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RESUMO: O objetivo deste trabalho foi verificar a presenca de altera¢des leucocitarias indicativas de
estresse, secundarias a pratica de manejo e avaliacdo parasitolégica em ovinos. Foi realizado
acompanhamento clinico e laboratorial quinzenal de 17 ovelhas lanadas tipo carne, de setembro de
2009 a marco de 2010. As avaliacdes cllnlcas consistiram na mensuracdo do grau FAMACHA® e do
escore corporal (EC). O grau FAMACHA® foi atribuido pela comparac¢éo da coloragdo da conjuntiva
ocular dos ovinos com um cartdo padréo, enquanto o escore corporal foi definido em uma escala de
1 (muito magro) a 5 (muito gordo) através da palpacdo lombar. Também foi procedida
individualmente a coleta de uma amostra de fezes para determinacdo do numero de ovos de
helmintos por grama de fezes (OPG) e de uma amostra sangue total com EDTA para realizacdo do
leucograma. As médias de leucocitos totais, neutrdfilos, linfocitos e eosindéfilos declinaram
gradativamente no periodo de lactacdo das ovelhas. Apds o desmame dos cordeiros, foi observado
aumento na média destas mesmas variaveis. As médias de neutrdfilos, linfocitos e mondcitos
permaneceram dentro do valor de referéncia para espécie ovina. As médias de eosindfilos das
coletas de 12/01/2010 (1.813 + 1.310); 01/02/2010 (2.337 £ 2.195) e 03/03/2010 (1.229 + 563) foram
maiores que o valor superior de referéncia para espécie ovina. Apesar das alteragBes relatadas,
nenhum animal apresentou leucograma de estresse agudo, caracterizado por neutrofilia e linfocitose
durante as coletas realizadas, indicando que as préaticas de manejo utilizadas para acompanhamento
parasitario dos animais, além da prépria coleta de sangue realizada para realizacdo deste trabalho,
foram toleradas pelos animais.
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LEUKOCYTE COUNT AS AN INDICATOR OF STRESS DURING
PARASITOLOGICAL ASSESSMENT OF SHEEP (Ovis aries)

ABSTRACT: The aim of this study was to verify the presence of leukocyte changes indicative of
stress, secondary to the management for parasitological evaluation in sheep. Seventeen wooled beef
ewes were followed fortnightly by clinical and laboratory assessment from September of 2009 to
March of 2010. Cllnlcal evaluations consisted of FAMACHA® and body condition score (EC). The
degree FAMACHA® was obtained by the comparison of the colour of the conjunctiva membrane with
a standard card, while the body condition score was considered from 1 (very thin) to 5 (very fat) by
lumbar palpation. For laboratory evaluations, it was collected from each sheep, a stool sample to
determine fecal egg counts (FEC) and an EDTA blood sample to perform the leukogram. The mean
of total leukocytes, neutrophils, lymphocytes and eosinophils declined gradually during the lactation
period of sheep. After weaning, there was an increase in the average of these variables. The
averages of neutrophils, lymphocytes and monocytes remained within the reference value for sheep.
The average of eosinophils counts on 01/12"/2010 (1813 + 1310); 02/01°/2010 (2337 + 2195); and
03/03"/2010 (1229 + 563) were higher than the higher value of reference to sheep. Despite the
changes reported, no single animal showed signs of acute stress, characterized by neutrophilia and
lymphocytosis, indicating that the management practices used to monitor gastrointestinal parasites
and the blood collection performed for this study were all well tolerated by the animals.
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INTRODUCAO

A verminose € o principal problema
sanitario da criacdo de ovinos,
causando reducao da produtividade do
rebanho, morbidade e mortalidade de
animais. Existem vérias espécies de
helmintos gastrintestinais, porém, em
regides com clima tropical e subtropical,

duas espécies sdo predominantes:
Haemonchus contortus e
Trichostrongylus colubriformis

(Amarante et al.,, 2004; Rocha et al.,
2008), sendo a primeira a espécie
parasita mais patogénica, por ser
hematofago e consequentemente
causador de anemia (Sequeira e
Amarante, 2002).

