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RESUMO

Avaliou-se a celularidade do colostro de 53 vacas da raca Holandesa, utilizando-se 171 amostras, colhidas
apos a primeira e a segunda ordenha pds-parto. Para a analise citolégica quantitativa e qualitativa, foram
utilizadas as técnicas de microscopia direta e citocentrifugacdo. O total de leucécitos obtido por contagem
microscopica direta foi de 0,878x10° e 1,260x10°, antes da primeira e da segunda ordenha,
respectivamente, e os valores da mediana dos fagécitos obtidos antes da primeira e da segunda ordenha
foram de 0,657 e 0,828x10° leucécitos mononucleares, e 0,178 e 0,392x10° leucdcitos polimorfonucleares
(P<0,0001). Os valores da mediana dos tipos leucocitarios, antes da primeira e da segunda ordenha,
foram: 0,640x10° e 0,772 mondcitos/células epiteliais; 0,136x10° e 0,098 linfdcitos; 0,045x10° e
0,203x10° neutréfilos, respectivamente. Concluiu-se que o colostro bovino da segunda ordenha
apresentou aumento da quantidade de células somaticas e leucécitos polimorfonucleares/mL de colostro.
Essas variagcdes podem estar relacionadas a importancia do colostro aos neonatos, ou a modificacdes
fisiologicas e de defesa da glandula mamaéria, durante o periodo de adaptacéao dela.
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ABSTRACT

Colostrum cellularity was studied in 53 Holstein cows using 171 samples, collected before the first and
second postpartum milking. Direct microscopic counts and cytocentrifugation were used in the
quantitative and qualitative cytological analyses. The total number of leukocytes obtained by means of
direct microscopic count was equal to 0.878 x 10° and 1,260 x 10°, before the first and second milking,
respectively. The median of phagocyte counts before the first and second milking were, respectively,0.657
and 0.828 x 10° mononuclear leukocytes, and 0.178 and 0.392 x 10° polymorphonuclear leukocytes
(P<0.0001). The median of leukocyte counts, before the first and second milking were, respectively, 0.640
x 10° and 0.772 monocytes/epithelial cells; 0.136 x 10° and 0.098 lymphocytes; 0.045 x 10° and 0.203 x
10° neutrophils. It was concluded that bovine colostrum of the second milking showed an increase in the
number of somatic cells and polymorphonuclear leukocytes and polymorphonuclear leukocytes/mL. This
variation may be either related to the importance of colostrum to neonates, or to physiological and
defense changes that occur in the mammary gland during immediate after postpartum.
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INTRODUCAO bezerros neonatos, apds a ingestdo desse

alimento (Barrington e Parish, 2001; Tizard,

As células do colostro bovino sdo importantes 2002). Além disso, alteragBes no nimero dessas
para a defesa da glandula mamaria (Paape et al., células podem indicar uma condicdo fisiolégica
2003) e para a resposta imunoldgica sistémica de (Schalm e Lasmanis, 1968) ou inflamatéria da
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glandula mamaria (Schalm et al.,, 1971). No
inicio e no final da lactacdo, ocorre aumento da
celularidade do leite devido a maior liberagdo
celular associada a menor producdo de leite
(Schalm et al., 1971; Schultz, 1977; Dahoo e
Meek, 1982).

McDonald e Anderson (1981), ao estudarem a
contagem de células somaticas na secrecédo lactea
de trés vacas da raca Holandesa durante o
periodo seco, encontraram valor médio de
células correspondente a 2,5x10° células
somaticas/mL de colostro, no 25° dia antes do
parto, que diminuiu até atingir o valor médio de
0,6x10° células somaticas/mL, logo ap6s o parto.
Jensen e Eberhart (1981) estudaram a secrecdo
lactea proveniente de 52 quartos mamarios,
durante o inicio do periodo seco até o periodo
pos-parto. Estes autores encontraram média
geométrica de 0,36x10° células sométicas/mL no
dltimo dia de lactacdo das vacas; 18,0x10°
células somaticas/mL apo6s sete dias do inicio da
secagem, que diminuiu para 0,28x10° células
somaticas/mL, seis dias do parto apds o parto.

