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ABSTRACT.- Tchamo C.C.M., Santos L.E.C., Morato FEM.C., Godoy R.F, Garrine C.L.M.P. &
Santana A.E. 2014. [Imunophenotyping avaliation of lymphocyte subsets in cord
blood and peripheral blood of newborn piglets (Sus scrofa).] Avaliagio imunofeno-
tipica de subpopulagdes linfocitarias no sangue do cordao umbilical e periférico de sui-
nos neonatos (Sus scrofa). Pesquisa Veterindria Brasileira 34(4):385-389. Departamento
de Cirurgia e Anestesiologia Veterinaria, Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade Estadual Paulista, Campus de Botucatu, Distrito de Rubido Junior, s/n, Bo-
tucatu, SP 18618-970, Brazil. E-mail: ivansantos7 @hotmail.com

Considering the importance of umbilical cord blood as a potential source of stem cell
and, on the other hand, the use of the domestic swine (Sus scrofa) as a useful model for
biomedical research in regenerative medicine and aiming to contribute about the quantifi-
cation of lymphocyte subsets in umbilical cord blood and peripheral blood of newborn pig-
lets, this study aimed to quantify CD4*, CD5* and CD8" cells from umbilical cord blood and
peripheral blood from pigs at term blood samples. Were analyzed samples of the umbilical
cord blood and peripheral of 48 piglets of Topigs lineage, from healthy mothers, artificially
inseminated and natural birth. Blood samples were collected from the umbilical cord at
birth, by the umbilical vein, and peripheral blood by venous sinus retro-ophthalmic. The
immunological measurements of CD4*, CD5* and CD8* were obtained by flow cytometry.
The relative average values for the CD4*, CD5* e CD8* counts in umbilical cord blood and
peripheral blood of newborn piglets were inferior to those reported for peripheral blood
in adult pigs, suggesting immunological immaturity. The ratio CD4*:CD8* in umbilical cord
blood (3.2+1.2%) and peripheral blood (3.2+1.7%) showed a predominance of TCD4* over
TCD8*. The percentage of CD4* and CD8" cells was 1.37+0.86% and 1.15+0.57%, respec-
tively, in umbilical cord blood and peripheral blood.

INDEX TERMS: Cytometry, lymphocytes, pigs, immunophenotyping.

RESUMO.- Considerando a importancia do uso do sangue
do corddo umbilical como fonte potencial de células tron-
co hematopoiéticas e o uso do suino doméstico (Sus scro-
fa) como modelo para pesquisas biomédicas em medicina
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regenerativa, e por outro lado, visando dar um contributo
sobre a quantificacdo das subpopulacdes linfocitarias no
sangue do corddo umbilical e periférico, objetivou-se quan-
tificar as células CD4*, CD5* e CD8* nas amostras de sangue
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de suinos neonatos. Analisaram-se as amostras do sangue
do corddo umbilical e periférico de 48 leitdes de linhagem
Topigs, provenientes de porcas higidas, inseminadas arti-
ficialmente e de parto natural. Foram coletadas amostras
de sangue do corddo umbilical e periférico no momento
do nascimento, por meio de venopunc¢ado da veia umbilical
e seio venoso retro-oftalmico, respectivamente. As quan-
tificacdes imunofenotipicas de células CD4*, CD5* e CD8*
foram obtidas por citometria de fluxo. Os valores médios
obtidos para as contagens das células CD4*, CD5* e CD8* do
sangue do cordio umbilical e periférico apresentaram-se
inferiores aos reportados para o sangue periférico de sui-
nos adultos, sugerindo um componente imunolégico ima-
turo. A proporgao CD4*:CD8* obtida no sangue do cordio
umbilical (3,2%£1,2%) e no sangue periférico (3,2+1,7%)
ilustrou a predominancia dos linfécitos TCD4* com relagao
aos TCD8*. A quantidade relativa de células CD4* e CD8* no
sangue do corddo umbilical e periférico foi de 1,37+0,86%
e 1,15+0,57%, respectivamente.

TERMOS DE INDEXAGAO: Citometria, linfécitos, suinos, imunofe-
notipagem.