Normalmente, cordeiros e ovelhas
em fase de periparto e lactacao
encontram-se mais susceptiveis a
verminose. O fenbmeno do periparto é
caracterizado pela diminuicdo da
resisténcia as infeccbes por
nematdédeos gastrintestinais, 0 que
provoca aumento no numero de ovos
eliminados nas fezes (Amarante et al.,
1992; Amarante, 2005).

Com objetivo de controlar a
verminose, a administracdo de anti-
helminticos €é a principal medida
adotada (Sotomaior, 1997), no entanto,
essa pratica de controle tém sido
ineficaz devido ao surgimento de
populacdes de nematddeos resistentes
(Amarante, 2001). Uma forma de
diminuir o uso de anti-helminticos € o
tratamento seletivo, que seleciona
somente 0s animais que necessitam ser
desverminados. O método FAMACHA®
por exemplo, consegue identificar de
forma répida, eficiente e praticamente
sem custo, em propriedades onde o
Haemonchus contortus é o principal
parasito presente, quais sdo 0s animais
que se apresentam anémicos e
realmente  precisam ser tratados
(Sotomaior et al., 2009). Esse método
consiste em avaliar a coloragdao da
conjuntiva ocular unilateral de cada um

dos animais do rebanho comparando-a
com um modelo de referéncia
apresentado na cartela modelo do
método, sendo que cada cor quantifica
um grau de anemia, numa escala de
vermelho intenso (grau 1 e hematdcrito
> 27%) a palido quase branco (grau 5 e
hematocrito < 13%).

O escore corporal € uma medida
das reservas corporais cuja mensuracao
€ realizada por palpacdo lombar, e
corresponde a uma escala de 1 (muito
magro) a cinco (muito gordo) (S& e Otto
de S4&, 2001). No caso de infeccbes
mistas por nematddeos gastrintestinais,

sinais clinicos como diarréia,
emagrecimento continuo e edema
submandibular sdo frequentemente

observados. Portanto, a avaliagdo do
escore corporal dos animais, pode ser
um indicador de tratamento seletivo.

Exame de fezes em ovinos para
determinacdo da presenca e da
guantidade relativa de parasitas
nematoides infestando um animal ou
rebanho € de grande importancia para
controle da verminose e também pode
ser usado como método de tratamento
seletivo (Pugh, 2005; Sotomaior et al.,
2009).

No entanto para a coleta de fezes
e avaliacdo dos ovinos, € necessario
conté-los e manipula-los. Procedimentos
de captura e manejo, podem ser
estressantes aos animais (Sevi et al.,
2001). Além dos niveis de cortisol, o
leucograma também é influenciado pelo
estresse (Jain, 1993). Em uma situacao
de estresse, inicialmente  ocorre
liberacdo dos hormoénios adrenalina e

noradrenalina, e posteriormente
glicocorticoides. Esses  hormonios
podem causar alteracoes no

leucograma como, neutrofilia, linfocitose
e eosinopenia (catecolaminas) ou
neutrofilia, linfopenia e eosinopenia
(corticosterdides) (Jain, 1993; Tornquist
e Rigas, 2010).

O presente trabalho tem como
objetivo, avaliar se as praticas de
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manejo e avaliacbes parasitoldgicas
realizadas em ovinos, como contencao,
manipulagdo, avaliagdo do grau
FAMACHA®, escore corporal e coleta de
fezes, provocam  alteragbes no
leucograma indicativas de estresse.

MATERIAL E METODOS

ANIMAIS

Foram selecionadas 17 ovelhas
mesticas tipo carne, com diversos graus
de sangue Texel, pertencentes ao
rebanho da PUCPR - Campus Toledo.
As fémeas com idade entre um e trés
anos, permaneceram em periodo de
lactacdo de setembro a dezembro de
2009. Estes animais costumam ser
monitorados quinzenalmente por
avaliacdes clinicas e laboratoriais para
controle de verminose gastrintestinal,
conforme rotina de manejo sanitéario,
sempre no mesmo horario. Para este
trabalho, foram consideradas as
avaliacbes de setembro de 2009 a
marco de 2010, totalizando doze
coletas.

