Pesq. Vet. Bras. 37(7):754-758, julho 2017
DOI: 10.1590/S0100-736X2017000700017

Quantificacao de subpopulacgdes linfocitarias no sangue
periférico de caes sadios adultos’

Lucas A.S. Santana?*, Fabiana R. Morais?, André M. Santana*, Fabiana A. Voorwald*
e Aureo E. Santana*

ABSTRACT.- Santana L.A.S., Morais E.R., Santana A.M., Voorwald FA. & Santana A.E. 2017.
[Lymphocyte subsets in peripheral blood of adult healthy dogs.] Quantificacdo de sub-
populacdes linfocitarias no sangue periférico de cdes sadios adultos. Pesquisa Veterindria
Brasileira 37(7):754-758. Departamento de Medicina Veterindria Preventiva e Reprodu-
¢do Animal, Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Universidade Estadual Paulista
“Jalio de Mesquita Filho”, Via de Acesso Prof. Paulo Donato Castellane s/n, Jaboticabal, SP
14884-900, Brazil. E-mail: luckyvet01@hotmail.com

Flow cytometry has established itself as a useful tool in veterinary practice, particularly
for small animals practice. Such knowledge has made necessary the establishment of phy-
siological values for different lymphocyte subpopulations, indispensable to understanding
the dynamics of lymphoid cellularity in various pathological conditions. In this sense, the
objective of this study was to determine, through cytometric technique, lymphocyte subsets
of CD5'CD4*, CD5*CD8* and CD21* in four different breeds of domestic dogs, so to add in-
formation about the immunological profile of different breeds. A total of 40 adult dogs were
used (2-7 years), being males and females of Beagles (G1, n=10), Golden Retrievers (G2,
n=10), English Bulldogs (G3, n=10) and crossbreed dogs (G4, n=10). Blood samples were
collected by jugular venipuncture, using vacuum flasks system (K2-EDTA). Hemogram and
processing of samples for flow cytometry were performed within a maximum of 24 hours
after blood collection. Samples were analyzed using FACSCanto device (Becton Dickinson,
San Jose, CA, USA). FACSDiva software (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA) was used to
identify and quantify the CD5* CD4*, CD5*CD8", and CD21*, which provided the histogram
and the respective table with the number of cells identified by immunophenotyping. The data
obtained for T helper lymphocyte count, T cytotoxic/suppressor lymphocyte count and B
lymphocytes were tabulated and submitted to analysis of variance by F test. Tukey test at 5%
probability was used to compare means between the different breeds of dogs. The average
values for CD5*CD8" cell count in peripheral blood in G1, G2, G3 and G4 were of 155, 206,
544 and 503 cells/uL, respectively. The average values for CD5"CD4" cell count in peripheral
blood in G1, G2, G3 and G4 were of 746, 642,855 and 1101 cells/uL, respectively. The average
values for CD21 + cell count in peripheral blood for G1, G2, G3 and G4 were of 171, 299, 494
and 403 cells/uL, respectively. Therefore, The average number of cells obtained for the sub-
sets of cytotoxic T lymphocytes was significantly higher (p<0,05) in the British Bulldogs and
crossbreed dogs compared to those found in Beagles and Golden Retrievers. Furthermore, it
was observed that the average number of cells obtained for the subsets of B lymphocytes was
significantly higher (p<0,05) in English Bulldogs compared to that of Beagles.