INTRODUCAO

Durante as ultimas trés décadas, estudos sobre o sistema
imunitario de suino aumentaram significativamente, fase
ao interesse pelo estudo do sistema linfoide. Este aumen-
to foi devido a sua organizacdo e a heterogeneidade unica,
associado a possibilidade de uso de suinos domésticos (Sus
scrofa) como um modelo experimental promissor nas pes-
quisas em allo e xenotransplantes, devido a similaridade
fisioldgica ao homem (Sachs 1994, Cooper et al. 2002).

Por outro lado, o estudo sobre os anticorpos monoclo-
nais especificos para as membranas de leucécitos de suino,
tornou possivel, melhorando de certa forma, a caracteri-
zacgdo do fendtipo e fungdes de varias populagdes de leu-
cocitos desta espécie (Piriou-Guzylack & Salmon 2008).
Consequentemente, receptores de células T (TcR) de sub-
conjuntos de células T-af* e de células T-y5*, assim como os
diferentes subconjuntos de células B, foram identificados
no sangue periférico de suino (Yang & Parkhouse 1996), no
baco, mesentério e sangue do cordido umbilical, entre o 402
dia e 1102 dia de gestacdo (Sinkora et al. 1998).

Saalmuller et al. (1994), caracterizaram a molécula CD5*
e observaram que a mesma € expressa nos timaécitos (92%
a97%) e em 54% a 97% nos linfécitos T do sangue perifé-
rico. Por outro lado, 10% a 30% dos linfécitos B expressam
a molécula CD5* em baixa intensidade. Dessa forma, altos
niveis da molécula CD5* sdo evidenciados nos linfocitos T
auxiliares CD4*, linfocitos T de memoria CD4 e CD8 (duplo
positivo) e em linfécitos T citotéxicos CD8* (Piriou-Guzyla-
ck & Salmon 2008).

O sistema imune de suino apresenta certas particulari-
dades, das quais é o Unico no qual a expressao de antigenos
CD4 e CD8 definem quatro subpopulacdes de linfécitos T
extra timicos (Saalmuller et al. 1989). Além dos fendtipos
classicos dos linfécitos CD4* e CD8 (T auxiliares), e célu-
las CD4 e CD8* (T citotdxicas), os linfécitos TCD4 e CD8, e
TCD4*e CD8*, sdo predominantes na circulacdo, assim como
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no pool de linfécitos T tissulares (Saalmuller et al., 1989).
Os mesmos podem ser encontrados entre o total dos linf6-
citos T, sendo que 10% a 60% sdo células TCD4* e TCD8*
(Pescovitz et al. 1994). Zuckerman & Husmann (1996) re-
portaram que este subconjunto de linfécitos T representa
menos de 2% do total dos linfécitos em suinos com menos
de uma semana de idade e aumenta gradualmente com a
idade até 30 a 55% entre 45 e 54 meses de idades

Num estudo realizado por Sinkora et al. (1998), na qual
pesquisaram o fendtipo de superficie das células linfoides
fetais no timo, corddo umbilical, bago e no linfonodos me-
sentéricos, em diferentes estagios de gestacdo, observaram
que o primeiro subconjunto de linfécitos TcR-of3* proemi-
nentes, detectado no sangue do cordio umbilical foi o de
linfécitos T auxiliares CD4* e CD8 af. Os mesmos consti-
tuiram uma subpopulagdo de células T dominante ao longo
de todo o desenvolvimento fetal, atingindo 30% de células
positivas ao nascimento. Por outro lado, os linfécitos T ci-
totéxicos CD4 e CD8 af3 ndo foram identificados no cordao
umbilical até aos 55 dias de gestacdo. Apds este periodo,
ocorreu um aumento gradativo até ao nascimento, atingin-
do 0s 10% ao 1102 dia de gestagdo.

A quantificacdo fenotipica de linfocitos do sangue do
corddo umbilical pode ser realizada através da citometria
de fluxo. As células sdo marcadas com anticorpos mono-
clonais especificos ligados aos fluorocromos, identificadas
e quantificadas com base no seu tamanho, granularidade
interna e intensidade de fluorescéncia (Roit et al. 2003).

