Ciéncia Rural

ISSN: 0103-8478
cienciarural@mail.ufsm.br
Universidade Federal de Santa Maria
Brasil

Libera Paiva Della, Alice Maria Melville; Araujo Pereira de, Wanderley; Kitamura Satiko, Sandra;
Rosenfeld Mello Franco, Andrea; Birgel Harry, Eduardo
Citologia do leite de bufalas (Bubalus bubalis) higidas criadas no Estado de Sdo Paulo, Brasil
Ciéncia Rural, vol. 34, nim. 4, julho-agosto, 2004, pp. 1087-1092
Universidade Federal de Santa Maria
Santa Maria, Brasil

Disponivel em: http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=33134419

Como citar este artigo [ @\ /"

Numero completo . I,
P Sistema de Informacao Cientifica

Rede de Revistas Cientificas da América Latina, Caribe , Espanha e Portugal
Home da revista no Redalyc Projeto académico sem fins lucrativos desenvolvido no ambito da iniciativa Acesso Aberto

Mais artigos


http://www.redalyc.org/revista.oa?id=331
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=33134419
http://www.redalyc.org/comocitar.oa?id=33134419
http://www.redalyc.org/fasciculo.oa?id=331&numero=2544
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=33134419
http://www.redalyc.org/revista.oa?id=331
http://www.redalyc.org

Ciéncia Rura, Santa Maria, v.34, n.4, p.1087-1092, jul-ago, 2004

1087

ISSN 0103-8478

Citologia do leite de bufalas (Bubalus bubalis) higidas criadas
no Estado de S&o Paulo, Brasil

Milk citology of healthy buffaloes (Bubalus bubalis) bred
in Sdo Paulo state, Brazil

AliceMaria Melville Paiva Della Libera® Wanderley Pereira de Araujo?
Sandra Satiko Kitamura® Andrea Mello Franco Rosenfeld*
Eduardo Harry Birgel®

RESUMO

As avaliagdes quantitativas e qualitativas das células
presentes no leite sAo empregadas para a compreensio de diversos
processos, fisiol égicos ou ndo da glandula maméaria. Apesar disso,
as citagOes da literatura sdo conflitantes quanto as bifalas sadias
e, para elucidar guestéo, avaliou-se a celularidade do leite
em 108 amostras de quartos mamarios de bufalas higidas em
lactag8o, submetendo-as a contagem de células somaticas (CCS),
automatica e por microscopia Optica, além de estabelecer-se a
predominancia celular empregando duas técnicas (Prescott e Breed
e citocentrifugacdo). Os resultados das CCSdo leite, por técnicas
microscopica e automatica foram semelhantes, mas a
predominancia celular analisada por microscopia diferiu em
valoresrelativos. Foramidentificadas mais cé ulas mononucleares
nas laminas de suspensdo celular citocentrifugada, e mais
leucdceitos polimorfonucleares na técnica de Prescott e Breed. A
lamina de citocentrifugacdo permitiu melhor avaliacdo da
morfologia celular sendo identificados 61,1% de mondcitos e
macr6fagos; 32,9% de neutrdfilos; 5,3% de linfocitos e 0,7% de
eosindfilos. Os fagocitos mononucleares apresentaram uma
acentuada plasticidade de suas estruturas, com variados padrdes
morfol 6gicos.

Palavras-chave: bdfalo, leite, leucdcitos, células soméaticas.
ABSTRACT

The quantitative and qualitative evaluations of cells
present on milk are important for understanding many events,
physiologic or not, of the mammary gland. Despite that, citations
in the literature are conflicting concerning healthy buffaloes. This
study evaluated milk cellularity in 108 samples of healthy buffal oes
mammary glands. They were analyzed by somatic cell count,
automatic and microscopic, and the cellular typesin slides of milk
smear and also after cytocentrifugation of cellular suspension
(differential citology evaluation). Results of milk somatic cells

count, by microscopic and automatic techniques, were similar but
cellular predominance (from Prescott - Breed or
cytocentrifugation) differed in relative values. More mononuclear
cells were found in slides of cytocentrifugation of cellular
suspension smearsand moreleucocytes on direct microscopic count
technique. The cytocentrifugation smears showed a better
evaluation of cellular morphology, identifying 61.1% of monocytes
and macrophages, 32.9% of neutrophils, 5.3% of lymphocytes and
0.7% of eosinophils. Mononuclear phagocytes showed a high
plasticity on structure with many morphological patterns.

