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RESUMO

As particularidades da secrecao lactea do tipo apdcrina, na espécie caprina, tornam necessarias
técnicas especificas para a determinacao da quantidade e da qualidade das células presentes no leite
destaespécie. Dentreestas particularidades, pode-se citar a presenca dos corptisculos citoplasmaéticos.
De acordo com estas caracteristicas, o objetivo do presente trabalho foi determinar a contagem total
de leucécitos no leite de cabras sadias, por meio da contagem microscépica direta com verde de
metil e pironina-Y, e a contagem celular automatica por citometria de fluxo, assim como
determinar os tipos leucocitérios, através da técnica de citocentrifugagdo. Foram analisadas 102
de leite de cabras sadias, das ragas Saanen, Parda Alpina e Toggenburg. O valor mediano obtido
pela contagem microscépica direta e automatica foi de 142.840 e 406.000 células somaticas/mL de
leite, respectivamente. Os valores médios obtidos na citocentrifugacdo foram de 73,24 + 18,35%
de neutréfilos, 3,55 + 3,06% de linfécitos e 24,33 + 18,89% de mondcitos e células epiteliais. De
acordo com os resultados, pode-se concluir que o valor obtido pela coloracdo de verde de metil
e pironina-Y é significativamente menor, sendo um importante método para a determinacéo da
celularidade presente no leite de cabras, pois exclui os corptisculos citoplasmaticos caracteristicos
desta espécie.
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ABSTRACT

TOTAL AND DIFFERENTIAL LEUKOCYTE COUNTS IN THE MILK OF HEALTHY GOATS,
USING METHYL GREEN-PYRONIN STAIN AND CYTOCENTRIFUGATION. The characteristics
of the apocrine milk secretion observed in goats make it necessary to use specific techniques to
determine the quantity and quality of cells found in this kind of milk. Among these characteristics
is the presence of cytoplasmic bodies. The objective of the present study was to determine total
leukocyte counts in the milk of healthy goats using direct microscopy and methyl green-pyronin
Y and automatic cell count by flow cytometry as well as to determine leukocyte types by means
of cytocentrifugation. A total of 102 milk samples from healthy Saanen, Brown Alpine and
Toggenburg goats were analyzed. The median value of direct microscopic and automatic counts
was 142,840 and 406,000 somatic cells/mL of milk, and mean values obtained in cytocentrifugation
were 73.24 + 18.35% neutrophils, 3.55 + 3.06% lymphocytes and 24.33 + 18.89% monocytes and
epithelial cells. According to the results obtained, it was concluded that methyl green-pyronin Y
is an important method, perhaps the most precise one, for determining cell counts in goat milk,
because it excludes cytoplasmic bodies. Moreover, the different cell types found in milk are
important defenses of the mammary gland against mastitis-causing pathogens.

KEY WORDS: Cells, milk, pyronin.

A glandula mamaria das cabras é composta por
acinos, constituidos de células epiteliais. Durante a
secrecdolactea dotipoapdcrina, diferente dasecregao
merdcrina da vaca (DULIN ef al., 1982; PERRIN; BAUDRY,
1993), a porcao distal das células epiteliais alveolares

separa-se de sua base e é eliminada no ltiimen dos
acinos sob a forma de corpusculos ou particulas
citoplasmaticas, de tamanhos variaveis, normalmen-
tegrandes, de 5-30 um, cujas dimensdes e morfologia
sdo semelhantes aos leucdcitos (DuLIN ef al., 1983;
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PERRIN; BAUDRY, 1993). Essas particulas sdoanucleadas
em sua maioria (Paarg; Caruco, 1996), com interior
preenchido por glébulos de gordura (PERRIN; BAUDRY,
1993) e correspondem a cerca de 35% dos elementos
celulares observados no leite de cabras (SIErRRrA et al.,
1999), estando ausentes no leite de vacas (GONZALO,
1995; Park; HUMPHREY, 1986; PERRIN; BAUDRY, 1993). As
particulas citoplasmaticas aumentam aparentemen-
teaconcentragdo deleucdécitosnoleite caprino, neces-
sitando assim de metodologias especificas de conta-
gem celular para esta espécie (SiLva et al., 1996; DROKE
etal., 1993; DULIN et al., 1983; HINCKLEY, 1983).