Visto que o sangue do corddo umbilical constitui uma
promissora fonte de células-tronco hematopoiéticas, re-
presentando superioridade em relacdo as outras fontes,
principalmente no que se refere a facilidade de coleta,
quantidade e qualidade celular e menor incidéncia de re-
acoes imunes apos transplantes, devido a imaturidade dos
linfocitos T (Rocha et al. 2001, Rogers & Casper 2004), o es-
tudo tem como objetivo avaliar quantificamente as células
linfocitarias CD5*, CD4* e CD8* no sangue do corddo umbili-
cal de suinos neonatos, utilizando anticorpos monoclonais
especificos para cada tipo celular, e deste modo fornecer
informacdo relativa a composicdo de células do sangue do
corddo umbilical de suinos neonatos e comparar com os va-
lores obtidos do sangue periférico.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 48 leitdes de linhagem Topigs, provenientes de
porcas higidas, inseminadas artificialmente e de parto natural.
Sangue do corddo umbilical (6mL) foi coletado no momento do
nascimento, por venopun¢do da veia umbilical, na porg¢do justa
placentaria do cordio umbilical. Apds a coleta, as amostras foram
colocadas em tubos contendo acido etilenodiamninotetracético
dipotéssico (K, - EDTA), em solu¢do aquosa a 10%. Em seguida, foi
coletado de cada leitdo sangue periférico (2mL), por venopunc¢do
no seio venoso retro-oftalmico, e colocados tubos contendo acido
etilenodiamninotetracético dipotassico (K, - EDTA), em solugao
aquosa a 10%.

Apos as coletas, as amostras foram mantidas refrigeradas, por
um periodo de trés horas, antes da realizacdo dos exames labora-
toriais. As amostras do sangue do corddo umbilical e do periférico
foram submetidas a contagem total dos leucécitos, utilizando um
contador automatico de células (ABC-VET, ABX - Fr), e a contagem
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diferencial foi realizada por meio de esfregacos de sangue, fixa-
dos ao ar e imediatamente corados com uma mistura de Metanol,
May-Griinwald e Giemsa.

Para a avalia¢do citofluorométrica, as amostras foram prepa-
radas 24 horas apos a coleta, sendo o procedimento realizado no
Laboratdrio de Patologia Clinica Veterinaria, Faculdade de Cién-
cias Agrarias e Veterindrias de Jaboticabal, Unesp.

Foram utilizados cinco tubos conicos Falcon para cada amos-
tra de sangue do cordio umbilical e periférico, colocando 100uL
da amostra de sangue correspondente.

No tubo 1 (controle negativo celular) nao foi adicionada ne-
nhuma substancia. No tubo 2 (controle negativo isétopo), foram
adicionados 2uL dos is6topos IgG2b Alexa fluor 488 (MCA691
A488, AbDSerotec, Bio-Rad Laboratories, Inc, USA) e IgG2a PE
(MCA929PE, AbD Serotec, Bio-Rad Laboratories, Inc., USA).

No tubo 3 (imunomarcagao direta para CD4* e CD8*) foram
adicionados os anticorpos monoclonais camundongo anti-suino
CD4a FITC (clone MIL17, MCA1749F, AbDSerotec, Bio-Rad Labo-
ratories, Inc, USA) e W CD8a RPE (clone MIL-12MCA1223PE, AbD
Serotec, Bio-Rad Laboratories, Inc, USA). No tubo 4 (controle ne-
gativo do anticorpo secundario) adicionou-se 0,5uL do anticorpo
secunddrio Goat anti-mouse conjugado ao fluorocromo Alexa Flu-
or 647 (Bio-Rad Laboratories, Inc., USA).

Finalmente, no tubo 5 (imunomarcac¢do indireta para CD5*)
foram adicionados 2ul. de anticorpo monoclonal camundongo
anti-suino CD5 purificado (clone 1H6/8, MCA2307, AbDSerotec,
Bio-Rad Laboratories, Inc., USA).

