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Isolamento de fagocitos viaveis do leite de bufalas
(Bubalus bubalis ) higidas, sem elicitacdo, criadas
no estado de Sao Paulo

Isolation of viable phagocytes from healthy buffaloes milk
(Bubalus bubalis) , without elicitation, bred in Sao Paulo state

Alice Maria Melville Paiva Della Libera,* Eduardo Harry Birgel,** Enio Mori,*** Sandra Satiko Kitamura,****
Regina Mieko Sakata Mirandola,***** Wanderley Pereira de Araujo******

Resumo

A obtencédo de células viaveis do leite em quantidade adequada tem sido considerada limitante para a avaliacdo das fungées
celulares, sem elicitagdo prévia e na auséncia de inflamacédo. O presente estudo teve por objetivo padronizar o volume e
descrever o processamento das amostras para a recuperacdo de 2 x 10° células viaveis/ml em suspenséo, a partir de leite de
bufalas higidas, sem elicitagéo, criadas no estado de S&o Paulo. Para tal, foram colhidas 114 amostras de leite de bufalas,
negativas no CMT e ao isolamento bacteriolégico, compondo-se trés grupos com amostras constituidas de diferentes volu-
mes (100 a 125 ml; 500 ml e com 750 ml) de leite. As amostras foram submetidas a contagem de células somaticas e foram
realizados os célculos dos numeros e percentuais de células viaveis. Empregando-se esse procedimento para isolamento
das células viaveis em quantidade e qualidade adequadas, concluiu-se que, em face da pequena concentracéo de células do
leite de bufalas higidas, foram necessarios maiores volumes da amostra, fato que aumentou o tempo de processamento e
manipulacdo das mesmas, comprometendo a viabilidade celular e consequentemente as aplicagBes experimentais futuras.
O volume de 500 ml de leite foi considerado o mais eficiente para a recuperagédo de células em quantidade e qualidade
adequadas para ensaios in vitro.
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Abstract

The obtainment of viable cells from milk in adequate quantity has been considered a limiting factor for evaluation of cells
functions, without previous elicitation and in absence of inflammation. The aim of the present work was to standardize volume
and describe the samples processing for recover of 2 x 10° viable cells/ml of healthy buffaloes milk, without elicitation, of
animals bred in Sao Paulo state. For this purpose, 114 milk samples from mammary quarts of buffaloes negative for CMT and
also for bacteriological isolation were obtained, building three samples groups with different milk volumes (100 - 125 ml; 500
ml and 750 ml). The samples were analyzed for somatic cells count and viability. Using this experimental model for isolation of
viable cells in adequate quantity and quality, we concluded that because of low cells concentration of healthy buffaloes milk,
more volumes of samples were necessary. Therefore, this fact raised processing time and manipulation of samples. Low
cellular viability may cause problems in downstream applications. The 500ml of volume milk was considered more efficient for
recover of cells in adequate quantity and quality.
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Introducéo qgue as células sejam obtidas em quantidade (Concha e

x . o . Holmberg, 1990) e qualidade (Piccinini et al., 1990) adequa-
Com a evolugdo da imunologia clinica, protocolos para avali- 45 e passiveis de serem preservadas em condicdes proxi-
acoes das fungdes celulares in vitro muito tém contribuido N0 155 as condicdes in vivo (Schalm et al., 1971, Desiderio e
estudo das alteracbes da glandula mamaria (Dhakal et al,  campbell, 1980; Nonnecke e Kehrli, 1985) e portanto sem
1991; Silva e Kariyawasam, 1996). Para tanto, € necessario  gjicitacio. As limitacdes técnicas se acentuam em amostras
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de secregdes lacteas com pequena concentragdo de células,
provenientes de glandulas mamarias ndo acometidas por
qualquer forma de mamite (Sandgren et al., 1991).

A viabilidade celular significa o percentual das células dispo-
niveis para manifestacdo de suas atividades ou, em outras
palavras, a populagéo celular funcional (Dhakal et al., 1991).
Esse indice foi valorizado por Piccinini et al. (1990) que des-
creveram maior viabilidade em amostras de leite de vacas
com mamite e consideraram a viabilidade como um “fator
imunolégico” que deveria ser considerado junto aos demais
fatores de defesa da glandula mamaria.