A contagem celular por microscopia direta foi
padronizada por PrescotT; BREED (1910), e serve como
método de controle aos contadores eletronicos, reco-
mendado pelo “Food and Drug Administration”
quando associado a coloragdo de verde de metil e
pironina-Y, para diferenciar as célulasnucleadas dos
corpuisculos citoplasmaticos presentes no leite de
cabras (ZENG et al., 1999).

Varios trabalhos (DuLiN ef al., 1982; DuLiN et al.,
1983; POUTRELL; LERONDELLE, 1983; STEHLING et al., 1988;
DROKE et al., 1993; GoNzALO, 1995; ZENG, 1996; WHITE;
HINCKLEY, 1999, ZENG et al., 1999; Das; SINGH, 2000;
Arcuriet al., 2004) j& foram conduzidos visando esta-
belecer o valor total de células sométicas no leite de
cabras, porém, apenas uma quantidade menor de
autores utilizou como método de contagem a
microscopia direta, associando a coloracdo de verde
de metil e pironina-Y (DULIN et al., 1982; ZENG et al.,
1999; Arcuriet al.,2004; DRoOKE et al., 1993; DuLiN et al.,
1982; Das; SINGH, 2000), ressaltando-se desta forma a
importancia de se comparar as técnicas automatica e
microscopica direta para o leite caprino.

A contagem diferencial de células somaticas é um
método qualitativo que estabelece a proporgdo dos
diferentes tipos celulares presentesnoleite. DuLiNet al.
(1982) avaliaram amostras de leite de cabras sadias e
obtiveram médias de 66,2; 0,4; 32,8 e 0,6% de
neutroéfilos, linfdcitos, macréfagos e eosindfilos, res-
pectivamente. PERRIN; BAUDRY (1993) estudarama pro-
porgao celular em animais sadios e observaram os
intervalos médios de 45 a 74%;9 a20% e 15 a 41% de
polimorfonucleares, linfécitos e mondcitos, respecti-
vamente. BArBosa etal. (2001) avaliaram a citologia do
leite de oito cabras durante 16 semanas, obtendo
intervalosmédiosde57,9a88,9;5,9a17,6e5,1a24,4%
de granuldcitos, linfécitos e macréfagos, respectiva-
mente.

Em funcdo da importancia em se determinar a
quantidade de células sométicas, como parametro
dahigidez da glandulamamariae qualidade doleite
de cabras, o objetivo deste trabalho foi determinar a
contagem celular total de células sométicas presen-
tes no leite de cabras sadias, por meio dos métodos
automatico e microscépicodireto, além da contagem

celular diferencial, utilizando-se a técnica de
citocentrifugacao.

Foram analisadas 102 amostras de leite, proveni-
entes de 51 fémeas caprinas, das ragas Saanen, Parda
AlpinaeToggenburg, oriundas de quatro proprieda-
des localizadas no Estado de Sao Paulo. Os animais
foram selecionados em linha de ordenha, apds a
realizacdo do exame fisico, segundo a metodologia
prescrita por DIRkSEN (1993), excluindo da pesquisa
animais que apresentaram qualquer alteragdo orga-
nica. Além disso, utilizou-se também como critériode
selecdo amostralanegatividade dasamostras deleite
ao exame bacteriolégico.

Paraacontagem de células sométicas pelométodo
automatico, as amostras de leite foram mantidas em
banho-maria a 38° C, durante 15 minutos e, a seguir
foram homogeneizadas manualmente, sendo a con-
tagemrealizada por citometria de fluxo, utilizando-se
o equipamento Somacount 300 da empresa Bentley
Instruments Inc., com o resultado registrado em nu-
mero de células somaticas/mL de leite.