Todos os tubos foram submetidos a incubagcdo em tempera-
tura ambiente e no escuro por 20 minutos. Em seguida, foram
adicionados 1mL de tampao de lise de hemacias (FACS Lysing
Solution,Becton Dickinson, USA) aos tubos 1, 2, 3 e 4, seguido de
homogeneizacdo, e novamente incubados na auséncia de luz por
10 minutos, a temperatura ambiente. A suspensédo de células foi
submetida a centrifugacdo a 1800rpm por 3 minutos e o sobre-
nadante foi descartado. De seguida, foram adicionados 2mL de
solucdo salina tamponada com fosfato 0,01 M e pH entre 7,4 e 7,6
(PBS). Este procedimento foi repetido por duas vezes.

No tubo 5, apds a primeira incubagio, foi realizada uma la-
vagem com PBS e a suspensdo celular foi centrifugada a 1800
rpm por 3 minutos e o sobrenadante foi descartado. Apds a cen-
trifugacdo foi adicionado 0,5 pL de anticorpo secundario Goat
anti-mouse conjugado com fluorocromo Alexa Fluor 647 (Bio-
-Rad Laboratories, Inc, USA) e submetido a incubagio no es-
curo, em temperatura ambiente, por 20 minutos. De seguida,
foi adicionado 1mL de tampao de lise hemacias (FACS Lysing
Solution,Becton Dickinson, USA) e resubmetido a incubagdo por
mais 10 minutos, desprovido de luz e em temperatura ambiente.
Uma segunda centrifugacdo foi realizada a 1800rpm por 3 minu-
tos, e o sobrenadante foi descartado. Adicionou-se 2mL de PBS e
realizou-se os procedimentos de lavagem das células novamen-
te. Este procedimento foi repetido por duas vezes. Apos a ultima
lavagem, as células foram suspendidas com 100uL de PBS, em
formol a 1%.

As amostras foram submetidas a andlise no citofluorometro
(FACS Calibur, Becton Dickinson, USA) para identificagdo e conta-
gem das células CD4*, CD5* e CD8". Para a identificacdo e quanti-
ficacdo das populagdes das células CD4*, CD5* e CD8*, foram ob-
tidos 10 000 eventos utilizando o programa de computador (Cell
Quest Pro Software, Becton Dickinson, USA), que forneceu o histo-
grama e tabela com a quantidade de células positivas detectadas
pela imunofenotipagem.

0 calculo dos valores absolutos de células CD4*, CD5* e CD8*
no sangue do corddo umbilical e periférico foi realizado multipli-
cando o nimero de eventos (células positivas para CD4*, CD5* e

CD8" no citdbmetro de fluxo) pela contagem absoluta de linfécitos
e dividido por 100.

Para a comparacdo dados da contagem de células CD4*, CD5* e
CD8*, entre os grupos sangue do corddo umbilical e periférico, foi
utilizado o teste T pareado com P<0,05 considerado significativo.

0 trabalho foi aprovado pela comissio de Etica no uso de ani-
mais da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterindrias de Jabotica-
bal, Unesp (Protocolo n®012421/10).

RESULTADOS

Os valores do leucograma foram usados para o calculo do
valor absoluto das subpopulagdes linfocitarias, sendo que
os valores médios e desvios padrdes obtidos para contagem
total dos leucécitos no sangue do cordao umbilical e peri-
férico, ao nascimento, foram: 4,84+1,57.10° leucocitos/uL
e 6,98+2,5.10% leucdcitos/pL, respectivamente. Em relagio
aos linfécitos, os valores médios e desvios padrdes no san-
gue do corddo umbilical e periférico, ao nascimento, foram:

Quadro 1. Valores relativos médios (%) e desvios padrdes de
células CD4+, CD5+ e CD8+ do sangue do cordio umbilical
(SCU) e periférico (SP), coletado imediatamente ap6s o nas-
cimento de suinos neonatos (n=48). Jaboticabal /SP, 2011

Grupos CD4+% CD5+% CD8+%
SCU 31,48 + 8,8A 55,08 £ 19,72A 10,6 + 3,2A
SP 30,85 +7,9A 56,34 +17,13A 11,13 +4,2A

Médias da mesma coluna, seguidas por letras maitsculas iguais, ndo di-
ferem entre si (P<0,05) e estabelecem a comparagio entre os grupos.