As raras pesquisas especificas sobre a funcéo de células do
leite de bufalas, além de avaliarem a contagem total de célu-
las, priorizaram estudos envolvendo neutréfilos apos indugéo
de aumento da celularidade, e deixaram claro que existem
diferengas quantitativas e qualitativas na celularidade des-
ses animais, quando comparados a bovinos (Silva e Silva,
1994; Kehrli e Harp, 2001).

O presente estudo teve por objetivo padronizar o volume e des-
crever 0 processamento das amostras para a recuperacao de
2 x 10° células viaveis/ml em suspensdao, a partir de leite de
bufalas higidas, sem elicitacéo, criadas no estado de Sao Paulo.

Material e métodos

Foram colhidas 114 amostras de leite (constituidas de trés
aliquotas) de 29 bufalas da raga Murrah, cujos quartos ma-
marios ndo apresentavam alteragGes ao exame fisico da glan-
dula mamaria, além de auséncia de grumos no leite, CMT e
exame microbioldgico negativos. A primeira aliquota destina-
va-se ao exame microbioldgico e foi colhida assepticamente.
A segunda aliquota foi colhida em frasco plastico contendo
bronopol e encaminhada para a contagem de células
somaticas (CCS) automatica.® A terceira aliquota foi colhida
em diferentes volumes, em recipiente plastico com capacida-
de de 750ml. Uma vez colhido, o leite dessa aliquota da amos-
tra era imediatamente filtrado em gaze estéril e transferido
para frasco de polipropileno contendo igual quantidade de
PBS livre de calcio e magnésio (pH 7,2-7,4). Inicialmente fo-
ram colhidas 42 amostras compostas de 100 a 125ml de
leite e, posteriormente 60 amostras contendo 500 ml de leite
e 12 amostras contendo 750ml de leite. As amostras foram
transportadas em recipientes isotérmicos contendo gelo pi-
cado e isoladas com papel toalha, impedindo o contato direto
dos frascos com o gelo, e atenuando choques do transporte.
A temperatura foi controlada a 4°C mantendo-se um termo-
metro digital cujo sensor foi fixado dentro de uma amostra
controle, além de outro termémetro de minima e de maxima
dentro do isopor. A temperatura da amostra foi igualmente
controlada durante todo o processamento, além de ter sido
usado material exclusivamente plastico para impedir o com-
prometimento principalmente das células da série dos
macréfagos (Jensen e Eberhart, 1981; Silva et al., 1996).

Vérias forgas reais de centrifugacdo (FRC) foram testadas
nessa pesquisa no processamento das amostras da secre-
¢ao lactea de bufala, fazendo-se sempre a avaliacéo citoldgica
da fracdo sobrenadante, sendo selecionada a FRC= 450g

1 Bentley 2000; Andlises realizadas no Programa de Andlise de Reba-
nhos Leiteiros, Curitiba, PR.
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por 20 minutos, a 4°C. Procedeu-se a primeira centrifugacao
em frascos tipo Falcon® com capacidade de 50ml cada. O
sobrenadante mais viscoso formado na por¢éo superior dos
frascos (tampédo de gordura), foi retirado com o auxilio de
uma espatula ou simplesmente teve seus bordos descola-
dos da parede do frasco, para depois reverter o contetido do
frasco uma Unica vez. Apds desprezar totalmente a fracao
sobrenadante liquida, ainda com o frasco invertido, proce-
deu-se a limpeza dos lados internos com papel absorvente
macio e, s6 entao, revertia-se novamente o frasco. As células
sedimentadas foram suavemente ressuspendidas com fra-
cos jatos de PBS e todo material ressuspendido de uma
mesma amostra centrifugada em varios frascos, foi colocado
em outro frasco tipo Falcon® estéril e o volume de 50 ml com-
pletado com PBS refrigerado. A suspensdo com os sedimen-
tos concentrados (pellet de células) do leite foi novamente
centrifugada nas condi¢des anteriormente descritas, despre-
zando-se o sobrenadante e ressupendendo-se o sedimento
em 1 ml de meio enriquecido (RPMI 1640; GIBCO® 31800-
04). Essa suspenséo celular foi submetida a prova de exclu-
sdo de azul de tripan para quantificacdo de células viaveis
(indice de viabilidade). A concentracdo de células viaveis
correspondeu as células contadas em camara para conta-
gem de leucdcitos, que ndo adquiriram coloragdo azul, ndo
se impregnando com o corante. Para converter o nimero de
células contadas no resultado final expresso em células/ml,
esse foi multiplicado por 10° e depois convertido para 106,
uma vez que para a maioria das avaliagbes in vitro seriam
necessarias 2 x 10°células/ml.

