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Abstract. Literature reports on leukocyte types in colostrum and mare milk are seldom found. Studies carried out in
breeding animals have suggested that colostrum leukocytes may play an important role in passive immunity transfer-
ence from mares to newborn animals. Recently, our group has evidenced that macrophages are the predominant cell
type found in colostrums taken from healthy mares, up to six hours after delivery. In the present paper, we used co-
lostrum samples taken immediately after delivery, before the first nursing, for leukocyte population assessment with
optical microscopy. Colostrum samples used in our study came from 12 mares (nine of “Mangalarga Marchador” pedi-
gree, and three of “Quarto de Milha” pedigree). Again, the most abundant cell type was the macrophage, but a great
amount of samples have shown lymphocyte predominance; such cellular population has been observed more often
when compared to the former study. These results have evidenced that lymphocytes are present in quantity and might
be transferred via colostrum to the newborn colt, as it has already been demonstrated with other domestic species.
Lymphocyte conveying via colostrum to the newborn opens room for future studies on the role of these colostrum
lymphocytes to stimulate the colt’s immune system development.

Keywords: Colostrum; colts; passive immunity; leukocytes; lymphocytes.

1 Introducao

lidade, jA que os neonatos equinos nascem agamaglo-
bulinémicos, sendo totalmente dependentes da inges-
tdo de imunoglobulinas colostrais. Recentemente, tem-
se demonstrado que ndo s6 as imunoglobulinas de-
sempenham esse papel de protecdo e cada vez mais se
tem atribuido aos leucdcitos contidos no colostro o pa-

A alta morbidade e mortalidade de potros em haras
de criagcdo podem ser atribuidas a doencas infecciosas
que muitas vezes causam grandes perdas econdmicas.
A suscetibilidade dos potros a doengas infecciosas po-
de ser diminuida pela ingestdo de colostro de boa qua-
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pel de estimulador da resposta imune celular sistémica
do neonato (BARRINGTON; PARRISH, 2001).

Segundo Nechvatalova et al., (2011) além das imu-
noglobulinas, o colostro contém outros componentes
que ajudam na protecdo dos leitdes neonatos. Esses
componentes incluem lactoferrina, lisozima (ELLIOT et
al, 1974; HILL; PORTER, 1974) e citocinas imunomo-
dulatorias (NGUYEN et al., 2007). O colostro também
contém uma variedade de células, como neutroéfilos,
macroéfagos e linfécitos (EVANS et al., 1982). Segundo
Nechvatalova et al., (2011) os neonatos recebem esses
linfocitos pela ingestdo do colostro e essas células pe-
netram no intestino, por um mecanismo ainda desco-
nhecido, e colonizam o sangue periférico e os tecidos
linfaticos e ndo linfaticos, incluindo linfonodos mesen-
téricos, figado, baco e pulmdes (WILLIAMS, 1993; LE
JAN, 1996). A transferéncia de leucdcitos do colostro
pela mucosa ja foi demonstrada em bezerros
(LIEBHERTENORIO et al., 2002) e de acordo com estu-
dos realizados por Goubier et al. (2007), é possivel en-
contrar linfécitos antigenos-especificos no colostro de
porcas vacinadas com uma vacina inativada contra o
circovirus suino do tipo2. Esses linfocitos sdo capazes
de produzir INF-y e TNF- a ap6s a estimulacgéo in vitro
com antigenos circovirais.

Segundo Nonnecke et al, (2012) o colostro é uma
importante fonte de leucécitos vidveis, fatores de cres-
cimento e nutrientes essenciais para o bezerro neona-
to. Assim como em bovinos e suinos, o papel das célu-
las contidas no colostro humano ja foi estabelecido
quando diversos estudos demonstraram a importancia
das células fagociticas (HO; LAWTON, 1978;

2 Materiais e métodos

2.1 Animais

Para o desenvolvimento desse estudo foram utili-
zadas nove éguas prenhes da raca Mangalarga Mar-
chador e trés éguas prenhes da raca Quarto de Milha,
com idade entre sete e doze anos de idade, mantidas
em piquetes de capim coast cross durante todo o peri-
odo gestacional. Além do capim, os animais receberam
racao comercial duas vezes ao dia e 4gua ad libitum.

