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Pertfil Celular do
Colostro de Eguas:
Estudo Preliminar

Cellular profile of mares colostrum:

a preliminary study

Resumo

Existem poucos trabalhos na literatura relativos aos tipos de
leucécitos presentes no colostro e no leite de éguas. Recentes
trabalhos realizados em animais de produgdo sugerem que os leu-
cdcitos do colostro podem desempenhar um importante papel na
transferéncia passiva de imunidade da mée para o neonato. Esse
estudo teve como objetivo caracterizar a populagdo de leucéci-
tos presente no colostro de éguas clinicamente sadias utilizando
a microscopia 6ptica. As amostras de colostro utilizadas foram
provenientes de 20 éguas, 12 da raca Mangalarga Marchador
e 8 da raca Quarto de Milha. O tipo celular predominante na
maioria das amostras estudadas foi o macréfago, seguida pelos
neutréfilos e linfécitos. Esses resultados podem proporcionar um
ponto de partida para futuros estudos de investigacdo sobre o
papel dos leucécitos colostrais na transferéncia de imunidade da
égua para o potro.
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Summary

There are few reports on which leukocytes are present in
the colostrum and milk of mares. Recent studies in farm
animals suggest a role for colostral leukocytes in the transfer
of passive immunity from dam to neonate. The aim of this
study was to characterize the population of leukocytes present
in colostrum from clinically healthy mares, using the light
microscopy. Colostrum samples were collected from 20 mares,
12 Mangalarga Marchador and 8 Quarter Horse. Macrophages
were the predominant cell type in most samples studied followed
by neutrophils and lymphocytes. These results may be a starting
point for future studies investigating the role of colostral

leukocytes in the transfer of immunity from mare to foal.
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s neonatos equinos nascem agamaglobulinémicos,
sendo dependentes da ingestdo de imunoglobuli-

,Q nas colostrais e falhas na transferéncia passiva des-
Palavras-chave tes anticorpos podem levar a infec¢des neonatais.
Colostro. Potros. Transferéncia de imunidade Os potros iniciam o desenvolvimento das fungoes
pasiva. Leucocttos. imunes no periodo intrauterino, porém de maneira pouco satisfatd-
Keywords ria. O desenvolvimento da resposta imune s6 é realmente estimulado
Tuberculosis. Zoonoses. Human health. apds o nascimento, quando os potros entram em contato com 0s mi-

Mycobacterium bovis.

croorganismos do ambiente (FLAMINIO etal., 2000; BOYD etal,,
2003; HOLZNAGEL etal., 2003; TALLMADGE etal., 2009). Até que
os animais respondam de uma maneira eficaz aos desafios ambien-
tais, eles permanecem em um periodo critico com maior suscetibili-
dade as infec¢des neonatais (GARDNER etal., 2007).

Mesmo quando ndo ha falhas na transferéncia de imunoglobuli-
nas via colostro, os equinos neonatos permanecem suscetiveis a uma
variedade de patégenos que raramente afetam equinos adultos, como
Rhodococcus equi, Pneumocystis carini, Candida albicans e rotavirus
(BOYD et al., 2003; HOROHOV et al., 2006). Muito se fala sobre a
importancia dos anticorpos do colostro para a prote¢do do neonato,
mas pouco se sabe sobre o papel dos leucdcitos contidos no colos-
tro na protegdo contra infec¢cdes. Estudos realizados com animais
de produ¢ao demonstram a existéncia de um numero significativo
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de leucdcitos no colostro e sabe-se que em ovinos, sui-
nos e bovinos esses leucdcitos sao funcionais e podem
aumentar a expressao de marcadores de superficie, indi-
cando ativagdo (TURNER et al., 2003). Foi demonstrado
que, ap0s a ingestdo, estas células presentes no colostro
possuem a capacidade de cruzar a barreira da mucosa
intestinal do neonato e de se instalarem em linfonodos
mesentéricos, sangue, pulmades, figado e bago, onde con-
tribuem para as defesas imunitarias do neonato (LE JAN,
1996). Nio foram encontrados na literatura relatos sobre
o perfil celular do colostro de éguas sadias, havendo ape-
nas descri¢des em éguas com mastite (FREEMAN, 1993).

