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Resumo

A adaptacao metabdlica é um processo importante para a producdo
de leite em vacas de alta producio leiteira. A fisiologia das mudancas
hematoldgicas e enddcrinas durante o pés-parto ¢ complexa e muitas
respostas homeostaticas sio importantes para obter o maximo da
producio de leite. O perfil hematolégico ¢ uma ferramenta diagnostica
util nos diferentes estagios do ciclo produtivo de vacas leiteiras. O
objetivo deste estudo foi avaliar alguns pardmetros hematologicos
em diferentes estagios do ciclo produtivo de vacas leiteiras e correlaciona-
los com o cortisol. Foram selecionadas 210 vacas multiparas,
distribuidas por semanas: -3, -1 (antes do parto) e 2,5, 8 e 11 (apds o
parto). Os parametros hematoldgicos avaliados foram hematocrito,
concentracio de hemoglobina, contagem total e diferencial de
leucocitos. O estresse durante o petiparto foi avaliado pela concentracio
de cortisol analisado através do método de radioinmunoensaio de
fase solida. Todos os parametros determinados (hematolégicos e
cortisol) estavam dentro do intervalo de referéncia para a espécie. Os
maiores valores de cortisol foram observados na segunda semana
apos o parto. Alteragoes hematoldgicas associadas a sinais de alto
estresse ndo foram observadas no presente estudo e isto
provavelmente se deve ao estado de saude satisfatorio dos animais
durante o perfodo de experimento e as condi¢des adequadas de manejo
e nutricao.
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Introducao

Diversos estudos propdem o
acompanhamento de  parametros
hematoldgicos para monitorar a saide do
rebanho leiteiro e relatam a associacdo destes
com diferentes patologias. Além disso,
diferentes pesquisas relacionam problemas
de imunidade com altos niveis de cortisol
nas vacas.' Virias alteragdes nos parametros
hematolégicos podem ser observadas
durante a gestacio em diferentes espécies
animais e fazem parte da adaptacdo da
fémea ao perfodo reprodutivo em que ela
se encontra.’

No final da gestacio o numero de
eritrécitos aumenta em conseqiiéncia do
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efeito eritropoiético da somatotropina
corionica placentaria, da progesterona e,
talvez, da prolactina.” O volume sangiineo
materno também aumenta em resposta
a circulagdo utero-placentaria e ao
desenvolvimento do feto, mantendo
adequada a oxigenac¢io dos tecidos e
pressoes sanglineas, materna e fetal.*
O acompanhamento de pardmetros
hematologicos em bovinos e o estudo da
sua relacdo com outros parametros
sangiiineos, como o cortisol, sio métodos
que podem ser utilizados para avaliar a
resposta do organismo frente a0s processos
fisiolégicos de cada fase do ciclo produtivo
em vacas leiteiras.’

As alteragGes no leucograma de



bovinos observadas durante o parto sao
tipicas de uma resposta leucocitaria a um
quadro de estresse.® O nimero de leucécitos
totais encontra-se significativamente
aumentado, principalmente devido ao
aumento de neutréfilos, com ou sem desvio
a esquerda. O nimero de cada tipo de
leucécito varia, dependendo do grau de
estresse e da condi¢iao das membranas fetais.
Estas alteracoes sdao evidentes entre as 12 e
24 horas ap6s o parto e diminuem nos dias
subsequientes.

O nuamero de eritrocitos totais, a
concentracao de hemoglobina e o
hematécrito podem sofrer alteragoes
similares durante o parto.” Um aumento
significativo dos parametros eritrocitarios foi
observado durante o parto, fato relacionado
com a diminui¢do do consumo de agua
durante o periparto.” As alteracoes
hematoldgicas relacionadas a lactagio podem
variar entre rebanhos e os baixos parametros
eritrocitarios durante este periodo podem
estar relacionados com o nivel de produc¢ao
leiteira, com a nutrigio do animal® e com o
aumento do volume plasmatico °. Em geral,
quanto maior é a produgao leiteira, menores
sdo os valores dos parametros etitrocitarios.