Foram realizadas vacinag6es contra rinopneumoni-
te equina (Herpes Horse, Laboratérios Vencofarma do
Brasil, Londrina, PR, BR) nos quinto e sétimo més de
gestacdo e contra rinopneumonite, tétano, encefalomi-
elite e influenza equina (Lexington, Laboratérios Ven-
cofarma do Brasil, Londrina, PR, BR) no nono més de
gestacdo. Nenhum dos animais apresentava manifes-
tacoes clinicas de mastite.

2.2 Colheita de Colostro e preparacao das amos-
tras

Foi colhida uma amostra de 100 mL de colostro,
imediatamente apds o parto. As amostras foram dilui-

ROBINSON; HARVEY; SOOTHILL, 1978), e a capacidade
dos linfécitos contidos nessas secre¢des de prolifera-
rem in vitro frente a diversos mitégenos e antigenos
(PARMELEY; BEER; BILLINGHSM, 1976; OGRA; OGRA,
1978). Trabalhos mais recentes demonstraram que o
colostro humano contém numerosos componentes i-
munoloégicos, como células imunes e citocinas que
promovem papel determinante da protecdo precoce do
neonato (LABETA et al, 2000; FIELD, 2005, TOMICIC
etal., 2010).

Sabe-se que os componentes imunes do colostro e
do leite sdo importantes para os jovens mamiferos
(WHEELER et al,, 2007; STELWAGEN et al., 2009), po-
rém poucos trabalhos vém sendo desenvolvidos com a
espécie equina. Recente investigacdo demonstrou que
assim como em outras espécies, o colostro equino con-
tém componentes imunes além das imunoglobulinas
(DAVIS, 2012). Secor, Matychak e Fellippe (2012) de-
terminaram os niveis do fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a) no colostro equino e investigaram a correla-
¢do desse fator no colostro e no soro dos potros. Os au-
tores obtiveram evidéncias de que o TNF-«a transferido
pelo colostro pode desempenhar um importante papel
na manutencdo da saude dos potros (SECOR;
MATYCHAK; FELIPPE, 2012).

Diante disso, e conhecendo a importincia do de-
senvolvimento de uma resposta imune do tipo celular
para a prote¢do do potro contra microrganismos intra-
celulares, o objetivo desse estudo foi avaliar a presenca
de células no colostro de éguas clinicamente sadias
imediatamente ap6s o parto.

das com o mesmo volume de phosphate buffered sali-
ne (PBS) e centrifugadas a 1000 x g por 15 minutos a
4°C, conforme descrito por Koess e Hamann (2008).

Apds a centrifugacio, o sobrenadante foi despreza-
do pela inversdo tnica do frasco. O botao celular, con-
servado na superficie inferior do frasco, foi removido
por meio de aspersdo gentil com 30 mL de PBS. Uma
nova centrifugacdo foi realizada a 400 x g por 10 mi-
nutos a 4°C.

Apébs desprezar o sobrenadante, as células foram
ressuspendidas em 1 mL 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).

2.3 Avaliacao do perfil celular do colostro

Para avaliagdo das porcentagens celulares, amos-
tras de 100 uL de suspensdes celulares foram centri-
fugadas a 28 x g durante seis minutos, em citocentrifu-

ga.
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As laminas foram fixadas com alcool metilico e co-
radas com corante Panotico (Panotico Rapido, Labor-
Clin, Pinhais, PR, BR). A leitura das laminas foi realiza-

3 Resultados e discussao

Através da contagem diferencial dos leucécitos do
colostro em laminas obtidas por citocentrifugacao, foi
possivel comprovar a presenca de células e estabele-
cer a propor¢ao dos diferentes tipos de leucdcitos. Po-
de-se observar grande variagdo no perfil celular das
amostras de colostro estudadas. A célula predominan-
te na maioria das amostras foi o macrofago (5/12), se-
guido pelo linfécito (4/12) e neutrdfilo (2/12) (Tab.
1). Um animal apresentou porcentagens iguais de ma-
crofagos e linfécitos (animal 9). Ndo foram observados
eosinofilos.

