adicio-
nalmente, coproculturas foram realizadas para a
determinacao do tipo de parasita infectante predo-
minante. Cada animal participou dos quatro grupos
de acordo com o OPG: Grupo controle (0 a 500
OPG); G1 (501 a 1500 OPG); G2 (1501 a 3000
OPG) e G3 (>3000 OPG). Os animais foram
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vermifugados com Levamizole® na dose de 20mg/
por kg de peso vivo. Durante vinte dias foram reali-
zadas colheitas de fezes, diariamente, diretamente
da ampola retal para verificagdo da curva de OPG
e 0s nove animais foram alocados dentro do Gc
quando atingiram o niumero de OPG considerado
como aquele do grupo controle. Para os demais
grupos o OPG foi determinado semanalmente até
que todos os nove animais pudessem ser alocados
sucessivamente em cada um dos grupos do
experimento, quando eram realizadas as outras
avaliagdes programadas. As amostras de sangue
e fezes foram colhidas sempre no mesmo horario
compreendido entre 14:00 e 17:00 horas. Durante
a colheita evitou-se ao maximo o estresse dos
animais. A colheita de sangue, separagao do soro
e a avaliagdo do hemograma foram realizadas
segundo técnicas descritas por Jain (1986). As
amostras de fezes foram obtidas diretamente da
ampola retal, para a determinagao do OPG, segundo
técnica modificada de Gordon; Whitlock (1939). A
coprocultura foi realizada seguindo a técnica
descrita por Roberts; O’Sullivan (1950). O cortisol
sérico foi determinado por quimioluminescéncia,
usando o teste ADVIA Centaur®. As proteinas
plasmaticas totais e o fribrinogénio goram deter-
minados conforme técnicas preconizadas por Wolf
etal. (1962) e Foster et al. (1959) respectivamente.
A avaliagado do metabolismo oxidativo de neutréfilos
foi efetuada por meio do teste de reducgao do
nitroblue tetrazolium nao estimulado® (NBT-NE) e
estimulado (NBT-E), descrito por Park; Good (1970)
e adaptado por Lopes et al. (2001).

Foi avaliada a normalidade de distribuicao
dos dados obtidos por meio do teste de Kolmogorov-
Smirnov. Aos resultados que apresentaram nor-
malidade foi aplicado o teste paramétrico de Analise
de Variancia de Medidas Repetidas ANOVA. Para
os dados que nao se mostraram com distribuicao
normal foi aplicado o teste ndo paramétrico de
Kruskal-Wallis Z teste. Os valores do cortisol foram
convertidos em log,, para efeito de normalizagéo.
Para todas as analises o nivel de significAncia
considerado foi de p<0,05. O pacote estatistico uti-
lizado foi o NCSS® 2001¢.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nao foi verificada alteracao significativa na

Levamisole, Laboratério Tortuga, Sao Paulo, SP.
Bayer Diagnostic, Germany, Leuverkosen — Germany.
NBT, Sigma Diagnostic, St. Louis, USA.

NCSS, Software Estatistico, USA.
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fungao oxidativa dos neutrdfilos nos grupos expe-
rimentais. Os resultados obtidos para o teste do
NBT foram superiores aos encontrados por Lopes
etal. (2003) em cabras da raga Saanen clinicamente
sadias. Provavelmente, estes dados do NBT estao
relacionados com as condicbes a campo em que
foi desenvolvido o presente experimento o que
proporcionou maior exposicdo a antigenos e,
portanto, maior atuagdo das células do sistema
imune. Considerando auséncia de variagao entre
0s grupos quanto a resposta do teste do NBT, n&o
pode-se afirmar se houve ou ndo estimulo dos
neutrdéfilos pela presencga dos parasitas, pois, como
ja@ mencionado, fatores externos poderiam estar
atuando concomitantemente a infestagdo parasi-
taria. Estes resultados sugerem que o teste do NBT,
para avaliacao da producéao de radicais livres, pode
ser mais util quando realizado em ambientes con-
trolados, semelhantes aos utilizados por Lopes et
al. (2003), evitando-se a estimulag&o antigénica por
parasitas.