Diversos estudos indicam que a alta
incidéncia de doengas durante e apds o
periodo de transi¢io esta ligada a
imunossupressao associada ao estresse,
comum em vacas leiteiras. Alteracdes no
sistema imune de vacas leiteiras durante o
periparto e inicio da lactacao foram relatadas
por diversos pesquisadores, e com o manejo
cada vez mais intensificado em rebanhos
leiteiros, o risco de disturbios metabdlicos
pode aumentar.'” !

As alteracdes metabdlicas ocorrem
geralmente no inicio da lactacdo e sido
freqientemente associadas a mudancas no
manejo, na alimentagao e na composi¢ao da
dieta, mas também com alteracdes dos niveis
hormonais que ocorrem durante o periparto.
As alteracoes nos constituintes celulares e
bioquimicos do sangue durante a gestagio,
parto e lactacio em vacas leiteiras estdo
intimamente relacionadas com o cortisol, o
hormonio do estresse."'?
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Uma resposta imune eficiente se baseia
na intera¢do e no equilibrio entre os
diferentes tipos celulares e seus produtos. A
incidéncia de doencas infecciosas,
principalmente mastite e endometrite, pode
também aumentar devido a supressio das
fungdes imunoldgicas durante o periparto.
Com a aproximag¢ao do parto, o numero
de leucdcitos totais aumenta, principalmente
em decorréncia da neutrofilia. Todavia, as
capacidades funcionais destas células estio
prejudicadas durante este periodo.

Um dos pontos-chave para o
controle de uma infecgdo é a rapida migragao
e recrutamento dos neutréfilos para o local
da infeccio.” Estudos recentes tém se
voltado para o mecanismo pelo qual o
estresse se relaciona a reducao da funcio
imunoldgica. Muitos autores observaram
que os glicocorticdides aumentam durante
o periparto e que estes sdo capazes de reduzir
a expressao de algumas moléculas (como a
L-selectina) pelos neutréfilos, o que diminui
sua capacidade de migracio e chegada ao
local de infecgao. !

Com a aproximag¢iao do parto, a
quantidade de linfécitos e sua capacidade
funcional diminuem, alcangando o ponto
minimo dias antes do parto.”” As células T
sio a subpopulacio de linfécitos
predominante na circulagdo sangiinea
periférica dos ruminantes, chegando a 80%
dos linfécitos totais. '* Algumas funcoes desta
subpopulacio de linfécitos também se
alteram durante este periodo, como a
produciao de interleucinas e interferon
gama."'

O objetivo deste estudo foi avaliar
alguns parametros hematolégicos como
indicadores da saide de vacas leiteiras e sua
possivel relagdo com o cortisol durante o
periodo de transicao e até a 11* semana do
ciclo produtivo de vacas de alta producao.

Material e Método

Foram selecionadas 210 vacas
multiparas da raca Holandesa, com produgio
supetior a 25 kg/vaca/dia, pertencentes a
cinco rebanhos comerciais considerados
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como sistemas intensivos de semi-
confinamento de leite para as condi¢oes do
Sul do Brasil (alimentagdo com base em
suplementagao e produgio de leite acima de
8000 kilos por lactaciao). Apds o exame
clinico e verificagao das condi¢bes exigidas
para o estudo, foram analisadas amostras de
173 animais. A alimentagao consistiu de
silagens de milho e sorgo, forragem Tifton
(Cynodon nlemfuensis), concentrado e
suplemento mineral. Para o calculo do valor
nutritivo do alimento foi usado o programa
Spartan Ration Evaluator."”

O ecossistema geografico de
localizac¢ao dos rebanhos correspondeu ao
planalto médio do Estado do Rio Grande
do Sul. Foram avaliados dois periodos
climaticos extremos para a zona temperada:
inverno (dois rebanhos) e verdo (trés
rebanhos). Em cada rebanho, os animais
foram divididos em seis grupos de sete
animais segundo o periodo do ciclo
produtivo que se encontravam: pré-parto (3
e 2 semanas antes do parto esperado) e pos-
parto nas semanas 2, 5, 8 e 11 da lactagao.
As amostras do perfodo pré-parto e as duas
primeiras da lacta¢do corresponderam ao
periodo de transi¢ao. Com o objetivo de
reduzir os efeitos de fontes de variacdo
externas e para avaliar com maior precisio
o efeito periodo (pre e pds parto) sobre os
resultados das analises, a amostragem dos
animais foi efetuada no mesmo dia em cada
nucleo de produgcio.