A viabilidade celular das amostras foi avaliada por andlise de
variancia e as médias, comparadas pelo teste de Duncan. As
CCS e a concentragdo de células viaveis foram analisadas
pelo teste de Mann-Whitney (Sampaio, 1998), usando-se
software estatistico SAS (2001) e Minitab (2000). Foram calcu-
ladas as freqiiéncias de amostras adequadas (minimo de 2
x 108células/ml) e quando necessario, calculou-se o coefici-
ente de correlagdo de Pearson entre as varidveis estudadas.

Resultado e discusséao

A viabilidade celular média das 114 amostras de leite de bufalas
higidas foi de 62,1 + 19,3% e da CCS média foi de 14.000
células/ml. A proposta de triagem das amostras de no minimo
2 x 10° células/ml, foi mais rigida do que a adotada por Silva e
Silva (1994), pois a confiabilidade na execucéo de uma avalia-
¢do in vitro dependeria desta etapa (Sandgren et al., 1991).

A prova negativa do CMT utilizada como critério de selecéo nes-
ta investigacdo fez prever-se pequena magnitude de células
presentes nas amostras, sem que se pudesse estimar o nu-
mero de células viaveis, provavelmente com contagem menor
do que 200.000 células viaveis/ml (Schalm et al.,1971), fato
confirmado pela menor contagem encontrada neste ensaio.

Com base neste resultado, houve a necessidade de se utili-
zar volumes maiores de leite para obtencéo de 2 x 10° célu-
las/ml. Nonnecke e Kehrli (1985) recomendaram aumentar a
quantidade de PBS adicionado ao leite para favorecer a recu-
peracéo celular. Quanto ao PBS, observou-se que discretas
oscilagdes do pH causaram perdas das amostras de leite

% Falcon — Corning
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colhidas e que esse deveria ser mantido continuamente refri-
gerado e em continente isotérmico.

Quanto a viabilidade celular neste estudo, encontraram-se
valores semelhantes nas amostras dos grupos com 100 a
125 e 500ml e maiores em relacéo ao grupo de 750ml (p<0,04).
Por outro lado, a percentagem de amostras com concentra-
¢do minima de 2 x 10% células/ml, foi aumentando
gradativamente até atingir 100% de aproveitamento, quando
se utilizou 750ml de leite, ou seja, a percentagem de amos-
tras com concentragdo minima de 2 x 108 células/ml aumen-
tou enquanto a viabilidade celular diminuiu significativamen-
te. Em relagdo a concentracdo celular, houve uma diferenca
significativa (p<0,01), onde com os volumes de 100 a 125mi
obteve-se 1,0 x 10° células/ml, aumentando para 2,1 x 10° e
3,8 x 108 células/ml com volumes de 500 e 750ml de leite,
respectivamente (Tabela 1).

Os valores da viabilidade encontrados foram iguais aos des-
critos por Nonnecke e Kehrli (1985), apesar desses autores

Tabela 1 — Viabilidade celular, freqiéncia de obtencdo de suspensdo com 2 x
106 células viaveis e medianas do numero de células isoladas por ml de leite.

Deve-se ressaltar que entre a colheita e a avaliagdo da viabi-
lidade decorreram cerca de quatro horas, utilizadas para o
transporte da propriedade ao laboratério, onde a amostra foi
centrifugada durante 20 minutos por duas vezes. A suspen-
sdo celular deve ser obtida o mais rapido possivel para ob-
tencdo de maior concentracdo de células somaticas viaveis
e, considerando-se que o processamento inicial consumiria
muito tempo, a viabilidade poderia ser comprometida. Pou-
cos relatos referiram essa tolerancia, mas é muito provavel
que o tempo de processamento da amostra possa interfir no
resultado final, fator minimizado se houvesse uma centrifuga
gue acondicionasse frascos que pudessem conter maiores
volumes de leite.