O cortisol sérico (figura1) ndo apresentou
variagao estatisticamente significativa entre os gru-
pos do experimento. Valores semelhantes ao deste
estudo foram obtidos por Ciarlini (1998) que estudou
a variagao hormonal e a fungao dos neutréfilos em
ovinos, correlacionando estas variaveis com a
infestacao parasitaria nos periodos pré e pés-parto
destes espécimes. Fleming (1997) destacou alte-
ragdes no metabolismo basal de ovinos, (ex.: ane-
mia e baixa produgao de proteina), mesmo com os
valores de cortisol sérico estando dentro do intervalo
fisiolégico. Este autor atribuiu ao estresse crbnico
a responsabilidade pelos disturbios metabdlicos
nesta espécie, pois nesta condicdo os valores de
cortisol estdo normais na circulagao. As infestacoes
por parasitas gastrintestinais sdo uma causas
reconhecida de estresse cronico em diversas
espécies animais. Porém, n&o foi evidenciado,
neste experimento, alteragdes no metabolismo dos
neutréfilos ou no hemograma que possam estar
relacionadas com estresses agudo ou crdnico.
Estes resultados corroboram com os obtidos por
Frandsen (1987) em cabras submetidas a alta
infestacéo experimental com larvas de Haemonchus
contortus e avaliadas quanto a concentragao sérica
de cortisol para se avaliar o nivel de estresse pro-
vocado por estes parasitas.

Contrariamente a Feldman (2000) que
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relataram o aumento dos leucdcitos totais em
animais parasitados por nematdédeos gastrintes-
tinais por conta de infecgdes bacterianas secun-
darias, neste estudo nao foi observada alteracao
nos valores dos leucdcitos totais bem como dos
neutrdéfilos, linfécitos e mondcitos. Porém, foi obser-
vado o aumento do nimero total de eosindfilos nos
grupos G2 e G3 (Tabela 2). Este resultado era es-
perado e vai de encontro aos descritos por Feldman
et al. (2000) ja que os eosindfilos sao células
relacionadas com a destruicdo de parasitas e,
portanto podem encontrar-se com nimero elevados
nas parasitoses.

Neste trabalho ndo foram verificadas (Ta-
bela 1) diminuigdes do hematdcrito, do numero de
hemacias, da concentragdo de hemoglobina e dos
teores de proteinas plasmaticas totais, o que
contraria os dados relatados por Bisset et al. (1996)
que citaram serem estes os principais efeitos
deletérios dos nematddeos gastrintestinais, em es-
pecial do Haemonchus contortus em caprinos.
Segundo Chartier; Hoste (1998) a resisténcia
adquirida pelo contato prévio de caprinos com
parasitas gastrintestinais, como os observados em
criagdes a campo, favorece o desenvolvimento de
resisténcia contra o efeito espoliativo destes ne-
matddeos. Este fato esta provavelmente relacionado
com a maior atuagao do sistema imune especifico
dos animais submetidos ao contato constante com
os parasitas. De acordo com Costa et al. (2000)
em estudo comparativo entre quatro racas de ca-
bras naturalmente infectadas por parasitas gas-
trintestinais, a raga Saanen revelou uma maior
resisténcia contra parasitas do género Haemonchus
contortus, quando comparada a outras ragas de
caprinos utilizadas naquele experimento. Este fato
pode ter contribuido para a nao alteragao de muitas
das variaveis estudadas.

Nao foi observada neste estudo qualquer
alteracao dos leucécitos que pudesse indicar
inflamacgao, porém os valores do fibrinogénio, que
€ uma proteina largamente utilizada em medicina
veterinaria no auxilio diagnéstico das inflamagoes,
mostraram-se significativamente elevados nos
grupos G2 e G3 (Tabela 1). O aumento desta pro-
teina nos grupos de maior carga parasitaria era
esperado, pois a presencga dos parasitas em contato
com a mucosa gastrintestinal pode levar a esti-
mulagéao, por citocinas e células apresentadoras
de antigenos, de uma resposta inflamatdéria local e
algumas vezes sistémica.

O Haemonchus contortus foi o parasita
predominante de acordo com os resultados da co-
procultura (dados ndo mostrados), neste experi-

mento. Este nematddeo possui como caracteristica
reprodutiva uma alta capacidade de postura, sendo
esta de milhares de ovos por dia. Segundo Jallow
et al. (1994) o nimero de ovos por grama de fezes,
considerando este parasita, esta mais relacionado
com a fase de desenvolvimento do nematédeo que
ao numero de parasitas presentes no animal. Este
dado poderia parcialmente explicar porque nao
foram verificadas alteragbes em alguns dos para-
metros estudados como o cortisol, hematimetria,
proteinas totais, leucdcitos totais e fungédo dos
neutrofilos.

CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos e nas
condi¢cdes em que foi realizado este experimento,
conclui-se que a infestacao parasitaria maxima nao
foi suficiente para provocar alteracdes no eritro-
grama, no metabolismo oxidativo dos neutréfilos e
nas proteinas plasmaticas totais. No leucograma
ocorre aumento da contagem dos eosindfilos e da
concentragao do fibrinogénio frente a maior carga
parasitaria, demonstrando resposta do organismo
aos antigenos dos parasitas infectantes.