Key words: buffaloes, milk, leukocytes, somatic cells.

INTRODUCAO

O perfil celular do leite representa
importante subsidio naavaliacdo da salide daglandula
mamaria(SCHALM etal., 1971; VIANNI et al., 1990;
PAAPE et ., 2000). Asinformagdes disponibilizadas
guanto aos mecanismos de defesa da glandula
mamaria de bovinos (LEE et al., 1980; JENSEN &
EBERHART, 1981; SANDGREN et al., 1991;
DULIN et al., 1992; OSTENSSON, 1993) muitas
vezes sd0 adaptadas para bubalinos, sem considerar
suas particularidades. Em pesquisas realizadas com
bubalinos, SILVA & SILVA (1994) inferiram serem
as bufalas mais resistentes as mamites do que os
bovinos, apresentando diferencas quantitativas e
qualitativas da celularidade do leite desses dois
ruminantes. DHAKAL et al. (1992), ao realizarem a
contagem diferencial de células somaticasnoinicio e
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no fim da ordenha de blfal as sadias, descreveram um
predominio de células epiteliais sobre
polimorfonucleares neutréfilos, mononucleares
linfocitos e mondcitos. Nos casos de amostrasdeleite
provenientes de bifalas acometidas por mamite com
processosinflamatoriosinespecificos (CCS > 500.000
células/ml e cultura bacteriolégica negativa),
DHAKAL et al. (1992) referiram predominio de
polimorfonucleares neutréfilos, seguidos delinfécitos,
células epiteliais e mondcitos. Nasinfecgdes latentes
(CCsS < 500.000 células/ml e exame microbiol égico
positivo), osautores também descreveram predominio
de neutrdéfilos, embora fosse menor do que nas
amostras de bufalas acometidas por mamites. A
exemplo do que j4 é descrito para bovinos, os autores
sugeriram que uma contagem de células sométicas
menor que 500.000 células/ml ndo indicaria
necessariamente leite obtido de glandula maméria
livre de mamite.

No Sri Lanka, no leite de bufalas de
diversasragas, SILVA & SILVA (1994) relataram que
nas amostras consideradas normais (CMT negativo e
valores médios de pH de 6,58) a contagem total de
células sométicas variou de 50.000 a 375.000 células/
ml, sendo predominantes os leucécitos do tipo
polimorfonuclear neutr6filo com maior nimero
relativo (56%) do que o obtido no leite de vacas,
seguidos, dos linfécitos (28%), macréfagos (8%),
células epiteliais (5%) e os polimorfonucleares
eosinofilos (1%).

Em amostras de leite de bufalas
provenientes de glandula maméria néo infectada,
independentemente da fase de lactagdo, GUARINO
et al. (1994) referiram predominio de macréfagos em
trés principais formas: células espumosas, em forma
de anel e como mondcitos comuns.

Dada a exiglidade e diversidade de
informagdes quanto a celularidade do leite de bufalas
higidas e a importancia que essas informagfes
representam para a compreensdo dos mecanismos
basais de defesa celular da mama, o objetivo do
presente estudo foi avaliar, quantitativa e
qualitativamente, a celularidade de amostras de leite
de quartos mamarios de bifalas higidas criadas no
Estado de Sao Paulo, empregando diferentestécnicas,

MATERIAL E METODOS

Foram selecionadas 28 bufalas da raca
murrah, sem alteragdes ao exame fisico dos quartos
mamarios, CMT e exame microbioldgico do leite
negativos. Destes animais, foram colhidas 108
amostras de leite, subdivididas em quatro aliquotas