Poucos autores analisaram a contagem
diferencial de leucécitos da secrecdo lactea de
vacas pela técnica de citocentrifugacdo. Lee et
al. (1980), Jensen e Eberhart (1981) e Ostensson
(1993) justificaram a importancia do exame
diferencial das células do leite de bovinos na
interpretacdo da condicdo inflamatoria, pois a
presenca ou o predominio de uma determinada
célula representaria a necessidade especifica da
funcéo celular por ela exercida. No colostro essa
importdncia é aumentada pela crescente
manifestacdo de mamite no periodo colostral e
inicio da lactagdo (Mc Donald e Anderson,
1981). Ostensson (1993) determinou as possiveis
variacBes que pudessem ocorrer durante a
lactacdo, nas diferentes fases dessa ou entre as
ordenhas.

Em bovinos, todos os tipos de células envolvidas
na resposta imune estdo presentes na glandula
mamaria nos diferentes estadios de gestagdo. No
inicio da gestacdo, tem-se um aumento nos
nameros de células epiteliais, linfocitos T e
macro6fagos; logo apds, observa-se aumento nos
nimeros de linfécitos B  secretores de
imunoglobulinas de classe A, porém pouco se
sabe sobre a atividade funcional dessas células
(Salmon, 1999).
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Classicamente, Schalm et al. (1971) descreveram
na secrecdo lactea de vacas a presenca de dois
grupos de células epiteliais (vacuolizadas e nédo
vacuolizadas), neutréfilos, eosindéfilos, linfdcitos,
mondcitos, grande célula escamosa, além da
presenca de debris de células epiteliais, nlcleos
livres e corplasculos de colostro, também
denominados de corplsculos de Niessen; esses
Gltimos, apenas na fase colostral da secregéo
lactea. Tais autores, ao copilarem a literatura da
época, consideraram as células epiteliais como
predominantes no leite normal. As células
nucleadas mais abundantes no colostro de vacas
higidas sdo macréfagos, que atuam na fagocitose
de bactérias e fungos e interagem com linfdcitos
através de citocinas produzidas por eles (Smith e
Goldman, 1968).

McDonald e Anderson (1981) afirmaram que, na
secrecdo lactea de vacas Holandesas, nos Gltimos
25 dias do periodo seco, hd predominio de
macrdfagos e linfocitos. Cinco dias antes do
parto, observaram diminuicdo na quantidade de
linfocitos e, logo apds o parto, verificaram que
todas as células da secre¢do eram macrdfagos, e
que os neutréfilos polimorfonucleares estavam
em pequeno ndmero ou ausentes em todas as
secrecdes avaliadas. A quantidade de linfocitos
observada foi inferior a 0,05x10° linfécitos/mL
de colostro durante os oito primeiros dias de
lactacdo. A quantidade excessiva de macréfagos
presentes no colostro foi justificada pela
migracdo dessas células através do tecido
conectivo da glandula mamaéria para a secrecdo
lactea. Além disso, afirmaram que a pequena
quantidade de neutrofilos na secregdo lactea
durante o periodo seco e inicio da lactagdo
poderia ser a justificativa para a susceptibilidade
da glandula mamaria durante esse periodo.