Os ovinos foram mantidos em uma
pastagem de tifton durante o dia,
estando sujeitos a infeccdo natural por
helmintos. A noite e durante as coletas
0s animais eram recolhidos para uma
instalacdo coberta e com piso
pavimentado, mais area de solario.
Durante a lactacdo, as fémeas
receberam suplementacéo de silagem e
concentrado pela manha e noite. Agua e
sal mineral foram disponibilizados a
vontade durante todo o experimento.
COLETA DE AMOSTRAS E
AVALIACAO CLINICA

Para avaliagdo individual, os
ovinos foram recolhidos do pasto para o
local de coleta e contidos
mecanicamente, por um auxiliar, para
coleta de uma amostra de fezes e de
sangue. As fezes foram obtidas
diretamente da ampola retal com o
auxilio de saco plastico; as amostras
foram identificadas armazenadas em

(Ovis aries)

local com gelo e levadas até o
laboratorio de Parasitologia Animal da
PUCPR - Campus Toledo. As amostras
de sangue necessarias para realizacao
do experimento foram coletadas por
puncdo da veia jugular externa, em
tubos a vacuo contendo EDTA como
anticoagulante, armazenadas em local
contendo gelo e encaminhadas ao
laboratorio clinico do Hospital
Veterinario da PUCPR - Campus
Toledo.

Foram avaliados clinicamente o
grau FAMACHA® (GF) e escore
corporal(EC). Para a avaliacdo do grau
FAMACHA® (GF), é necessario expor a
mucosa ocular do animal, dessa forma a
palpebra superior foi pressionada
levemente com o dedo polegar direito e
a palpebra inferior foi deslocada
ventralmente com o polegar esquerdo
para verificar a coloracdo da mucosa
ocular e compara-la com as cores do
cartdo FAMACHA®. O cartdo possui
cinco cores baseadas na coloracdo da
conjuntiva  ocular de  pequenos
ruminantes e essas estado
correlacionadas com cinco intervalos de
anemia indicados pelo hematdcrito,
sendo o grau 1 com a coloragao
vermelho robusto e hematdcrito >27% e
0 grau 5 correspondente a coloracao
pélida e hematdcrito < 13% (Bath et al.,
2001).

Para determinacdo do escore
corporal (EC) o animal foi palpado na
regido  lombar, anotando-se  0s
resultados de acordo com a escala que
varia de 1 correspondente a muito
magro a cinco sendo esse muito gordo
(S4; Otto de S4a, 2001).

EXAMES PARASITOLOGICOS

O numero de ovos de helmintos
por grama de fezes (OPG) foi
determinado pelo método de Gordon e
Whitlock (1939), sensivel para 100
OPG. Para identificar os géneros de
parasitos estrongilideos mais
prevalentes, foi realizada a coprocultura.
Apés sete dias de incubacdo a
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temperatura ambiente, as larvas de
terceiro estadio (L3) foram obtidas pelo
método de Roberts e O’Sullivan (1950),
visualizadas em microscopio Optico e
identificadas  conforme a  chave
morfométrica de Van Wyk et al. (2004).
LEUCOGRAMA

O leucograma foi realizado
segundo o0s métodos descritos por
Lopes et al. (2007). Para determinacgao
do total de leucdcitos de cada amostra,
20 pL de sangue homogeneizado foi
diluido em 0,4 mL de liquido de Turk e
realizada contagem em camara de
Newbauer. O exame diferencial de
leucdcitos foi realizado pela contagem
de 100 células em esfregaco sanguineo
corado pelo pandtipo rapido.
ANALISE ESTATISTICA