cada. A primeiraaliquotade leite (n=108) foi colhida
assepticamente, semeada em placa de Petri contendo
agar-sangue de carneiro (5%) e incubada a 37° C por
24 e 48 horas, para confirmar ainclusdo exclusiva
de amostras negativas. A segunda aliquota (n=108)
foi colhida com conservante bronopol e destinou-
se a contagem de células somaticas em contador
eletronico infravermelho A terceiraaliquota (n=70)
foi submetida a contagem das células por
microscopiaopticadireta(PRESCOTT & BREED,
1910) e diferenciagdo em mononucleares e
polimorfonucleares. A quarta aliquota (n=108)
possuia500ml deleiteefoi colhidaem frasco contendo
a mesma quantidade de PBS (1:1) e destinava-se a
recuperacdo de células para a contagem diferencial
pelatécnicadacitocentrifugacéo. No laboratério, essa
misturafoi divididaem vérios frascos tipo Falcon de
50ml cada e submetidaa primeiracentrifugagéo (450g
por 20 minutos, a4°C). O sobrenadante mais viscoso,
na fase de separacdo, sobre a fragdo liquida (tamp&o
de gordura), foi retirado e, apds desprezar a fragdo
sobrenadante invertendo-se os frascos umaunicavez,
mantiveram-se 0s mesmos invertidos para limpar os
lados do frasco com papel macio e absorvente. Os
botdes de cél ul as preci pitados foram desprendidos pela
aspersdo de PBS, sendo os mesmos concentrados em
um Unico frasco Falcon completando-se nesse o
volume de 50ml com PBS refrigerado. A suspenséo
foi novamente centrifugada, nas condicdes ja
mencionadas, o sobrenadante desprezado e o botdo
de células ressuspendido em 1ml com meio
enriquecido (RPMI 1640). Aliquotas de 200ul da
suspensdo celular foram submetidas a
citocentrifugacéo a uma forca centrifuga real (FCR)
de 28g durante seis minutos. A partir do sedimento,
confeccionaram-se |aminas em duplicatas, que foram
coradas, pelo método descrito por ROSENFELD
(1947) paraentdo serem contadas e diferenciadas 400
células em microscopia de campo claro (1000x). Os
sobrenadantes foram avaliados por amostragem
(n=50) quanto a perda de células durante o preparo
da suspensdo celular.

Osresultados obtidos foram submetidos ao
teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov. Os
valores relativos de mononucleares e
polimorfonucleares obtidos pela técnica de
microscopia optica direta, e por citocentrifugacéo,
foram submetidos a andlise de variancia e as
diferencas avaliadas pelo teste de Duncan
(SAMPAIO, 1998), por apresentarem distribuicdo
paramétrica. As contagens de células somaticas
apresentaram distribui¢do ndo-paramétrica sendo as
comparagles pareadas avaliadas pelo método de
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Wilcoxon e, complementarmente foram calculadas as
médias e respectivos valores percentuais dos tipos
celulares identificados na citocentrifugacéo.

RESULTADOS

As medianas das CCS do leite de bufaas
determinadas autométi ca e mi croscopicamente foram
semelhantes (p>0,3) e respectivamente, 13.000 e
18.000 células/ml de leite.

Qualitativamente houve diferenca no
estabelecimento do tipo celular predominante nas
amostras citocentrifugadas (p<0,0001; tabela 1) onde
se observou uma porcentagem média de células
mononucleares significativamente maior (p<0,0001)
do que a obtida por microscopia Optica diretana qual
foram encontrados valores semelhantes de mono e
polimorfonucleares (p>0,5). Apesar dessas diferencas,
os valores médios relativos de polimorfonucleares
verificados nesta Ultima, foram significativamente
maiores do que na amostra citocentrifugada
(p<0,0001).

Natabela 2, estdo apresentados os valores
médios da contagem diferencial em amostra
citocentrifugada. Destague-se que os eosinéfilos ndo
apresentaram distribuicdo normal e, por isso, o
resultado foi expresso em mediana e dois desvios
padrdo. Os tipos celulares identificados estéo
apresentados nafigura 1.

Da amostragem dos 50 sobrenadantes
citocentrifugados para verificar a perda de células
durante o processamento, ndo foram recuperadas
células.

DISCUSSAO

A andlise dos resultados das contagens de
células sométicas, demonstrou um pequeno valor de
células sométicas (13.000 e 18.000 células/ml), em
ambas astécni cas empregadas. Essesresultadosforam
menores do que os descritos pela grande maioria dos

Tabela 1 — Valores relativos (%) médios e respectivos desvios
padréo dos tipos de células sométicas do leite de
bifalas sadias, segundo atécnica de contagem.

Tipos celulares Técnica de contagem celular

Microscopiadireta Citocentrifugacdo

Mononuclear (%) 51,6 * 27,0 66,4+ 19,0
Polimorfonuclear (%) 48,4 * 27,0 33,6°+190
Significancia p>0,5 p<0,0001

Letras distintas na mesma colunaindicam diferencas entre si.

autores em | eite de bovinos ndo acometidos de mamite
(SCHALM, 1971) e mesmo em bubalinos (SILVA &
SILVA, 1994).