INDEX TERMS: Dogs, flow citometry, lymphocytes.
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RESUMO.- A citometria de fluxo vem se firmando como
uma ferramenta util na pratica médico-veterinaria, par-
ticularmente na clinica de pequenos animais. Tal conhe-
cimento tem ensejado o estabelecimento de valores fi-
siolégicos para diferentes subpopulacdes linfocitarias,
indispensaveis a compreensao da dinamica da celularidade
linféide, em diversas situacdes patoldgicas. Assim sendo, o
presente ensaio teve como objetivo imunomarcar, por in-
termédio da técnica citométrica, as subpopulagdes linfoci-
tarias CD5*CD4", CD5*CD8* e CD21*, em quatro diferentes
racas de cides domésticos e sadios, de tal forma a agregar
informacdes sobre o perfil imunolégico das diferentes ra-
¢as. Foram utilizados 40 cdes adultos (2-7 anos), machos e
fémeas, das racas Beagle (G1, n=10), Golden Retriever (G2,
n=10), Bulldog Inglés (G3, n=10) e sem raga definida (SRD)
(G4, n=10). As colheitas de sangue foram realizadas por ve-
nipuncao jugular, utilizando-se sistema de frascos a vacuo
(K,-EDTA). O hemograma e o processamento das amostras
para citometria de fluxo foram realizados num prazo ma-
ximo de 24 horas apds a colheita do sangue. As amostras
foram analisadas no citofluorémetro FACSCANTO (Becton
Dickinson, San Jose, CA, USA). Utilizou-se o programa FACS-
Diva (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA), para identificar
e quantificar as células CD5*CD4*, CD5*CD8* e CD21*, que
forneceu o histograma e respectiva tabela com a quantida-
de de células detectadas pela imunofenotipagem. Os dados
obtidos para contagem de linfécitos T auxiliares, T citoto-
xicos/supressores e linfécitos B foram tabulados e subme-
tidos a Andlise de Variancia pelo teste F. O teste de Tukey
a 5% de probabilidade foi utilizado para comparagao das
médias entre as diferentes ragas de cdes. Os valores médios
de contagens de células CD5*CD8* no sangue periférico do
G1, G2, G3 e G4 foram de 155, 206, 544 e 503 células/uL,
respectivamente. Os valores médios de contagens de célu-
las CD5*CD4"* no sangue periférico do G1, G2, G3 e G4 foram
de 746, 642, 1101 e 855 células/pL, respectivamente. Os
valores médios de contagens de células CD21* no sangue
periférico do G1, G2, G3 e G4 foram de 171, 299, 494 e 403
células/pL, respectivamente. Assim sendo, o nimero médio
de células obtido para a subpopulagao de linfécitos T cito-
toxicos foi significativamente maior (p<0,05) nos Bulldogs
Ingleses e cies SRD, comparativamente aqueles encontra-
dos nos grupos de Beagles e Golden Retrievers. Ademais,
observou-se que o nimero médio de células obtido para
a subpopulacdo de linfécitos B foi significavamente maior
(p<0,05) nos Bulldogs Ingleses, quando comparado aquele
dos Beagles.

TERMOS DE INDEXACAO: Cies, citometria de fluxo, linfécitos.

INTRODUCAO

A citometria de fluxo vem se firmando como uma ferra-
menta util na pratica médico-veterinaria, particularmen-
te na clinica de pequenos animais. Tal conhecimento tem
ensejado o estabelecimento de valores fisiolégicos para
diferentes subpopulagdes linfocitarias, indispensaveis a
compreensao da dindmica da celularidade linféide, em di-
versas situacdes patoldgicas (Faldyna et al. 2001, Rout &
Avery 2016).

A fenotipagem de linfdcitos, obtida por intermédio da
citometria de fluxo, tem sido empregada no estudo de sub-
populacdes linfocitarias na vigéncia de alguns estados pa-
tolégicos e/ou nas alteragdes do sistema imune (Aniolek et
al. 2014, Avery et al. 2014, Fogle etal. 2015). Na pratica mé-
dico-veterinaria essa técnica tem sido utilizada para avaliar
a progressao das infecgdes pelos virus da Imunodeficiéncia
Felina e da Leucemia Felina, na resposta de transplantes de
6rgaos, em modelos experimentais caninos, bem como na
resposta imune a infec¢des (Byrne et al. 2000, Dias 2003,
Nakage & Santana 2006, Nakage et al. 2009). Anticorpos
monoclonais que reconhecem linfécitos tém sido tteis no
diagnoéstico e avaliacdo da imunodeficiéncia, na terapia
imunossupressora em transplantes de 6rgdos e doencas
imunes, e na quimioterapia de leucemias e linfomas (Rivas
etal. 1996, Coleta 2009, Miotto 2009).

Os anticorpos monoclonais sdo os marcadores de esco-
lha para a citometria de fluxo devido a sua especificidade,
rea¢do cruzada minima e reprodutibilidade (Keren 1994).
De outra parte, anticorpos monoclonais nio sdo totalmente
sensiveis ou especificos, portanto é recomendado o uso de
dois ou mais marcadores para a determinacdo de linhagem
celular (Carey & Hanson 1994).

Neste sentido, e na expectativa de contribuir com os es-
tudos precedentes, idealizou-se este ensaio com o escopo
de quantificar as subpopulagdes linfocitarias CD5*CD4*,
CD5*CD8" e CD21*, por intermédio da técnica citométrica,
utilizando-se de anticorpos monoclonais, em caes domés-
ticos e sadios, de tal forma a agregar informagdes sobre o
perfil imunoldgico das diferentes racas.