Tabela 1 - Contagem diferencial de células do colostro cole-
tado imediatamente ap6s o parto de éguas clinicamente sa-
dias.

Tipo celular
Animal Macréfagos Neutréfilos Linfécitos Eosindfilos
1 49.2 n.2 39.6
2 21.5 58 20.5
3 29 32 39
4 9-5 18.5 72
5 44 5 51
6 40 37 23
7 26.4 383 353
8 755 9 15-5
2 48 4 48
10 26.5 10.5 63
1 48 5.25 46.75
12 51.7 24 24.3

Devido ao pequeno numero de células epiteliais
encontradas no presente estudo, optou-se por ndo
classificar separadamente as células epiteliais e os ma-
crofagos, ja que a diferenciagdo morfologica pode ser
complicada. Em adigdo a esse fato, a literatura ainda é
controversa sobre o assunto, jA que alguns autores
consideram que os macro6fagos podem sofrer varia-
¢des morfologicas de acordo com seus diferentes
graus de ativacao, podendo ser classificados como cé-
lulas epiteliais (SCHALM et al, 1971; LEE et al., 1980),
incluindo o fato de que células anteriormente conside-
radas como epiteliais e com capacidade de fagocitar
(SCHALM et al, 1971) eram, na realidade, células da
série mondcito/macréofago (JENSEN; EBERHART,
1981).

No colostro de vacas pode-se observar células epi-
teliais, macraéfagos, neutroéfilos, eosindéfilos, linfocitos e
mondcitos (SCHALM et al., 1971), sendo as mais abun-
dantes células nucleadas no colostro de vacas higidas
os macrofagos (SMITH; GOLDMAN, 1968) que atuam
na fagocitose de bactérias e fungos e interagem com

da por microscopia éptica de imersao em aumento de
1000x. Para a contagem diferencial foram analisadas
100 células.

linfécitos através de citocinas produzidas por eles
(GOMES et al.,, 2011).

Em comparagdo com os macréfagos encontrados
em amostras de colostro de éguas coletadas em até
seis horas apos o parto (SIMON et al., 2012) e em a-
mostras de colostro de porcas (LEE; MCCAULEY;
HARTMAN, 1983) observou-se uma menor predomi-
nancia de macréfagos vacuolizados (Fig. 1).

Figura 1 - Fotomicrografia de macréfago do colostro equino,
contendo gotas de lipidios, identificado morfologicamente
por microscopia 6ptica de imersdo (1000x).

Neste estudo, observou-se uma menor concentra-
¢do de neutroéfilos quando comparado com o estudo
realizado com o colostro coletado em até seis horas
(SIMON et al., 2012).

Figura 2 - Fotomicrografia de agregados celulares do colos-
tro equino, identificado morfologicamente por microscopia
optica de imersdo (1000x).

Foi observado, também, um nimero menor de a-
mostras com presenga de bactérias; isso pode ser de-
corrente da nio contaminagdo ascendente apds as
mamadas, ja que no estudo anterior em seis das sete
amostras que apresentaram uma maior concentracdo
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de neutroéfilos, foi possivel observar a presenga de bac-
térias e alto grau de degeneracdo dos neutroéfilos.

Figura 3 - Fotomicrografia de leucofagocitose no colostro
equino, identificado morfologicamente por microscopia 6p-
tica de imersao (1000x).