Todas as amostras de sangue foram
obtidas mediante puncao da veia coccigea
em tubos a vacuo de 5 mL contendo solu¢ao
do acido etilenodiaminotetra-acético
tripotassico (EDTA-K)) a 10%, como
anticoagulante para a realiza¢io dos
parametros hematolégicos, e em tubos de
10 mL com heparina sédica para a dosagem
do cortisol plasmatico. Previamente a cada
coleta de sangue, realizou-se o exame clinico
para descartar qualquer animal doente ou
suspeito de doenca (problemas podais,
endometrite, mastite, cetose e acidose clinica).
Igualmente, foi verificado o petiodo do qual
o animal fazia parte e registrada a producio
do leite dos dias prévios e do dia da coleta.
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Imediatamente apos a coleta de sangue, foi
realizado o esfregaco sangtiineo e as laminas
foram armazenadas em recipientes
adequados, protegidas da luz e de
contaminacao. Para a coloragdo do material,
foi utilizado o corante de Wright (Merck,
Darmstadt, Alemanha). A contagem total de
leucécitos foi realizada manualmente pela
técnica de contagem em camara de
Neubauer, o hematdcrito foi determinado
pela técnica de microhematécerito (10.000
rpm por 5 minutos) e a determinacio da
hemoglobina foi feita mediante a técnica
colorimétrica do cianeto de potassio
(Labtest, Lagoa Santa, MG).

A partir do esfregaco sangiliineo
corado de cada animal, foi realizada a
contagem diferencial de leucécitos e avaliagao
da morfologia celular. A determinacdo do
cortisol plasmatico foi efetuada mediante
radioinmunoensaio (RIE) de fase sélida com
reativos comerciais (ICN Biomedicals, Irvine
CA, USA). No intuito de avaliar o estado
de saude da glandula mamaria, a contagem
das células somaticas (CCS) presentes no leite
das vacas durante os periodos 2, 5, 8 e 11
da lactacdo foram determinadas mediante
citometria de fluxo (Somacount 300, Bentley
Instruments Inc, Chaska, MN, USA).

Foram analisados os possiveis efeitos
principais de rebanho e periodo de coleta
mediante analise de variancia da sub-rotina
GLM do pacote estatistico SAS V8 (SAS)"
e, sempre que necessario, as variaveis foram
transformadas para garantir a sua
normalidade. A variavel época foi analisada
através do teste de T para amostras
independentes. Quando necessario para o
teste de médias foi empregado o teste de
Tukey. Igualmente, através da correlacao de
Pearson, foram analisadas as relagdes entre
as variaveis sanglineas e os valores
plasmaticos do cortisol.

Resultados e Discussao

Na tabela 1 estdo descritos os valores
médios dos parametros hematolégicos
avaliados para os dois perfodos climaticos
de estudo, demonstrando que as condi¢des
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Tabela 1 - Valores médios de variaveis hematoldgicas em vacas da raca Holandesa durante o verao e o inverno.
Planalto Central do Rio Grande do Sul (Brasil) - periodo entre 2003 e 2004

., . Inverno (n=106) Verio (n=67)
Variavel (unidade) Media DP oV Média DP oV
Hematocrito (%) 28,672 3.8 13,25 32,430 3,61 11,13
Hemoglobina (g/dL) 10,74 1.7 15,83 11,930 1,41 11,82
Leucdcitos totais (/UL) 5851,272 4891.4 83,60 10351,34> 55654 53,77
Neutrofilos segmentados (/L) 2708,422 1280,95 47.30 3497,31%  1843,38 52,71
Eosinéfilos (/uL) 572,482 496,35 86,70 318,490 352,72 110,75
Basoéfilos (/UL) 49,412 63,18 127.87 76,282 118,36 155,17
Monécitos (/L) 624,882 319,11 51,07 559,972 363,98 65,00
Linfécitos (/UL) 4324442 2588,88 59.87 634577 4763,55 75,07
Relagdo Neutréfilo/ Linfécito (N/L) 0,7592 0,49 0,7762 0,61

Varidveis com letras diferentes nos valores da linha sdo estatisticamente diferentes (p<0.05). DP= desvio padrio; CV= coeficiente de

variagdo

de verdo influenciaram a dinamica sangiiinea
na maioria dos parametros estudados. Esta
observacao ja foi descrita por outros
pesquisadores que encontraram variagdes
sazonais nas contagens de leucdcitos totais
em bovinos, sendo os maiores observados
durante o verio."”