A fim de verificar se o manejo,
avaliagdo clinica, coleta de fezes e de
sangue foi capaz de provocar alteracées
no leucograma indicativas de estresse,
foram consideradas as seguintes
variaveis obtidas de cada animal nas
doze coletas realizadas: numero de
leucdcitos totais, neutrofilos, linfécitos,
eosindfilos e mondcitos. A andlise
descritiva dos dados foi realizada
utilizando-se o0 software estatistico
Bioestat® versdo 3.0 e os resultados
foram comparados com o valor de
referéncia para a espécie ovina (Jain
1993).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante o periodo de 08/09/2009 a
17/12/2009, as ovelhas estavam em
lactacdo, com suas crias ao pé. Neste
periodo foi evidente um aumento
gradual nas médias de niumero de ovos
de helmintos por grama de fezes (OPG),
sendo as meédias mais elevadas
encontradas nas coletas de 08/09/2009
(1.819), 25/09/2009 (1.933), 08/10/2009
(5.732), 03/11/2009 (971), 19/11/2009
(1.321) e 17/12/2009 (1.765). As
coproculturas revelaram que, o género
Haemonchus foi predominante, com

80% das larvas identificadas. O género
Haemonchus é um parasita hematéfago
encontrado em regides quentes e
chuvosas (Urquhart et al., 1998;
O’Connor et al.,, 2006) e comumente
encontrados em ovinos (Sotomaior et
al., 2009).

A debilidade e susceptibilidade das
ovelhas ao parasitismo gastrintestinal
pode ter ocorrido devido ao “Fenédmeno
Periparto” que € a diminuicdo da
resisténcia do animal ao parasita,
resultando em um aumento na
guantidade de ovos eliminados
juntamente com as fezes do hospedeiro
no periodo que antecede o parto e se
prolonga até o final da lactagdo
(Amarante et al., 1992; Ciarlini et al.,
2002; Sotomaior et al., 2009).

Figura 1- Média e desvio padrdo de leucdcitos totais por pL de sangue em ovelhas
adultas da PUCPR Campus Toledo, de setembro de 2009 a marco de 2010,
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Mote: Valores de referéncia para espécie ovina entre 4,000 8 12000 pL leucécites (Jain,1823).

No geral, as médias de leucécitos
totais foram mais baixas no periodo de
outubro a dezembro (Figura 1). Mas
apenas na coleta 03/11/2010 o valor foi
menor do que o limite inferior da
referéncia para espécie ovina (3.937 +
1.137), ndo sendo essa alteragcdo
indicadora de estresse de acordo com a
literatura (Jain, 1993; Tornquist e Rigas,
2010). Devido a liberacdo de adrenalina
(estresse agudo), seria esperada uma
leucocitose  fisiolégica  devido a
mobilizagcdo de neutrofilos maduros e/ou
linfécitos do pool marginal para o pool
circulante, caracterizando uma
neutrofilia e/ou linfocitose transitoria,
enquanto os corticosteréides produzem
leucocitose por neutrofilia, linfopenia e
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eosinopenia (Jain, 1993; Lopes et al.,
2007; Tornquist e Rigas, 2010).

Tabela 1- Mumero de animais de cada coleta que apresentaram valores de
leucdcitos totais e diferencial de leucicitos acima ou abaio dos valores
normais de referéncia para espécie ovina segundo Jain (1993)".
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Mots: " Valores de referéncia para espécie ovina: Leucocitos totais - 4.000 - 12.000/ pL; Meutrdfilos —
700 - 8.000 pL; Eosindfiles — 0- 1.000/ pL; Linfécites — 2000 - 2000V pL; Mondcitos —0 — 70O/ pl;
Basdfiles — 0— 200/ pL {J=in, 1893)

Figura 2- Média e desvio padrdo de neutrdfilos por pL de sangue em ovelhas
adultas da PUCPR Campus Toledo, de setembro de 2009 a marco de 2010.
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MNota: Valores de referéncis para es pécie ovina entre 700 2 8000 pL neutrSfiles (Jain, 1893).

Figura 3- Média e desvio padrio de linfdcitos por pL de sangue em ovelhas adultas
da PUCPR Campus Toledo, de setembro de 2009 a margo de 2010.
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MNota: Valores de referéncia para es pécie ovina entre 2.000 8 2.000 pL linfacites {Jain, 1993).