Tal resultado esta de acordo com encontrado em
trabalho realizado com vacas por Gomes et al. (2011),
onde ficou demonstrado que mesmo em mamas higi-
das, ocorre uma concentra¢do maior de células mono-
nucleares na primeira ordenha e, apés isso, ocorre
uma mobilizacdo mais intensa de neutrofilos para o
colostro. Segundo os autores, essas variacdes imedia-
tas ao parto podem estar relacionadas a importancia
do colostro de primeira ordenha aos bezerros neona-
tos, ou podem representar modificacdes fisioldgicas e
de defesa da glandula mamaria, durante o periodo de
colostrogénese a lactogénese. Resultado diferente foi
encontrado em estudos realizados por Lee (1980); E-
vans et al. (1982) e Lee e Outteridge (1981) com a-
mostras de bovinos, suinos e ovinos, onde o neutroéfilo
foi o tipo celular predominante no colostro, mesmo
quando nao foi detectada infecgao.

Foi possivel observar, também, um grande niimero
de agregados celulares (Fig. 2) e leucofagocitose (Fig.
3) que ndo foram observados em amostras coletadas
em até seis horas apds o parto (SIMON et al., 2012).

Em tnico estudo de avaliacdo de células do colos-
tro realizado com a espécie equina, Turner et al
(2003) observaram por meio de citometria de fluxo,

4 Consideracoes finais

A célula predominante na maioria das amostras es-
tudadas foi o macrdéfago, seguido por linfdcitos e neu-
tréfilos. A ndo contaminacdo ascendente apds a ma-
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porcentagens médias de neutréfilos, macréfagos, lin-
fécitos e células epiteliais de 13,2%; 22,4%; 63.2% e
1.3%, respectivamente, apds a utilizagdo de imunoes-
timulantes. Tal resultado difere do encontrado por Si-
mon et al. (2012), porém a alta porcentagem de linfo-
citos encontrada pode ser comparada a observada no
presente estudo. Apesar de terem sido empregadas
técnicas diferentes e no presente trabalho nio ter sido
realizado nenhum tipo de estimula¢do imunoloégica, fi-
ca mais uma vez comprovada a existéncia de linfécitos
na secrecdo lactea de éguas sadias.

Estudos realizados com bovinos, suinos e ovinos
demonstraram a existéncia de um nimero significati-
vo de leucdcitos no colostro, comprovando que esses
leucdcitos sdo funcionais e podem aumentar a expres-
sdo de marcadores de superficie, indicando ativacdo
(TURNER et al, 2003). Além disso, a transferéncia de
imunidade celular via colostro ja foi demonstrada em
suinos utilizando um modelo de Mycoplasma hyop-
neumoniae (BANDRICK et al., 2008). Tal resultado es-
timula o nosso grupo a continuar investindo esforgos
nessa linha de pesquisa, visto que é de conhecimento a
necessidade do desenvolvimento de uma resposta i-
mune celular pelo potro para a defesa contra micror-
ganismos intracelulares, como o Rhodococcus equi.

Nao existe no mercado uma vacina que seja com-
provadamente segura e eficaz contra a rodococose e o
unico método de prevencdo consiste em alteracdes no
manejo da propriedade e a administracdo de plasma
hiperimune, que além de ndo ser confirmadamente e-
fetivo, representa alto custo para a propriedade
(GIGUERE et al., 2002; CASTON et al.,, 2006). Diversas
estratégias vacinais ja foram testadas, usando R. equi
avirulento ou bactérias mortas (LOPEZ et al, 2003;
CAUCHARD et al, 2004; TAOUJI et al, 2004;
HAGHIGHI; PRESCOTT, 2005), porém todas falharam
na indugao de protegdo. Se for comprovada a passa-
gem de linf6citos antigenos-especificos do colostro pa-
ra o potro, espera-se que uma vacina que tenha a ca-
pacidade de induzir o desenvolvimento de imunidade
celular seja eficaz no controle da doenca.

mada pode determinar uma menor concentracdo de
neutrofilos nas amostras de colostro coletadas imedia-
tamente apos o parto.
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