Quadro 2. Valores absolutos médios (células/pL) e desvios
padrdes de células CD4+, CD5+ e CD8+ do sangue do cordio
umbilical (SCU) e periférico (SP), coletado imediatamente
apos o nascimento de suinos neonatos (n=48). Jaboticabal/

SP, 2011
Grupos CD4+ CD5+ CD8+
(células/uL) (células/uL) (células/pL)
SCU 455,3 £ 198,9A 812,7 + 434,7A 154,8 £ 76,3A
SP 597,4 + 324,8A 1066,1 + 586,8A 211,7 +121,2A

Médias da mesma coluna, seguidas por letras maitsculas iguais, ndo di-
ferem entre si (P<0,05) e estabelecem a comparagdo entre os grupos.

1,54+0,74.103 linfécitos/ul. e 1,91+0,84.103 linfécitos/uL,
respectivamente. Os valores médios relativos e absolutos e
os respectivos desvios padrdes da contagem de células CD4*,
CD5* e CD8* no sangue do corddo umbilical e periférico de
suinos neonatos, estdo apresentados nos Quadros 1 e 2.

A razdo CD4/CD8 (duplo positivo) no presente estudo
foi de 3,2, tanto para o sangue do corddo umbilical como
para o sangue periférico, indicando que as células CD4* re-
presentam o subconjunto de células dominantes quando
comparadas com as CD8". Em relacdo ao sangue do cordao
umbilical, obteve-se um valor relativo de 31% para as cé-
lulas CD4*, e 10,6% para as CD8", e no sangue periférico os
valores relativos foram de 30,8% e 11,1%, de CD4* e CD8",
respectivamente.

Relativamente aos linfocitos TCD5*, os valores relativos
obtidos do sangue do cordido umbilical e periférico foram
56,2% e 56,5%. O subconjunto de linfécitos TCD4* e TCD8",
apresentaram valores de 1,3% e 1,1% no sangue do cordao
umbilical e periférico, respectivamente.
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DISCUSSAO

Os leitoes, diferentemente dos suinos adultos, constituem
uma fonte tinica de material para estudo do desenvolvimen-
to da resposta imune pés-nascimento sem qualquer outro
estimulo de antigeno, desde que sejam criados livres de ger-
mes e com ambiente livre de antigenos (Lunney etal. 2002).

Embora existam relatos de imunofenotipagem de linf6-
citos do sangue de suinos em diferentes faixas etarias (Pes-
covitz et al. 1985, Joling et al. 1994, Saalmuller et al. 1994),
estudos publicados em relagdo as caracteristicas imuno-
fenotipicas do sangue do corddo umbilical e periférico em
suinos neonatos sio escassos. Sendo assim, este estudo for-
nece informacdes para o ponto de partida de futuros estu-
dos com sangue de cordao umbilical de suinos.

Os anticorpos monoclonais CD4, CD5 e CD8, usados no
estudo, foram selecionados conforme descrito por Pesco-
vitz et al. (1985) e caracterizados durante o primeiro e se-
gundo Workshop Internacional Suino (Lunney et al. 1994).
Segundo Byrne et al. (2000), a analise dos linfdcitos pela
citometria de fluxo deve ser precedida pela contagem total
e diferencial dos leucécitos. Os valores absolutos para as di-
ferentes subpopulagdes linfocitarias sdo estabelecidos com
base nas porcentagens obtidas por citometria de fluxo, nos
valores totais de leucocitos e relativos de linfécitos, sendo
assim foi realizado o leucograma para o calculo do valor ab-
soluto das subpopulagdes linfocitarias.