A diminuicdo nos valores médios
de leucécitos totais foi gradual até o
desmame dos cordeiros, em dezembro.
Ap6s o desmame, houve gradualmente
um aumento na meédia desta variavel.
Foi verificada a presenca de animais
com leucopenia durante o periodo de
25/09/2009 a 17/12/09, variando em
cada coleta, de um a dez animais
(Tabela 1). De acordo com Lopes et al.
(2007), esse achado pode ter ocorrido
por neutropenia e linfopenia, ja que
nesse mesmo periodo foi evidente a

(Ovis aries)

diminuicdo gradual da média de
neutréfilos (Figura 2) e de linfécitos
(Figura 3), além do registro de alguns
animais com neutropenia (variando em
um ou trés animais por coleta) e
linfopenia (variando de um a oito
animais por coleta) (Tabela 1). Ambos
os achados podem ser relacionados a
Imunodepressao lactacional.

Varios fatores tém sido descritos
em animais como causadores da
imunossupressao durante o periodo de
periparto, dos quais 0s hormonios
glicocorticéides, adrenocorticotréficos e
a prolactina sdo citados como
causadores da supressao da reatividade
dos linfécitos (Amarante et al., 1992;
Amarante e Barbosa, 1995; Ciarlini et
al.,, 2002; Fernandes et al., 2004 e
Rocha et al., 2004). Esse periodo em
gue a parasitose foi mais evidente pode
ter influenciado para o quadro de
imunodepressdo dos animais. Silva et
al. (2002) obteve em seu trabalho
linfopenia em caprinos de raga leiteiras,
com mais de um ano de idade que
apresentavam haemoncose. A
neutropenia pode ter sido causada pelo
aumento da demanda de neutroéfilos
maduros sem liberacdo compensatéria
da medula Ossea. Isto pode acontecer
no inicio de infeccbes agudas, ou em
um quadro crénico, que a medula 6ssea
ja esta exaurida (Kerr, 2003; Lopes et
al., 2007).

As meédias do numero de
neutréfilos (figura 2) e linfécitos
circulantes (figura 3) encontrados no
presente trabalho estdo dentro do valor
de referéncia para espécie ovina, nao
caracterizando um quadro de estresse
(Jain, 1993) em nenhuma das coletas
realizadas.

Meyer et al. (1995) e Keer (2003)
descrevem que em um estado de
estresse agudo (liberagéo de
adrenalina) ocorre desvio de células do
compartimento  marginal para o
circulante, e durante a resposta aguda
ao corticosterdide, ha diminuicdo da
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migracao para fora do vaso sanguineo e
aumento da mobilizacao do
compartimento da medula éssea, ambas
caracterizando um  aumento de
neutréfilos nos vasos sanguineos
(neutrofilia). Um quadro de linfocitose
pode ocorrer por liberacdo de adrenalina
(Jain, 1993; Tornquist e Rigas, 2010) ja
a resposta ao estresse mediada por

corticoides induz a diminuicdo de
linfécitos  circulantes  (linfopenia) e
consequente imunodepressdo, pela

inibicdo da mitose linfocitaria, lise de
linfécitos circulantes (Lopes et al., 2007)
e alteracdo na recirculagdo linfatica
(Meyer et al., 1995; Lopes et al., 2007).

Figura 4- Média e desvio padrio de eosindfilos por pL de sangue em ovelhas
adultas da PUCPR Campus Toledo, de setembro de 2009 a margo de 2010.
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Mota: Valores de referéncia para es pécie ovina entre 0 3 1,000 pL ecsindfiles (Jain, 1993).