O papel das células contidas no colostro humano foi
estabelecido na década de 70 quando foi demonstrado
que além da importancia das células fagociticas (HO;
LAWTON, 1978; ROBINSON; HARVEY; SOOTHILL,
1978), os linfdcitos contidos nessas secregcdes possuem a
capacidade de proliferacao in vitro frente a diversos mi-
tégenos e antigenos (PARMELEY; BEER; BILLINGHSM,
1976; OGRA; OGRA, 1978). Hoje se sabe que os com-
ponentes imunes do colostro e do leite sao importantes
para todos os jovens mamiferos (WHEELER et al., 2007;
STELWAGEN et al., 2009), porém raros trabalhos foram
desenvolvidos com a espécie equina.

As citocinas estdo presentes no colostro equino
e podem desempenhar papeis fundamentais no de-
senvolvimento imune precoce dos potros (SECOR;
MATYCHAK; FELIPPE, 2012). Tais observacoes res-
saltam a necessidade de se investigar os componentes
celulares do colostro equino e determinar qual a sua
funcao. Diante disso, o objetivo desse estudo foi avaliar o
perfil celular do colostro de éguas clinicamente sadias.

MATERIAIS E METODOS

Animais

Foram utilizadas doze éguas prenhes da raca
Mangalarga Marchador e oito éguas prenhes da raca
Quarto de Milha, com cinco e dezesseis anos de idade
e mantidas em piquetes de capim coast cross durante
todo o periodo gestacional. Além do capim, os ani-
mais receberam ra¢do comercial duas vezes ao dia e
agua ad libitum. Foram realizadas vacinagdes contra
rinopneumonite equina (Herpes Horse, Laboratdrios
Vencofarma do Brasil, Londrina, PR, BR) nos quinto
e sétimo més de gestacdo e contra rinopneumonite,
tétano, encefalomielite e influenza equina (Lexington,
Laboratorios Vencofarma do Brasil, Londrina, PR, BR)
no nono més de gestagao. Nenhum dos animais apre-
sentava manifestacdes clinicas de mastite.
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Colheita de colostro e preparacao das amostras

Foi colhida uma amostra de 100 mL de colostro, em
até seis horas apos o nascimento do potro. As amos-
tras foram diluidas com o mesmo volume de phosphate
buffered saline (PBS) e centrifugadas a 1000 x g por
15 minutos a 4 °C, Koess e Hamann (2008). Apos a
centrifugacdo, o sobrenadante foi desprezado pela in-
versao unica do frasco. O botio celular, conservado na
superficie inferior do frasco foi removido por meio de
aspersdo gentil com 30 mL de PBS. Uma nova centri-
fugacao foi realizada a 400 x g por 10 minutos a 4° C.
Apos desprezar o sobrenadante as células foram res-
suspendidas em 1mL de meio de cultivo celular (RPMI
1640, Cultilab, Campinas, SP, BR) enriquecido com
soro fetal bovino 10% (SFB, Cultilab, Campinas, SP,
BR) (KOESS; HAMANN, 2008).

Avaliacao do perfil celular do colostro

Para avaliagdo das porcentagens celulares, amostras de
100mL de suspensdes celulares foram centrifugadas a 28
x g durante seis minutos, em citocentrifuga. As laminas
foram fixadas com dlcool metilico e coradas com corante
Panotico (Panotico Rapido, LaborClin, Pinhais, PR, BR).
A leitura das laminas foi realizada por microscopia optica
de imersdao em aumento de 1000x. Para a contagem dife-
rencial foram analisadas 100 células.

Resultados e discussao

Pode-se observar uma grande varia¢ao no perfil
celular das amostras de colostro estudadas. A célula
predominante na maioria das amostras foi o macréfago
(9/20), seguido pelo neutréfilo (7/20) e linfocito (4/20)
(Tabela 1). Raros eosinéfilos foram observados.

Pode-se notar que os macréfagos na sua maioria pos-
suiam vacuolos contendo gotas de lipidios ou debris
celulares, assim como observado com o colostro de outras
espécies (LEE; MCCAULEY; HARTMAN, 1983) (Figura 1).