MATERIAL E METODOS

Os procedimentos experimentais foram aprovados pela Comissao
de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Ciéncias Agra-
rias e Veterinarias da Universidade Estadual Paulista, Campus de
Jaboticabal, sob o protocolo nimero 027747/11, estando de acor-
do com os Principios Eticos na Experimentacio Animal adotados
pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA).

Foram utilizados 40 cdes adultos, com idades que variavam
de dois a sete anos, machos ou fémeas, das racas Beagle, Golden
Retriever, Bulldog Inglés e SRD, distribuidos em quatro grupos,
sendo dez cdes por grupo experimental. O estado de sadde foi
confirmado previamente ao inicio do experimento por meio de
exames fisicos, hematolégicos e coproparasitolégicos.

As colheitas de sangue foram realizadas por venipuncao jugu-
lar, utilizando-se sistema de frascos a vacuo, contendo acido eti-
lenodiaminotetracético dipotassico (K,-EDTA). O hemograma e o
processamento das amostras para citometria de fluxo foram rea-
lizados imediatamente apo6s a colheita das mesmas. Os anticorpos
monoclonais selecionados para a presente pesquisa encontram-
-se caracterizados no Quadro 1.

A fim de avaliar a melhor concentragio de anticorpo para uti-
lizagdo na citometria de fluxo, concentrag¢des crescentes de cada
anticorpo utilizado foram acrescidos a um volume fixo de sangue,
proveniente de um cido em boas condi¢oes de satde. Para tal fina-
lidade foram empregadas concentragdes crescentes de anticorpo
(2,5€10 pL) em um volume de 100 pL de sangue.

As amostras foram processadas utilizando-se de cinco tubos
falcon, preparados como descrito no Quadro 2. Os estudos cito-
fluorométricos foram realizados num prazo maximo de 24 horas
apos a colheita do sangue. As amostras eram homogeneizadas e
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Quadro 1. Caracteristicas dos anticorpos monoclonais utilizados para
imunofenotipagem de linfocitos por citometria de fluxo

Molécula Fluorescéncia  Nome do anticorpo Tipo Celular Fabricante
Rat anti dog CD5 Alexa Fluor®647  MCA1037A647 Linfécitos T Serotec
IgG2a Alexa Fluor®647 MCA1212A647 Isotipo controle Serotec
Rat anti dog CD4 PE MCA1038PE Linfécitos T helper Serotec
IgG2a PE MCA1124PE Isotipo controle Serotec
Rat anti dog CD8 FITC MCA1039F Linfécitos T citotéxicos  Serotec
IgG1 FITC MCA1123F Isotipo controle Serotec
Mouse anti dog CD21 PE MCA1781PE Linfécitos B Serotec
IgG1 PE MCA928PE Isotipo controle Serotec

Quadro 2. Preparacgio das amostras para analise citométrica

Tubo Amostra Volume Anticorpos Fluorescéncia

1 100uL - - -

2 100pL 2uL IgG2a Alexa Fluor®647
2uL IgG2a PE
2uL IgG1 FITC

3 100uL 2pL Anti-CD5 Alexa Fluor®A647
2pL Anti-CD4 PE
2uL Anti-CD8 FITC

4 100uL 2pL IgG1 PE

5 100pL 2uL Anti-CD21 PE

Quadro 3. Valores médios e respectivos desvios-padrao
obtidos para contagens de células CD5+CD8+, CD5+CD4+
e CD21+, por meio da citometria de fluxo, no sangue
periférico de Beagles (G1), Golden Retrievers (G2), Bulldogs
Ingleses (G3) e caes sem raca definida (SRD) (G4)

Grupos CD5+CD8+ CD5+CD4+ CD21+

(células/uL) (células/uL) (células/uL)

Média Desvio Média  Desvio Média  Desvio

padrio padrio padrio

G1 155,00 74,33 746,004 253,8 171,008 65,4
G2 206,00% 103,58 642,00 150,63 299,00 149,22
G3 544,00* 184,84 1101,004 433,48 494,004 386,23
G4 503,004 311,29 855,00 559,46 403,00"% 342,21

Médias de uma mesma coluna seguidas por letras maitisculas iguais nao
diferem entre si (p>0,05) e estabelecem a comparagdo entre grupos.

os tubos incubados no escuro, em temperatura ambiente, por 20
minutos. Um mililitro de tampao de lise de hemacias (FACS - Ly-
sing Solution - Becton Dickinson) era adicionado em cada tubo e,
novamente, as amostras eram homogeneizadas e incubadas por
dez minutos, a temperatura ambiente, no escuro. Posteriormente
era realizada a lavagem do material com solugdo salina tampona-
da com fostafo 0,01M pH entre 7,4 e 7,6 (PBS) por trés vezes, adi-
cionando-se dois mililitros de PBS por lavagem. Apoés as lavagens,
eram adicionados 0,2 mL de solucdo de formol a 1% em salina
tamponada com fosfato 0,01M pH entre 7,4 e 7,6 (PBS).