Jensen e Eberhart (1981) verificaram predominio
de macréfagos na secre¢do lactea durante o
periodo seco e inicio da lactacdo. Inicialmente
encontraram maior propor¢do de neutrofilos no
inicio do periodo seco, que diminuiu com o
avancar do periodo de secagem e inicio da
lactacdo subsequente. No entanto, a quantidade
de linfocitos aumentou durante o periodo de
secagem e inicio da proxima lactaco.
Verificaram, ainda, maior nimero de leucdcitos,
pelo aumento na quantidade de neutrofilos,
macrofagos e linfécitos na secregdo lactea de
vacas com infecgdo intramamaria.
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Dulin et al. (1982) observaram predominio de
polimorfonucleares neutréfilos no leite de vacas,
seguido de macrofagos, linfocitos e mondcitos.
Miller et al. (1991) avaliaram a secrecdo
colostral de vacas primiparas e observaram
valores médios relativos de 39,4; 16,5; 33,0; e
10,8%, respectivamente, de  neutrofilos,
linfocitos, macréfagos e células epiteliais, na
segunda semana pds-parto.

Devido a importancia das células do colostro
bovino para a defesa da glandula maméria e a
resposta imunoldgica sistémica de bezerros
neonatos, o objetivo da presente pesquisa foi
avaliar a contagem total e diferencial das células
do colostro de vacas da raca Holandesa, assim
como verificar a influéncia do nUmero de
ordenha poOs-parto na secre¢do lactea desses
animais.

MATERIAL E METODOS

Foram estudados dois grupos de fémeas bovinas
da raca Holandesa pertencentes a quatro
propriedades leiteiras localizadas no estado de
S8o Paulo. As vacas foram transferidas e
colocadas em piquete maternidade entre o0 245° e
250° dias de gestacdo. Imediatamente apds o
parto, foram separadas dos neonatos e
encaminhadas para a sala de ordenha, onde foi
realizada a colheita das amostras. Os neonatos
ndo foram amamentados pelas maes.

Os animais foram distribuidos em dois grupos
experimentais. O primeiro grupo foi constituido
de vacas com menos de seis horas p6s-parto, e 0
segundo por vacas entre seis e 12 horas pos-
parto. Ap6s a comunicacdo do parto, realizavam-
se as colheitas, de acordo com o horério em que
a equipe chegava a propriedade. As amostras
foram catalogadas segundo os grupos descritos.
Dessa forma, obtiveram-se 212 amostras de
colostro, provenientes de 53 vacas. Como as
amostras positivas ao exame microbiolégico
foram descartadas, restaram 171 amostras de
leite, provenientes das 53 vacas.

Para colher as amostras de colostro, procediam-
se a limpeza e a desinfecgdo dos tetos, com uso
de agua e hipoclorito, secagem com papel toalha
individual e desinfeccdo dos orificios dos tetos
com etanol a 70%. A primeira aliquota de
colostro foi colhida em tubos Falcon estéreis
com capacidade de 50mL, no qual foram
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adicionados 20mL de colostro puro, para a
realizacdo das andlises citoldgicas. A segunda foi
colhida em tubos de vidro estéreis com
capacidade de 5mL para a realizacdo do exame
bacterioldgico.

As amostras transportadas sob refrigeracdo ao
laboratério, a aproximadamente 4°C, foram
acondicionadas em caixa de material isotérmico,
imersas em gelo triturado. No laboratério, a
primeira aliquota foi dividida e disposta em dois
frascos, dentro da capela de esterilizacdo, em
condicBes de assepsia: 1mL de colostro em
frasco de vidro com capacidade de 5mL,
acrescido de 1mL de solucdo de tampdo fosfato
(PBS), utilizados na andlise citologica
quantitativa da secrecdo lactea; e 1mL de
colostro em tubos Falcon com capacidade de
50mL, acrescido de 49mL de PBS, para analise
citologica qualitativa.