Na contagem microscépica direta, pela técnica de
Prescort; BreeD (1910), 10 L de leite foram distribu-
idosemumadreadeumcm? emlaminademicroscopia.
A seguir, as laminas foram secas em temperatura
ambiente por 24 horas, fixadasem solugdode Carnoy’s
ecoradas emsolugdo fresca preparada com pironina-
Y everdedemetil (ZEnGetal., 1999). Paraavaliagdo do
numero de células, foram contados 100 campos, uti-
lizando-se microscépio éptico comum com objetiva
deimersdo. Oresultado das contagens de cadaamos-
trafoiobtido calculando-seamédia das contagensem
duplicata e multiplicado pelo fator do microscépio,
obtendo-se o valor dontimerode células/mL deleite.

As amostras de leite destinadas a realizacdo da
contagem diferencial dos leucécitos foram colhidas
em frascos de polipropileno tipo Falcon, estéril, com
capacidade para 50 mL, j& contendo 45 mL de PBS
(solucdo salina tamponada). As amostras foram
centrifugadas a 450 G (2000 rpm) por 20 minutos em
refrigeragdo de 4°C.

Ap6s a centrifugagdo, desprezou-se o sobrena-
dante e o botdo de células foi desprendido do frasco
pela aspersédo, em fracos jatos de PBS, para, a seguir,
homogeneizar o contetido, completando com PBS
refrigerada. Esta técnica foi realizada mais duas ve-
zese,apOsaterceiraetiltimaressuspensaoemummL
de PBS, uma aliquota de 100 pL de cada suspensédo
celular de todas as amostras de leite foram submeti-
das a citocentrifugagdo a uma forga centrifuga relati-
va (FCR) de 28 g (450 rpm) durante 6 minutos. As
laminas foram confeccionadas em duplicata e cora-
das pelo método de RoseNFELD (1947), sendo analisa-
das segundo a qualidade e tipos celulares predomi-
nantes, sendo os resultados obtidos expressos em
porcentagem. Emvirtude dasemelhanca morfoldgica
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entre os mondcitos e as células epiteliais, a porcenta-
gem destas células foi apresentada conjuntamente.

Os valores celulares medianos obtidos para a
contagem celular automatica e microscépica direta
foide406.000e 142.840 células/mL deleite (Tabela1).

A contagem celular automatica coincidiu com as
contagens encontradas por Droke et al. (1993) e PAAPE
et al. (2001).

Tabela 1 - Contagem total de células somaticas, por meio
dos métodos automético e microscépico direto, presentes
no leite de cabras sadias. Sao Paulo, 2006.

Método de contagem Contagem de células

celular somaticas células/mL
Contador automatico 406.000?
Microscopia direta 142.840°"
Significancia p <0,0001

res semelhantes aos encontrados por DuLIN et al.,
(1982) e DrOKE et al. (1993). Os valores de neutrofilos
emondcitos encontrados neste trabalho foram seme-
lhantes aos encontrados por Barsosa et al. (2001) e
PERRIN; BAUDRY (1993). Os valores de linfécitos encon-
trados nesta pesquisa foram inferiores aos encontra-
dos por Barsosa et al. (2001), que avaliaram a
celularidade total e diferencial dosleucdécitos presen-
tesnoleiteesangue decabras, dediferentesracaseem
varias fases da lactacdo. Os autores relataram que
estes valores diferiram significantemente entre as
semanas de lactagdo, o que poderia levar a diferenca
entreaporcentagem delinfécitos encontradanos dois
trabalhos.

Tabela 2 - Valores relativos (%) dos diferentes tipos
leucocitarios, presentes no leite de cabras sadias. Sao
Paulo, 2006.

Letras minusculas distintas na mesma coluna indicam
diferengas estatisticas entre si.

O valor mediano determinado pela técnica mi-
croscopica direta foi semelhante ao encontrado por
Durivetal. (1982), que utilizaram amesma metodologia
de contagem e coloracdo dos esfregacos lacteos da
utilizada neste trabalho.