As diferencas entre os rebanhos
avaliados ocasionaram a maior variacao
sobre as variaveis estudadas, situacdo que
pode ser explicada pelas alteracoes genéticas,
de manejo e alimentacio, e nos planos de
sanidade que s3o utilizados em cada um dos
rebanhos. A selecao genética para o aumento
da producio de leite aumenta sensivelmente
a carga metabdlica das vacas leiteiras, o
balanco energético tende a ser negativo
durante a fase de lactacdo estudada o qual
leva ao estresse nutricional. Estes fatores
estao relacionados a0 aumento da incidéncia
de doencas infecciosas.'" A influéncia da dieta
sobre o hemograma de bovinos também
tem sido estudada, sendo observada
leucocitose e monocitose em vacas
alimentadas com silagem quando
comparadas a vacas alimentadas com
forragem verde.”

Os parametros hematoldgicos
estudados encontram-se dentro dos valores
de referéncia para a espécie bovina, e podem
ser validos para as condi¢Ges ecologicas e
de producio animal da regido Sul e Sudeste
do Brasil, onde se encontram os estados com
maior producio leiteira individual do pais.
Em geral, a resposta leucocitaria em bovinos
difere daquela observada em outras espécies

animais. As alteracdes hematologicas nesta
espécie sdo sugestivas de consideracoes
diagnosticas, como no caso de septicemias
ou endotoxemias, sendo raramente
especificas para uma determinada afeccio.”
Uma septicemia bacteriana aguda
freqiientemente ¢ caracterizada por
neutropenia ao invés de neutrofilia, e em
ruminantes existe uma tendéncia menor para
o desenvolvimento de uma neutrofilia
significante.”!

As contagens diferenciais de
leucocitos (Tabela 2) obtidas neste estudo nao
mostraram altera¢Oes significativas. As
maiores alteracdes hematoldgicas foram
observadas no final da gestacio, periodo no
qual o crescimento do feto obriga uma
redistribuicao dos componentes sangtiineos.
Observagdes similares ja foram relatadas nas
contagens totais de leucdcitos em vacas
durante o periparto.?** Outros estudos
indicam que hia um aumento gradual de
leucocitos a medida que o parto se aproxima,
observando-se um pico de
aproximadamente 13 x 10°/mL nove horas
apos o parto, voltando aos valores normais
3 dias apds o parto.’

Normalmente, diferentes protocolos
de imunizagio para doengas de controle nio
obrigatério (ex. leucose, diarréia viral bovina,
rinotraqueite bovina infecciosa, e/ou
diferentes programas de controle de
parasitas) sio adotados para cada rebanho.
E possivel que estes rebanhos apresentem
alteragOes nas varidveis hematol6gicas
principalmente no que se refere as células
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Tabela 2 - Variaveis hematolégicas segundo o periodo fisiologico e de lactacao em vacas leiteiras de alta produgao.
Planalto Central do Rio Grande do Sul (Brasil) - periodo entre 2003 e 2004

Semana(s) em relagcio ao parto

Variavel (unidade)
-3 -1 2 5 8 11

Hematdcrito (%) 32,722 31,872 29,24 29,21 29,08 28,900
Hemoglobina (g/dL) 12,708 11,952 10,720 10,62b 10,88b 10,54b
Leucdcitos totais (/uL) 7011,60 8080,81 90,44,47 8414,22 6684,60 6348,17
Neutrofilos segmentados (/uL)  2566.9 3187.9 3198,73 355136 2725,78 272446
Eosinéfilos (/uL) 750,692 578,972.b 438,31b 368,16 366,270 366,98
Basoéfilos (/L) 65,89 65,85 46,34 78,41 3190 68,62
Mondcitos (/UL) 563,59 569,12 658,16 680,50 629,94 494,01
Linfécitos (/UL) 5458,79 5505,45 5396,52 5198.4 4659,18  4370,01
Relagdo N/ L 0,6073 0,7117 0,797 1,0086 0,7733 0,6766

Varidveis com letras diferentes nos valores da linha sdo estatisticamente diferentes (p<0,05)

associadas a defesa celular (ex. linfocitos T).
No presente estudo, observou-se que o
rebanho influenciou de forma contundente
a resposta hematoldgica, quando comparado
ao efeito periodo (momento da coleta).