A diferenca verificada entre o nimero de
células somaticas do leite de bufalas obtidas por
SILVA & SILVA (1994) e os determinados nesse
estudo, pode ter sido causada pela diversidade de
técnicas de contagem celular utilizadas, pois os
referidos pesquisadores usaram o hemocitdmetro
especifico para contagem de leucdcitos sangiiineos.
Além disso, na presente pesquisa utilizou-se, como
critérios paraaselecdo dos animais o examefisico da
glandulamaméria, e os resultados negativosdo CMT
e exame bacteriol égico, enquanto SILVA & SILVA
(1994) usaram apenas o resultado do CMT e do pH.
As duas técnicas utilizadas apresentaram resultados
semel hantes, validando a contagem automatica para
bubalinos e consequentemente favorecendo a
avaliagdo de um maior nimero de amostras em menor
tempo.

Justifica-se a avaliagdo da composi¢ao
celular noleitedebufalas sadias por refletir aatividade
celular predominante no momento da colheita,
populacéo essaque garantiriaadefesabasal damama
e mobilizaria 0s primeiros recursos no caso de uma
agressao. A contagem celular por microscopia Optica
direta revelou valores semelhantes de células
polimorfonucleares e mononucleares no leite de
glandulas mamérias higidas, ndo permitindo uma
adequada especificagdo celular. O nimero de células
do leite foi considerado pequeno e, muitas vezes, o
volume de leite necessério a técnica poderia ndo ser
representativo da quantidade real, uma vez que cada
célula equivaleria a aproximadamente 4000 células/
ml apds a conversdao empregando o fator do
microscopio.

No entanto, avaliando-se o sedimento
ressuspendido e citocentrifugado, foi evidenciado
maior nimero de células mononucleares do que na
contagem microscopica direta. Considerando-se na
diferenciac@o apenas as células mononucleares e
polimorfonucleares praticamente houve predominio
da série de mondcito/macrofago entre os
mononucleares, pois o nimero delinfécitosfoi muito
pequeno. Quanto aos leucdécitos polimorfonucleares,
foram representados quase que exclusivamente pelos
neutrofilos, pois em poucas amostras foram
observados alguns eosindfilos, tal como ja descrito
para bovinos por SCHALM et a. (1971). O nimero
delinfécitos observados neste estudo foi maior do que
os padrdes relativos desta célula estabelecidos por
DHAKAL et a. (1992) e SILVA & SILVA (1994). A
técnica descrita por PRESCOTT & BREED (1910),
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Tabela 2 — Valores absolutos (cel/ml), porcentagens médios e mediana dos diferentes tipos celulares observados pela técnica da

citocentrifugacdo de 108 amostras de leite de bufalas sadias.

Tipo celular
macréfagos/mondcitos Neutrdfilos Linfécitos Eosindfilos
Valores absolutos médios (Desvio padréo) 244,65(+72,96) 131,51(+76,07) 21,14(+19,28) -
Valores relativos médios(%) 61,1 32,9 53 0,7
Mediana - - - 0,00(0-8)

a) Monécito b) Macréfago com vactolo

d) Linfocito (seta)

e) Polimorfonucleares — Neutréfilos ) Eosindfilos

Figura 1 — Fotomicrografias de células de amostras de bufalas (Bubalus bubalis) higidas,
identificadas morfologicamente empregando microscopia Optica de imersio
(1000x).

apesar de adequada para a
contagem de células sométicas de
leite, apresentou significativas
limitacbes para o0 exame
diferencial, sendo indicada para
avaliacbes qualitativas de
esfregacos corados, classificando
apenas o tipo de predominancia
celular em mono ou
polimorfonuclear.

SCHALM et a. (1971)
referiram que a diversidade dos
resultados citados pelos diferentes
autores poderiaser atribuidango s6
as variacdes resultantes das
manifestagdes da propria glandula
mamaria, como também, dos
procedi mentos de contagem. Por tal
razéo, consideraram queaandisedo
esfregago do sedimento celular do
leite ap6s a citocentrifugagéo
permitiria melhor avaliag@o das
condigoesfisiologicasedaatividade
celular na glandula maméria, por
mei 0 de umaadequadainterpretacéo
das caracteristicas morfo-tinturiais
das células mas, deveria ser
considerada na interpretacdo do
exame a possibilidade de perda de
células durante o processamento da
amostra. Segundo os mencionados
autores, essas células poderiam ser
perdidas nao s no sobrenadante
centrifugado, como também no
tamp&o de gorduraque se concentra
como frag@o menos densa do
material, pois ressaltaram que as
células sométicas do leite
apresentam afinidade pela gordura
interferindo assim quantitativamente
naavaliacdo dos esfregacosdeleite.