Segundo Kerr (2003) os hormonios
adrenais (catecolaminas e
corticosteréides) causam eosinopenia,
sendo esse um achado comum em
pacientes estressados. A eosinopenia
pode estar associada principalmente a
inibicdo da saida destas células da
medula &ssea (Meyer et al.,, 1995),
devido a interferéncia com o efeito
quimiotatico da histamina nos
eosinofilos (Lopes et al., 2007). As
médias de eosinofilos estdo
apresentadas na figura 4. De setembro
a dezembro as médias se apresentaram
dentro do valor de referéncia para
espécie ovina, havendo, apds esse
periodo, de janeiro a mar¢go um aumento
das médias. Trés médias, (1.813 =
1.310) coleta 12/01/2010, (2.337 =
2.195) coleta 01/02/2010 e (1.229 +
563) coleta 03/03/2010 apresentaram
valores superiores ao valor absoluto de

referéncia para espécie ovina (Jain,
1993), nao representando dados
indicativos de estresse. E importante
evidenciar que a espécie ovina
apresenta valor de referéncia entre 0 e
1.000 eosinofilos/uL (Jain, 1993), nao
sendo possiveis achados de
eosinopenia nessa espécie.

Foi evidente no periodo de
12/01/2010 a 03/03/2010 a presenca de
um nuamero maior de animais com
eosinofilia, variando de cinco a onze
individuos por coleta (Tabela 1). Isto
pode ser justificada pelo término do
periodo de lactacdo e consequente
aumento da imunidade nos animais
(Tizard, 2002) e pela fungao parasiticida
dos eosindfilos, que produzem enzimas
toxicas a cuticula dos helmintos (Jain,
1993). O periodo relatado coincide com
a estacao de verdo, época que, devido
as altas temperaturas e aumento da
umidade, se torna favoravel para o
desenvolvimento de nematdédeos em
estagio de larvas infectantes (Sequeira
e Amarante, 2002). Com o aumento
dessas larvas na pastagem, 0s animais
estavam sujeitos a maior taxa de
parasitismo. Buddle et al. (1992),
observaram um aumento de eosindfilos
marcante no sangue periférico de
pequenos ruminantes
experimentalmente  infectados com
Trichostrongylus colubriformis
acompanhado pela diminuicdo das
contagens do OPG, demonstrando
assim, a importancia destas células de
defesa no que se refere a infeccéo
parasitaria.

Figura 5 Média e desvio padrio de monddtos por pL de sangue em ovehas
adultas da PUCPR Campus Teledo, de setembro de 2009 a marco de 2010.
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Os valores médios de mondcitos
em todas as coletas estdo dentro do
valor de referéncia para espécie ovina
(figura 5). A monocitose pode ser
mediada por corticosterdides, porém
esse achado ndo é previsivel para
ovinos em resposta ao estresse (Meyer
et al., 1995).

Nas quatro Ultimas coletas
(12/01/2010; 01/02/2010; 23/02/2010 e
03/03/2010) e apdés desmame dos
cordeiros alguns animais apresentaram
leucocitose, variando de um a trés
animais em cada coleta, e eosinofilia,
variando entre cinco a onze animais por
coleta. A neutrofilia ocorreu em apenas
dois animais sendo um na coleta
08/09/2009 e outro em 03/03/2010
(Tabela 1).

Em nenhuma das coletas foi
constatada alteracdes relacionadas aos
basdfilos (Tabela 1). Estas células séo
consideradas achados raros e néao
fazem parte das alteracdes relacionas
ao leucograma de estresse (Jain, 1993).

Apesar das alteracbes relatadas
neste  trabalho, nenhum  animal
apresentou leucograma de estresse
agudo, caracterizado por neutrofilia e

linfocitose, durante as coletas
realizadas. Isso indica que as praticas
de manejo utilizadas para
acompanhamento parasitario dos

animais, que incluiram a contengéo
manual, avaliacdo da conjuntiva ocular
pelo método FAMACHA® e do escore
corporal, coleta de fezes, além da
propria coleta de sangue realizada para
realizacdo deste trabalho, foram bem
toleradas pelos animais.

CONCLUSAO

De acordo com o0s resultados
obtidos e nas condicbes em que foi
realizado este experimento, conclui-se
gue o leucograma realizado nos ovinos
nao apresentou alteragbes indicativas
de estresse para 0s animais durante as
praticas de manejo e avaliacao

(Ovis aries)

parasitolégicas realizadas
guinzenalmente nos ovinos
pertencentes & PUCPR Campus Toledo.
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