O cortisol plasmatico foi monitorado
para avaliar o nivel de estresse durante o
periparto. O comportamento deste
hormonio nos diferentes perfodos pode ser
observado na figura 1. Os maiores valores
foram detectados na segunda semana apos
o parto, situacdo que ¢ fisiologicamente
aceitavel, uma vez que neste periodo a
produgio do leite é desencadeada e ha
aumento da sintese de lactose para garantir

a maior produgio de leite e outros produtos
da gliconeogénese modulada pelo cortisol.
Valores altos de cortisol também foram
encontrados durante o pré-parto, o que
também pode estar relacionado com o
perfiodo de transi¢do, caracterizado por
grandes desafios na homeostasia. O cortisol
nao foi dosado no dia do parto, mas outros
autores encontraram elevados valores
neste dia.'

Muitas alteracSes enddcrinas no final
da gestacdo e inicio da lactagdo sdo devidas
a mudangas fisioldgicas que ocorrem neste
periodo e a0 aumento dos nutrientes
requeridos para a lactagao.” As alteragdes

150 =

1p0 —

050 o

cortisol (nmol/L)

semana(s) em relagao ao parto

Figura 1 - Valores plasmaticos de cortisol (nmol/L) durante o periodo produtivo em vacas leiteiras de alta produgao
no Planalto Central do Rio Grande do Sul (Brasil) - periodo entre 2003 e 2004 [valores: -3 sem - 1,1170
+ 0,98 nmol/L; -1 sem - 1,0654 + 0,95 nmol/L; 2 sem - 1,5033 + 1,26 nmol/L; 5 sem-0,8851 + 1,24
nmol/L; 8 sem - 0,4348 + 1,06 nmol/L; 11 sem - 0,2924 + 1,00 nmol/L]
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hormonais e metabélicas podem, direta ou
indiretamente, comprometer a
imunocompeténcia do animal e levar a um
aumento da susceptibilidade a infec¢Oes
bacterianas durante esta fase.”

Os leucdcitos, essenciais componentes
do sistema imune, expressam receptores
funcionais para muitos hormoénios (cortisol,
insulina, leptina) que atuam mediando a
homeorrese e 2 homeostase na vaca leiteira."
Os niveis destes hormoénios se alteram
drasticamente durante o periodo do
periparto, sendo responsaveis em parte pela
producio leiteira e pela mobilizagdo do
tecido corporal. O sistema enddcrino gera
uma mudanc¢a metabdlica coordenada para
suporte do periodo do parto e da lactagao
e isso resulta em alteracbes marcantes em
um grande nimero de metabdlitos. Estas
mudancas metabdlicas podem afetar
diversos 6rgios e sistemas, entre eles o
sistema imune. Por exemplo, a infiltracdo
hepatica de lipidios pode afetar a producio
de proteinas de fase aguda, além de afetar a
funcio das células do sistema imune ¢ a
funcio leucocitaria. Estas alteragdes causam
uma diminuicao da habilidade bactericida
destas células, o que tem sido associado com
a alta incidéncia e severidade da mastite.”*

Na tabela 3, estdo apresentadas as
correlacdes entre o cortisol e as variaveis
hematicas. Como esperado, houve uma
relagdo significativa entre hematocerito e
hemoglobina e entre linfocitos e leucécitos,
mondcitos e hematocrito.

Como foi observado no presente
estudo, niveis superiores de cortisol
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plasmatico préximo ao parto poderiam
estar relacionados com uma depressio do
sistema imune. Varios autores relatam que
altos niveis de cortisol estdo relacionados
com a diminui¢do dos nfveis de L-selectina
* e menor secrecao de proteinas, que sao
essenciais para uma resposta imunologica
normal, celular e humoral .