A razdo CD4/CD8 (duplo positivo) de 3,2, tanto para o
sangue do corddo umbilical como para o sangue periférico,
indicou que as células CD4* representaram o subconjunto
de células dominantes quando comparadas com as CD8*,
sendo coerente com o citado por Sinkora et al. (1998) no
sangue do cordao umbilical de suinos no periodo entre o
559 dia e 1109 dia de gestagdo. Schultz et al. (2000), em um
estudo realizado com imunohematologia humana, conside-
rou a dominancia de linfécitos TCD4* em fetos como reflexo
de um mecanismo fisiolégico que visa prevenir uma possi-
vel rejeicdo fetal.

As porcentagens médias obtidas no estudo em relacdo
ao sangue do corddo umbilical e periférico para as célu-
las CD4* e CD8*, foram relativamente mais baixas quando
comparadas as obtidas por Pescovitz et al. (1994), Whittall
& Parkhouse (1997) no sangue periférico de suinos adul-
tos. Essa diferenca pode ser explicada pelo fato que apos o
parto, os neonatos possuindo um sistema imune imaturo e
sem contato prévio com antigenos, sdo expostos a um am-
biente ndo estéril, induzindo uma resposta imunitaria pri-
maria mais baixa e menos diversificada em relagio aos sui-
nos adultos (Salmon 2000). Estudos realizados por Sinkora
etal. (1998) observaram ao longo do desenvolvimento fetal
de suinos um aumento gradual de células CD4* e CD8", che-
gando aos 1102 dia de gestagdo com valores de 30% e 10%
para CD4* e CD8*, respectivamente. Esses valores sdo infe-
riores aos obtidos no presente estudo, tanto para o sangue
do cordao umbilical quanto para o periférico, sendo obser-
vado, mais claramente, nos valores absolutos.

Relativamente aos linfocitos TCD5*, os valores relativos
obtidos do sangue do corddo umbilical (56,2%) e periférico
(56,5%), sao similares aos relatos por Li & Chen (2001),
Tizzard (2002), porém, em suinos adultos.
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Os resultados obtidos no estudo revelaram uma quanti-
dade total de células T e de subpopulagdes linfocitarias do
sangue do corddo umbilical e periférico de suinos neonatos
menor que a quantidade relatada por Godoy et al. (2007)
em equinos e Capua et al,, (2009) em caninos. Essa menor
quantidade de células T observadas no sangue do cordio
umbilical sugere um componente imunoldgico imaturo, e
pode ser explicado pela expressdo tardia de moléculas de
superficie ap6s o nascimento (Schultz et al. 2000).

No estudo, obteve-se um subconjunto de linfocitos
TCD4* e TCD8" no sangue do corddo umbilical e periféri-
co e valores similares aos relatados por Zuckermann et al.
(1990), na qual obtiveram valores menores que 2%, no
sangue periférico de suinos com uma semana de idade. De
acordo com Pescovitz et al. (1985), Joling et al. (1994), um
numero consideravel deste subconjunto de células é detec-
tado no baco e no sangue periférico. Em outras espécies,
presume-se que estas células desintegram-se no timo ou se
diferenciam em CD4* CD8 ou CD4 CD8* ao longo do tem-
po (Scollay & Shortman 1985). Contudo, os suinos sdo uma
excecdo, devido a deteccdo de CD4* e CD8* no sangue e no
baco, também, nos linfonodos de suinos adultos, sendo a
sua funcdo desconhecida (Zuckerman & Husmann 1996).
Contudo, Tizard (2002) sugeriu que essa populac¢io de lin-
focitos T, duplamente positivos, pertence as células T efeto-
ras de memoria.

CONCLUSOES

A quantidade de linfécitos T CD5* (Pan-T) e subpopula-
¢oes linfocitarias CD4* (T auxiliares) e CD8* (T citotoxicas)
do sangue do corddo umbilical ndo difere do sangue peri-
férico obtido do seio venoso retro-oftalmico de suinos neo-
natos; porém, se mostra inferior a reportada para o sangue
periférico de suinos adultos, sugerindo um componente
imunoldgico imaturo.

A razao CD4/CD8 (duplo positivo) possui predominan-
cia de células CD4*, estando presente, tanto no sangue do
corddo umbilical como no sangue periférico de suinos neo-
natos, uma porcentagem de células CD4*e CD8" menor que
1,5%.
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