Neste  estudo, o
sobrenadante foi avaliado e ndo foi

Ciéncia Rural, v.34, n.4, jul-ago, 2004.



Citologia do leite de bifalas (Bubalus bubalis) higidas criadas no Estado de S&o Paulo, Brasil. 1091

constatada a perda de células, suposta por SCHALM
et a. (1971) e DULIN et al. (1982). Todavia, tal
avaliagdo ndo foi realizada no tampéo de gordura. A
diferenca encontrada no predominio celular entre a
microscopiaodpticadiretaeacitocentrifugagdo poderia
ser atribuida a perda de células retidas no tampao de
gordurado leite, porém a hipétese dos autores supra-
citados foi desconsiderada, pois caso houvesse, a
célulaque apresentariamaior afinidade pelagordura,
portanto com maior perda na citocentrifugacéo seria
0 macroéfago, justamente a célula que predominou.

Atravésdacontagem das cél ulas sométicas
por microscopia oOptica direta, foi possivel uma
razoavel identificagcdo celular, concordando com a
afirmacdo de BENITESet d. (2001) que consideraram
essa coloragdo prética e satisfatoria em leite bovino,
embora preferissem, para a contagem celular, a
coloracdo pela hematoxilina e eosina.

Os valores percentuais das células
identificadas apds citocentrifugacao (Tabela 2)
diferiram dos valores obtidos por DHAKAL et al.
(1992) quereferiram predominio de células epiteliais
seguidos dos linfécitos, neutréfilos e mondcitos.
Discordantes também foram os resultados obtidos
nesta pesquisadagquel es verificados em diversasracas
debufalasdo Sri Lankapor SILVA & SILVA (1994)
gue evidenciaram predominio de polimorfonucleares
neutrofilos sobre as demais células do leite, inclusive
obtendo valor percentual maior do que o observado
em vacas. Baseados nos seus resultados SILVA &
SILVA (1994) justificaram maior resisténcia das
bufalas @ mamite a maior disponibilidade de
polimorfonucleares neutréfilos, no leite desses
animais, fato néo comprovado nestainvestigagdo pois
os valores destas células foram inferiores aos
constatados por aqueles autores.

PAAPE et al. (2000), sumarizando
informacOes sobre as células presentes no leite de
bovinos, referiram valores percentuais de células da
série mondcito/macréfago de 35-79%, semelhantes
aos encontrados neste estudo, em leite de bufalas
(61,1%) todavia, os valores relativos das demais
células presentesno leite, como neutrdfilos, linfdcitos
eeosindfilos, descritos por autoresdiferiram dos
referidos nesse estudo. Apesar de 32% das células
presentes serem neutrofilos, 0 mesmo nédo indicaria
um processo inflamatério presente por representar a
metade dos mondcito/macréfago presentes.

SCHALM et al. (1971) salientaram a
diversidade de descri¢des nadiferenciacdo das células
sométicas do leite das vacas, levando varios
pesqguisadores a classificar diferentemente 0 mesmo
tipo celular. Células que apresentavam morfologia

nuclear variadapor encontrarem-seem diferentesfuncgoes
e graus de ativagdo, além de diferentes caracteristicas
morfo-tintoriais, como observado nas células da série
mondcito/macréfago, aumentavam a possibilidade de
erro nas suasidentificagdes (LEE et d., 1980; JENSEN
& EBERHART, 1981; OSTENSSON, 1993).Talvez por
tal raz8 SANDGREN et a. (1991) preferiram englobar
numa inica categoriacelular os macréfagoseascélulas
epiteliais (MEC), destacando porém que os macr6fagos
eram as células predominantes, afirmagdo concordante
com os resultados obtidos nesta pesquisa. Além disso,
segundo LEE et a. (1980) ascélulasepiteliais presentes
no leite tanto de bovinos como de bubalinos,
representariam um valor percentual minimo na
celularidade.

CONCLUSOES

A contagem de células somaticas por
microscopia Optica direta e automética apresentaram
resultados seme hantes e extremamente diminutos. Quanto
a predominancia celular, houve diferencas significativas
conforme a técnica empregada, encontrando-se pela
técnicade contagem por microscopiadpticadireta, vaores
semelhantes de células mononucleares e
polimorfonucleares; enquanto pela técnica de
citocentrifugacdo da suspensdo celular, verificou-se
predominio demononucl eares, principa mente mondcitos
e macrofagos, em diferentes fases evol utivas.
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