Em seis das sete amostras que apresentaram uma
maior concentragdo de neutrdfilos foram observados a
presenca de bactérias e alto grau de degeneracdo dos
neutréfilos (Figura 2). Lee, Peter Wooding e Kemp
(1980) e Evans et al. (1982), em amostras de bovinos e
suinos, constataram que o neutrdéfilo foi o tipo celular
predominante no colostro, mesmo quando néo foi de-
tectada infec¢do. Resultado semelhante foi observado
por Lee e Outteridge (1981) onde foi demonstrada a
predominéancia no colostro de ovelhas de polifomorfo-
nucleares (41-84%) seguidos por macrdfagos (8-49%)
e linfocitos (6-11%). Os neutrofilos, assim como os
macro6fagos sdo responsaveis por fagocitar ndo apenas
os microorganismos como também debris celulares e



Tipo celular

Animal Macréfagos  Neutrodfilos  Linfécitos  Eosinéfilos
1 21 33 43 3
2 33 11 56 -
3 61 18 21 -
4 100 0 0 -
5 29 41 29 -
6 48 26 16 -
7 42 34 22 -
8 26 49 23 2
9 27 69 7 -
10 24 34 42 -
11 8 59 21 -
12 23 47 26 1
13 97 14 17 -
14 77 10 13 -
15 63 29 8 -
16 70 13 17 -
17 2 98 3 -
18 52 27 21 -
19 18 39 42 -

20 18 64 22 -

TABELA 1 - Contagem diferencial de células do colostro de éguas clinicamente sadias

goticulas de gordura, porém de uma maneira menos
eficiente. O neutrdéfilo também foi o tipo celular pre-
dominante encontrado no colostro e leite de fémeas
cobaias (NORDIN; LEE, 1982).

Na espécie equina (TURNER et al., 2003) demonstrou
por meio de citometria de fluxo, porcentagens medias
de neutrofilos, macréfagos, linfdcitos e células epiteliais
de 13,2%; 22,4%; 63.2% e 1.3% respectivamente apds a
utilizagdo de imunoestimulantes. Tal resultado difere
do encontrado no presente trabalho, contudo os grupos
nao sdo comparaveis, ja que as éguas aqui estudadas nao
foram submetidas a nenhuma estimulacio e as técnicas
empregadas foram diferentes.

Poucas células epiteliais foram observadas (0-1%)
concordando com a descri¢ao efetuada em ovelhas (LEE;
OUTTERIDGE, 1981), porcas (EVANS et al., 1982) e co-
baias (NORDIN; LEE, 1982).

A despeito do pouco conhecimento sobre o perfil
celular do colostro equino, bem como das suas fungoes,
foi demonstrado que assim como em outras espécies,
o colostro equino contém componentes imunes além
das imunoglobulinas (DAVIS, 2012). Secor, Matychak
e Fellippe (2012) determinaram os niveis do fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a) no colostro equino e
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FIGURA 1 - Fotomicrografia de macréfago do colostro eqtiino, contendo gotas de lipi-

deos, identificado morfologicamente por microscopia 6ptica de imersao (1000x)

FIGURA 2 - Fotomicrografia de neutréfilo degenerado do colostro equino identificado

morfologicamente por microscopia optica de imersao (1000x)

investigaram a correlagao desse fator no colostro e no
soro dos potros. O TNF-a é um produto dos leucécitos
e constitui um componente imune essencial pelos seus
efeitos diretos ou regulatérios sobre a a¢ao de citocinas
em diversas células do hospedeiro levando morte de
patégenos. Foram obtidas evidéncias de que o TNF-a
transferido pelo colostro pode desempenhar um im-
portante papel na manuteng¢ido da saude dos potros
(SECOR; MATYCHAK; FELIPPE, 2012). O estudo dos
componentes imunes do colostro equino associado a
distribui¢ao e dinadmica celular pode prover informa-
¢oes que poderdo contribuir na tentativa de aumentar a
sobrevida de potros comprometidos.

Conclusao

A célula predominante na maioria das amostras
estudadas foi o macréfago. Novos estudos devem ser re-
alizados para a avalia¢do das varia¢oes do perfil celular
no colostro e no leite de éguas, considerando-se o tempo,
e correlacionando-se o possivel papel dessas células na
resposta imune dos potros neonatos.
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