O colostro foi diluido na proporcédo de 1:1 em
PBS em tubos de vidro com capacidade de 5mL
e, posteriormente, distribuido em uma area de
1cm? em lamina de vidro para microscopia,
previamente limpa e desengordurada. Apds 24
horas de secagem em temperatura ambiente, a
lamina foi imersa em metanol por 15 minutos
para fixagdo e, a seguir, corada pela técnica de
Rosenfeld (Della Libera et al., 2004). Para a
avaliagdo do nimero de células, foram contados
100 campos microscépicos, utilizando-se
microscopio 6ptico comum com objetiva de
imersdo com aumento de 1000X. O resultado da
contagem de cada amostra foi multiplicado pelo
fator do microscépio e por dois em funcdo da
diluigdo inicial da amostra, obtendo-se o valor do
ndmero de células/mL de colostro. Durante a
contagem, os fagécitos foram diferenciados em
mononucleares e polimorfonucleares.

Para a andlise citoldgica qualitativa do colostro,
foi realizada contagem diferencial pela técnica da
citocentrifugacdo (Della Libera et al., 2004). Foi
adicionado 1mL de colostro em um frasco
Falcon contendo 49mL de PBS. As células
foram separadas por centrifugagdo com forca
centrifuga relativa (FCR) igual a 1500rpm,
durante 10 minutos sob refrigeracdo a 4°C. A
centrifugacdo permitiu a separagdo do colostro
em trés fases nitidas: o “botdo” celular, uma
porcéo fluida intermedidria (sobrenadante) e uma
camada de gordura. A camada de gordura e o
sobrenadante foram desprezados. Dessa forma,
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restou apenas o botdo de células decantado no
fundo do frasco. Subsequentemente, esse botdo
foi desprendido do frasco por asperséo, por meio
da aplicacdo de fracos jatos de PBS, sendo,
entdo, homogeneizado, completando-se o0 volume
com PBS refrigerado (refazendo o volume
primitivo de 50mL). A suspensédo foi novamente
centrifugada, nas condicdes ja& mencionadas, com
0 sobrenadante desprezado e o botdo de células
ressuspendido em 1mL de meio enriquecido
RPMI 1640, para melhorar as condi¢fes de
preservacao.

Aliquotas de 200uL da suspensdo celular
do colostro, preparadas como  descrito
anteriormente, foram submetidas a
citocentrifugacdo a uma forga centrifuga relativa
(FCR) de 20G durante seis minutos. Os
esfregacos de colostro foram corados pelo
método de Rosenfeld (1947) e examinados
em microscopia de campo claro, com aumento
de 1000X. Observaram-se 0s  tipos
celulares predominantes, linfocitos, mondcitos,
neutrofilos, eosinofilos e basdfilos, e realizou-se
a contagem diferencial das células do colostro
bovino. Os resultados para os diferentes tipos
celulares foram expressos em valores relativos
(%).

Os resultados obtidos segundo as varidveis
estudadas foram submetidos ao teste de
normalidade de Kolmogorov-Smirnov. Os
valores da contagem total de leucdcitos e os
valores absolutos dos tipos leucocitarios
apresentaram distribuicdo ndo paramétrica, sendo
calculadas as medianas de cada pardmetro
avaliado, e a significancia das diferengas obtida
por meio do teste de Kruskal-Wallis (Sampaio,

1998). Os valores relativos (%) da contagem
diferencial de  leucdcitos  apresentaram
distribuicdo paramétrica, foram submetidos a
analise de variancia, e a significancia das
diferencas obtida por meio do teste de Fisher
(Sampaio, 1998). As analises estatisticas foram
processadas com o auxilio do programa
estatistico computadorizado (Minitab, 2000).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 212 amostras de colostro colhidas, 41
(19,3%) foram positivas ao exame
bacteriolégico, e 171 (80,7%) negativas. As
amostras positivas ao exame bacteriolégico
foram excluidas da presente pesquisa, conforme
critério descrito no Material e Métodos.

Foram encontradas alteragdes precoces na
celularidade do colostro de vacas higidas da raca
Holandesa, quando se compararam a primeira e a
segunda ordenha, pois o intervalo de tempo entre
as ordenhas ndo ultrapassou seis horas, e todas as
amostras foram colhidas antes das primeiras 12
horas pos-parto.