Parasitic stress in Saanen goats: hematologic
evaluation and netrophilic function

ABSTRACT

The present study intents to correlate the
parasitic stress in goats and its clinical implication
to the hemogram and Neutrophilic functions. Nine
Saanen goats were used for this experiment. The
variable: eggs per gram of faeces, were utilized for
the quantification of the parasitic infestation. Each
animal participated in the four groups according to
faecal egg counts (FEC): Gec (0 — 500), G1 (501 —
1500), G2 (1501 — 3000) and G3 (> 3000). The
predominant parasite type was determined by
faeces culture. The cortisol levels were considered
as a parameter for the parasitic stress evaluation
on the animals. The cortisol was measured by qui-
miluminescence. The CBC was measure quanti-
tatively by manual counting of erythrocytes and leu-
kocytes using Neubauer chamber and qualitatively
by microscopic examination of the blood smear.
The fibrinogen was obtained by the heat precipitation
method and for access the neutrophilic oxidative
metabolism was used the reduction of the nitroblue
tetrazolium — NBT test. There was no change on
the CBC parameters except the eosinophilic num-
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bers that was increased on the group G2 and G3.
The cortisol levels remained in the normal limits with
a slight fall, not significative, on the G2 of the ex-
periment. The Neutrophilic function did not show
alteration on the experiment. As the results showed,
respecting the experiment’s conditions, it is to con-
clude that the high parasitic infestation (G3) could
be considered sub clinical for these animals, as
showed by the slight alterations on the variables
studied. Also, there were eosinophilic response on
the CBC, in the treatments G2 and G3, against the
increase amounts of parasites, emphasizing the
function of this cell type in dealing with parasitic
infestation.

Keywords: Goats, gastrointestinal nematodes, he-
mogram, NBT, cortisol.
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Tabela1. Valores de média e desvios-padrédo, do hematdcrito, nUmero de hemacias, da taxa de hemoglobina, dos
teores de proteinas totais e do fibrinogénio de cabras Saanen naturalmente infectadas por parasitas
gastrintestinais.

Grupos Hematdcrito (%) Hemacias(x 108/mL) Hemoglobina (g/dl) Proteinas Totais (g/dl) Fibrinogénio (mg/dl)

Ge** 237 +1,0 11,902+ 0,5 9,312+£0,79 7,22+0,44 2252+ 83
G1 232+1,5 12,712+ 1,96 9,202+ 0,90 7.32+0,74 2002+ 60
G2 222+3,0 12,642 £ 2,97 9,382+ 1,06 7,6°+0,60 400°+50
G3 22°+3,6 11.612+2,07 9,422 £1,27 7,82+0,63 585"+ 80

* Para letras iguais néo ha diferenca significativa ANOVA (p<0.05) entre os grupos.

** Gc = grupo controle (0 a 500 OPG); G1 =grupo 1 (501 a 1500 OPG); G2 = grupo 2 (1501 a 3000 OPG) e G3 =
grupo 3 (> 3000 OPG).

Tabela2. Valores de média e desvios-padrao (X10%ml) dos Leucdcitos Totais, Neutréfilos, Linfécitos, Eosindéfilos
e Mondcitos de cabras Saanen naturalmente infectadas por parasitas gastrintestinais.

Grupos Leucécitos Neutrofilos Linfécitos Eosindfilos Mondcitos
Gce** 10,687+ 1,72 3,472+ 1,18 5412+2,0 0,542+ 0,60 0,252+ 0,19
G1 10,652+ 1,9 3,852+ 1.80 5,873+ 1,2 0,572+ 0,48 0,35°+1,5
G2 10.732£2,0 4,412+ 1,45 470°+1,4 1,23°+0,7 0,422+£2,9
G3 10,912+ 1,78 4,342+ 0,48 5,782+ 1,6 1,97°+ 0,85 0,492+0,34

* Para letras iguais n&o ha diferencga significativa (p<0.05) entre os grupos, utilizando-se o teste Kruskal-Wallis Z.

** Gc = grupo controle (0 a 500 OPG); G1 = grupo 1 (501 a 1500 OPG); G2 = grupo 2 (1501 a 3000 OPG) e G3 =
grupo 3 (> 3000 OPG).
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Figura 1. Valores de média e desvio padrao do cortisol sérico de cabras Saanen, naturalmente infectadas por parasitas gastrintestinais.
Gc = grupo controle (0 a 500 OPG); G1 =grupo 1 (501 a 1500 OPG); G2 = grupo 2 (1501 a 3000 OPG) e G3 = grupo 3 (> 3000
OPG).
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