ARrcuri et al. (2004) e ZENG et al. (1999) utilizaram a
coloragdo de verde de metil e pironina-Y para deter-
minar a celularidade em amostras de leite de cabras,
sem sinais de mamite clinica, e encontraram o valor
médio de 557.922 células/mL e 611.000 células/mL
deleite, respectivamente. Noentanto, o exame bacteri-
oldgico das amostras de leite ndo foi realizado neste
trabalho, fato que poderia explicar a quantidade maior
de células somaticas, quando comparada aos ani-
mais avaliados na presente pesquisa.

Das; SINGH (2000) utilizaram como coloragdo para
os esfregacos lacteos o azul de metileno, corante ndo
preconizado pelo FDA paraoleite da espéciecaprina,
pois ndo cora o DNA das células, levando resultados
superiores quando se utiliza um corante que exclui a
possibilidade de coloragdo das particulas
citoplasmaticas.

A pironina é um corante especifico de DNA, po-
dendo ser utilizado para diferenciar células que con-
tém DNA de células que contém somente RNA ou
corptisculos citoplasmaticos (DuLN et al., 1982), sen-
do um método de determinacéo celular reconhecido
peloFDA.

Os valores médios totais dos diferentes tipos
leucocitariosencontradosforamde 73,24 +18,35% de
neutroéfilos, 3,55+ 3,06% delinfocitos e 24,33 +18,89%
demondcitos e células epiteliais (Tabela 2), com valo-

Tipo celular Valores relativos (%)

Neutréfilos 73,24 + 18,35
3,55 + 3,06

24,33 + 18,89

Linfécitos
Mondcitos + células epiteliais

Observou-se diferenca estatistica entre a conta-
gem celular automatica e a microscépica direta (p <
0.0001). E importante ressaltar que o citémetro de
fluxo destinado a contagem de células somaéticas
presentes nas amostras utilizadas neste estudo foi
calibrado com leite de vaca. Nao se pode esquecer
também da presenca dos corpticulos citoplasmaticos
no leite de cabras, aparecendo em valores de 3 a 94%
(DuLN et al., 1982), fato que também pode alterar a
contagem em aparelho calibrado com leite de vaca,
nao excluindo totalmente os corpusculos
citoplasmaticos.

Estudos realizados utilizando-se citometria de
fluxo demonstraram que existem diferencas mar-
cantes entre a densidade e a granulagdo das células
somaéticas de vacas e cabras, resultando em fungao e
ndmero celulares diferentes (DuLiN et al., 1982). Além
disso, valores das contagens obtidas com aparelho
calibrado com leite de vaca sdao27,3% maiores do que
asmesmas amostras quando submetidas a contagem
com aparelho calibrado com leite de cabra (Zeng,
1996), proporgéo esta semelhante a encontrada neste
trabalho, com valores celulares 34% maiores na con-
tagem celular automatica, ressaltando a importancia
de se padronizar técnicas especificas de contagem
para a espécie caprina.

Entre todos os leucécitos presentes no leite de
cabras, os neutrdfilos normalmente aparecem em
maior quantidade tanto em cabras infectadas quanto
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ndoinfectadas, correspondendoavalores de45a74%
das células sométicas nas cabras ndo infectadas e de
71 a 86% em cabras infectadas (PaAPE et al., 2001),
valores coincidentes aos desta pesquisa. Os mondcitos
e células epitelais compreendem de 15a41% do total
de células presentes no leite de cabras sadias (PAAPE
etal.,2001; DuLin et al., 1982), valores estes semelhan-
tes aos desta investigacao.

Deacordo com osresultados apresentados, pode-
se concluir que a contagem celular pela técnica mi-
croscopica direta, utilizando-se a coloracao de verde
de metil e pironina-Y, foi menor quando comparada
a contagem automatica, confirmando a hipétese de
que esta técnica de contagem é a mais indicada para
a espécie caprina, por excluir os corptisculos
citoplasmaticos durante a contagem. Além disso,
pode-se observar que as células presentes em maior
quantidade no leite de fémeas caprinas sadias foram
os neutrofilos, seguidas pelos mondcitos, células
epiteliaiselinfdcitos, garantindo a defesaimunoldgica
da glandula mamaria a patégenos causadores de
mamite.
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