A mediana do total de leucocitos do colostro,
obtida por contagem pela técnica de microscopia
direta, antes da primeira e da segunda ordenha,
esta na Tab. 1. Estes valores foram mais elevados
que os observados por Mc Donald e Anderson
(1981), Jensen e Eberhart (1981). Provavelmente
essas divergéncias sdo decorrentes dos diferentes
manejos sanitarios praticados nos rebanhos
estudados, ou do momento da colheita das
amostras pos-parto.

Tabela 1. Mediana dos valores absolutos dos leucécitos (x10° células/mL), conforme o momento da

ordenha poés-parto

Ordenha Mononucleares Polimorfonucleares Leucdcitos totais
(x 10% (x 10% (x 10°
Primeira 0,657A 0,178B 0,878B
Segunda 0,828A 0,392A 1,260?
Significancia P>0,09 P<0,0001 P<0,002

Valores seguidos por letras distintas na mesma coluna indicam diferencas estatisticas entre eles (Kruskal-Wallis).

Os valores da mediana dos fagocitos obtidos
antes da primeira e da segunda ordenha estdo na
Tab. 1. Observou-se diferenca na contagem de
células polimorfonucleares (PMN), isto &,
contagem mais alta na segunda ordenha; o
mesmo fato foi observado na contagem
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total de leucécitos (P<0,0001 e P<0,002,
respectivamente), em decorréncia do aumento de
PMN. Na contagem de células mononucleares
(MN) nédo ocorreu diferenca entre as ordenhas
(P>0,09).
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Este aspecto aparentemente fisiol6gico, aponta
para objetivos diferenciados, considerando-se 0s
dois momentos analisados, pois os fatores
imunoldgicos do colostro antes da primeira
ordenha visam particularmente a imunidade
neonatal e, em seguida, a imunidade da glandula
mamaria materna (Paape et al., 2003). Acredita-
se que o quadro diferencial dos leucécitos do
colostro reflete a necessidade especifica da
funcdo celular exercida pelos leucécitos
predominantes (Ostensson, 1993).

Utilizando-se a contagem diferencial dos
leucécitos do colostro em l&minas obtidas por
citocentrifugacdo, foi possivel estabelecer a
proporc¢do dos diferentes tipos de leucdcitos, que
pode estar alterada de acordo com estimulos
fisioldgicos, como a fase da lactagdo. Na
literatura consultada, poucos trabalhos estudaram
a citologia do colostro bovino. Todos os tipos de
leucécitos foram observados no colostro bovino,
com excecdo dos basofilos. Por meio da analise
microscépica dos esfregagos lacteos obtidos por
citocentrifugacdo, também foram encontrados
debris celulares e corpusculos de colostro,
denominados por Schalm et al. (1971) como
corpusculos de Niessen.

Quanto aos valores relativos dos diferentes tipos
de leucdcitos do colostro (Tab. 2), ndo foram
observadas diferengas  significativas entre
ordenhas, e quanto aos valores absolutos,
observou-se diferenca significativa entre as
ordenhas apenas quanto aos neutréfilos (Tab. 3),
isto é, maiores nos obtidos antes da segunda
ordenha.

No presente estudo, optou-se por ndo classificar
separadamente as células epiteliais e o0s
macrofagos, pois muitas vezes foi impossivel
diferencia-las por sua semelhanca morfoldgica.
Além disso, a literatura ainda é controversa sobre
0 assunto, pois alguns autores consideram gue 0S
macrdfagos podem sofrer variagdes morfoldgicas
de acordo com seus diferentes graus de ativagéo
e podem ser classificados como células epiteliais
(Schalm et al. 1971; Lee et al., 1980; Jensen e
Eberhart, 1981). Inclusive foi detectado que
células  anteriormente  consideradas como
epiteliais e com capacidade de fagocitar (Schalm
et al., 1971) eram, na realidade, células da série
monécito/macrofago (Lee et al., 1980; Jensen e
Eberhart, 1981).