Nonnecke e Kehrli (1985) utilizaram amostras de maiores
volumes, porém as etapas ndo foram adequadamente des-
critas pelos autores. Apesar disso, a correlagdo positiva entre
o volume da amostra e a concentragdo celular foi baixa porém
significativa (r=0,24; p<0,009), sugerindo que na dependén-
cia da amostra, as células poderiam ser mais susceptiveis
as perdas durante o processamento ou en-
tdo mais frageis e com menor vitalidade.

As amostras de leite foram colhidas de

_ Viabilidade __ bufalas que ndo apresentavam alteracdes

Volume de leite NG celular Amostras0 Celualas,wavels da glandula mamaria, principalmente pro-
(m) (%) adequadas (%)  (x 10" células/ml) cessos inflamatérios. Nestas condicdes, as

100 — 125 42  653+214% 357 10 células do leite ndo estariam sendo mobili-
T ' . zadas intensamente da circulagao

500 60  614%17.0 56,7 21 sangiliinea para a mama, cOmo nos casos

750 12 46,1+17,2° 100 38° de mamite. Nos casos de inflamacéo de ori-

Letras distintas na mesma coluna indica diferenca estatistica entre si (# p<0,04; ## p<0,01).

terem utilizado leite bovino mantido em temperatura ambiente,
porém os valores obtidos no presente estudo foram discor-
dantes de Concha e Holmberg (1990), por terem sido eviden-
temente menores. Esses Ultimos pesquisadores obtiveram 3
x 10° células/ml com até 90% de viabilidade com amostras de
400ml de leite bovino, sem elicitacdo, utilizando a primeira
centrifugacdo a 800g por 20 minutos e diluicdo de 1:2 PBS.

Entre os valores obtidos para a CCS e a concentragdo de
células viaveis, pdde-se observar uma correlacdo positiva
(r=0,59; p<0,0001), indicando que quanto maior o nimero de
células somaticas na amostra de leite, maior a concentracéo
de células viaveis (Figura 1), como Kehrli e Harp (2001) evi-
denciaram em amostras de leite bovino.
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Figura 1 — Correlagdo entre a CCS (células/ml) e a concentragdo de
células viaveis (x 10° células/ml) do leite.
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gem bacteriana, as células mobilizadas com
0 objetivo de controlar o processo teriam
maior atividade, porém menos resistentes
ao processamento de concentracdo. Os resultados obtidos
foram concordantes com Piccinini et al. (1990), Dhakal et al.
(1991) que também referiram maior celularidade e viabilida-
de em grupos acometidos por mamite, independentemente
da fase de ordenha em que as amostras foram colhidas.

A necessidade de se utilizar um maior volume de leite para
obtencéo de células em quantidade e qualidade satisfatorias
para a execucdo de provas de avaliacdo funcional, poderia
limitar a sua realizacdo em bufalas, que na média, produzem
menos leite que bovinos com aptid&o leiteira. Nonnecke e
Kehrli (1985) ao desenvolverem pesquisas para avaliarem a
atividade linfocitaria do leite de bovinos, colheram 8 litros jus-
tificados pela pequena populagdo em animais sadios. Mes-
mo assim, concluiram que poderiam recuperar células do
leite, sem elicitagdo prévia, e portanto em condigcbes mais
proximas as fisiolégicas como proposto por Desiderio e
Campbell (1980).

Concluséo

A concentragdo celular € pequena no leite de bufalas higidas,
verificando-se que o aumento do volume das amostras de
leite aumentou o tempo de processamento diminuindo a via-
bilidade celular apesar da obten¢cdo de maior concentragédo
celular.

O volume de 500ml de leite foi 0 mais adequado para a recu-
peracdo de 2 x 10° células viaveis/ml, empregando a
metodologia aqui descrita.
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