As células somaticas do leite sao, em
sua maioria, células de defesa, principalmente
leucécitos, que migram do sangue para o
interior da glandula mamaria com o objetivo
de combater agentes patogénicos, e em
menor grau células epiteliais, provenientes do
processo de descamacdo do tecido da
glandula mamaria. A contagem de células
somaticas (CCS) do leite indica o grau de
infec¢do da glandula mamaéria.®® No presente
estudo, ndo houve correlacio significativa entre
os diferentes tipos de células sangiifneas e a
CCS durante os periodos de lactagao
considerados, isto provavelmente foi devido
ao manejo da ordenha e a auséncia de mastite,
avaliados durante a selegao dos animais, ¢ ao
baixo nimero de células somaticas.

Conclusoes

Nio foram encontradas correlacoes
significativas entre o cortisol plasmatico e a
maioria dos parametros hematol6gicos
avaliados. Os resultados indicam que os
animais do estudo estio sob condi¢oes de
saude e manejo satisfatorias, uma vez que
nao ha indicio de estresse clinico. A maior
concentracio de cortisol foi encontrada
durante a segunda semana de lactagdo. Além

Tabela 3 - Correlacoes entre o cortisol e as variaveis hematologicas em vacas leiteiras de alta producdo. Planalto
Central do Rio Grande do Sul (Brasil) - periodo entre 2003 e 2004

Cortisol HT HB LT NB NS EOS BAS MON LIN
Cortisol 1
HT 0,0171 1
Hb -0,024  0,741%* 1
LT 0,074 0,196%* 0,147 1
NB 0,034 0,031 -0,007 0,039 1
NS -0,092 0,089 0,056 0,453%% (,248%%* 1
EOS -0,109 0,068 0,155 0,118 -0,077 0,006 1
BAS 0,041 0,009 0,076 0,021 0,031 -0,027 0,087 1
MON 0,126 0,120 -0,128 0,391**  -0,032 0,221** -0,037 0,010 1
LIN -0,046  0,190* 0,136 0,913** 0,072 0,074 0,012 0,000 0,273%* 1

HT=hematocrito, Hb=hemoglobina, LT=Leucdcitos totais, NB=Neutrofilos em bastdo, NS=Neutrofilos segmentados, BAS=Basofilos.
MON=Mondcitos, LIN=linfdcitos. *correlagio significativa em nivel de p<0,05: **correlagio significativa em nivel de p<0.01
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disso, nao houve correlagao significativa
entre os valores hematologicos e a CCS do
leite. Os valores hematoldgicos obtidos neste
estudo podem ser usados como valores
de referéncia para bovinos de raca
Holandesa sob condi¢des de producio do

Sul do Brasil. O estudo de métodos de
auxilio diagnéstico para uma avaliagdao geral
do rebanho, como a determinacao de alguns
parametros hematolégicos, permite uma
oportuna ac¢ao sobre o manejo e saude dos
animais.

Hematological parameters and plasma cortisol levels in high-yielding dairy

cows in the South of Brazil

Abstract

Key words:
Hematology.

The metabolic adaptation is an important process to milk production
in high-yielding dairy cows. The physiology of hematological and
endocrinal changes during the postpartum period is complex and
many homeostatic responses are important to achieve the maximum
milk production. The hematological status is an useful diagnostic
tool to evaluate the general health and the immune system on different
stages of the productive cycle in dairy cows. The objective of this
study was to evaluate some hematological parameters in different
periods of the productive cycle of dairy cows and correlate them with
cortisol. Two hundred and ten multiparous dairy cows were selected
to this experiment. The animals were distributed by weeks: -3, -1 (60
and 15 days before calving), 2, 5, 8 and 11 (weeks postpartum). The
hematological parameters analyzed were PCV (packed cell volume),
hemoglobin concentration, total and differential count of WBC (white
blood cells). The stress during the periparturient period was evaluated
by cortisol levels analyzed by solid-phase radioimmunoassay method.
All the hematological and cortisol values were within the normal
range for the species. The highest values for cortisol were found
during the second week. Hematological changes associated to high
stress signs were not observed in the present study and this is probably
due to the satisfactory health state during the experiment period and
the adequate nutritional and management conditions.

Dairy cows.
Postpartum.
Cortisol.
Stress.
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