Tabela 2. Valores relativos (%) de leucécitos do colostro bovino, conforme o momento da ordenha pés-

parto
Ordenha Neutréfilos Linfécitos Mondcitos + células Eosinofilos
epiteliais
Primeira 13,3+19,4 16,4+9,8 69,5+17,4 0,272
Segunda 18,5+21,4 13,4+11,8 68,0+21,0 0A
Significancia P>0,2 P>0,17 P>0,7 P>0,3

Néo se observou diferenca estatistica entre os valores da primeira e da segunda ordenha (Teste de Fisher).

Tabela 3. Valores medianos absolutos de neutrofilos, linfécitos e macréfagos/células epiteliais do colostro

bovino, conforme a ordem de ordenha pos-parto

Ordenha Neutrdfilos Linfocitos Mondcitos + células
(x 10°) (x 10°) epiteliais (x 10°)
Primeira 0,045B 0,136A 0,6402
Segunda 0,203A 0,098A 0,7722
Significancia P<0,0001 P>0,7 P>0,2

Valores seguidos por letras distintas na mesma coluna indicam diferenca entre eles.

A populacdo celular observada com a avaliacdo
pela técnica microscopica direta, técnica
convencional, foi composta, predominantemente,
por leucécitos mononucleares, fato também
verificado com o uso do método da
citocentrifugacdo, considerado padrdo para a
diferenciacdo dos tipos de leucocitos presentes
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no leite, uma vez que a técnica convencional
permite diferenciacdo mais limitada.

Dulin et al. (1982) avaliaram a citologia do leite
bovino usando o método de citocentrifugacdo e
obtiveram predominio de neutrofilos, seguidos
em nuameros decrescentes pelos macrofagos,
linfécitos e eosindfilos. Os resultados do
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presente estudo sdo divergentes em razdo da
influéncia do periodo de lactagdo e da sanidade
da glandula mamaria.

Miller et al. (1991) encontraram valores relativos
de neutrofilos e menores de macréfagos e células
epiteliais, e propor¢do semelhante de linfocitos
no colostro de vacas na segunda semana pos-
parto. Os resultados da presente pesquisa,
provavelmente pelos diferentes momentos de
ordenha, divergem dos obtidos pelos autores
citados.

O ndmero total de células do colostro e o valor
relativo de linfocitos citados por Tizard (2002)
s80 menores que 0Ss observados na presente
investigacdo. Deve-se, ainda, ressaltar que uma
das limitacGes encontradas pelo uso da técnica de
citocentrifugacéo foi a dificuldade encontrada na
diferenciagdio  morfologica entre  nlcleos
destacados do citoplasma de algumas células,
principalmente de células epiteliais, e linfécitos,
fato também destacado por Schalm et al. (1971).
Na presente investigacdo, foram tomados
cuidados para diferencid-los  (ndcleos e
linfocitos), sendo considerados o tamanho e a
disposicdo da cromatina nuclear, pois 0s
linfocitos possuem cromatina mais condensada
que os outros leucécitos. Esse critério de
diferenciacdo pode ndo ter sido utilizado em
outras pesquisas, fato que pode ter aumentando,
aparentemente, o ndmero de linfécitos do
colostro. Barrington e Parish (2001) também
encontraram valores linfocitarios mais altos que
0s observados nesta investigacdo.

CONCLUSOES

Mesmo em mamas higidas, apds a primordial
disponibilidade de mononucleares, ha
mobilizacdo mais intensa de neutréfilos para o
colostro, demonstrando variagdes celulares
imediatas ao parto. Essas variagdes podem estar
relacionadas a importdncia do colostro de
primeira ordenha aos bezerros neonatos, ou
podem representar modificages fisiologicas e de
defesa da glandula mamaria, durante o periodo
de colostrogénese a lactogénese.
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