As amostras foram analisadas no citofluorémetro FACSCAN-
TO (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA). Utilizou-se o programa
FACSDiva (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA), para identificar e
quantificar as células CD5*CD4*, CD5*CD8* e CD21*, que forneceu
o histograma e respectiva tabela com a quantidade de células de-
tectadas pela imunofenotipagem.

As contagens de CD5*CD4*/uL, CD5*CD8*/uL e CD21*/uL, fo-
ram estabelecidas pela seguinte férmula: Subpolulagédo linfocita-
ria = n? de eventos (%) x contagem absoluta de linfécitos/100.
Sendo: Numero de eventos = contagens de células positivas para
CD5*CD8*, CD5*CD4* ou CD21*.

Os dados obtidos para contagem de linfécitos T auxiliares, T
citotoxicos/supressores e linfocitos B foram tabulados e subme-

Pesq. Vet. Bras. 37(7):754-758, julho 2017

tidos a Andlise de Variancia pelo teste F. O teste de Tukey a 5%
de probabilidade foi utilizado para compara¢ao das médias entre
as diferentes ragas de cies. As analises foram realizadas no pro-
grama estatistico Statistical Analysis System (SAS/STAT® User’s
Guide, 2009).

RESULTADOS

Os valores médios das contagens de células CD5+CD8+, no
sangue periférico, de Beagles, Golden Retrievers, Bulldo-
gs Ingleses e caes sem raca definida (SRD) foram de 155,
206, 544 e 503 células/pL, respectivamente. As contagens
médias de células CD5+CD4+, no sangue periférico, dos
cies das respectivas racgas foram de 746, 642, 1101 e 855
células/pL. J4 as contagens médias de células CD21+, no
sangue periférico, de Beagles, Golden Retrievers, Bulldogs
Ingleses e caes sem raca definida (SRD) foram de 171, 299,
494 e 403 células/pL. Os valores e os desvios-padrao ob-
tidos para as contagens de células CD5*CD4*, CD5'CD8" e
CD21", por intermédio da citometria de fluxo, nos quatro
grupos de cdes avaliados, estdo apresentados no Quadro 3.
Observou-se que o niumero médio de células obtido para
a subpopulagio de linfécitos T citotéxicos foi significativa-
mente maior (p<0,05) nos Bulldogs Ingleses e cides SRD,
comparativamente aqueles encontrados nos Beagles e Gol-
den Retrievers. Ademais, observou-se que o nimero médio
de células obtido para a subpopulagdo de linfécitos B foi
significavamente maior (p<0,05) nos Bulldogs Ingleses,
quando comparado aquele dos Beagles.

DISCUSSAO

Como definido em 1993, no “First Canine Leukocyte An-
tigen Workshop”, para a identificacdo das células pant-T
deve-se utilizar como marcador de superficie o CD5; para
os linfocitos T auxiliares, o CD4; para os linfocitos T cito-
toxicos, o CD8; e, finalmente, para os linfécitos B, o CD21
(Cobbold & Metcalfe 1994). Tais recomendagdes foram
acatadas para a escolha dos anticorpos monoclonais utili-
zados neste experimento. O protocolo de dupla marcagao e
os fluorocromos utilizados no presente ensaio mostraram-
-se eficientes para que houvesse uma selecdo especifica das
diferentes subpopulagdes linfocitarias analisadas.

A preparagdo das amostras para posterior analise no
citometro de fluxo foi feita através da lise do sangue total.
Esse é o método de escolha, particularmente em medicina
de pequenos animais, onde a quantidade de sangue dispo-
nivel para analise é limitado ao tamanho do animal e seu
estado de satude (Faldyna et al. 2001).
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No presente estudo, as amostras de sangue foram pro-
cessadas para analise citofluorométrica em até duas horas
apos a colheita. Faldyna et al. (2001) avaliaram a influéncia
do tempo de armazenamento na distribui¢do das subpopu-
lagdes linfocitarias e ndo encontraram efeitos significativos
quando as amostras foram armazenadas a 4°C por 12 a 16
horas antes do processamento. Resultados similares foram
obtidos por Shield etal. (1983) e Nicholson et al. (1984). Por
outro lado, muitos autores relataram mudangas resultantes
do armazenamento das amostras de sangue (Weiblen et al.
1984, Ekong et al. 1992). Muitas dessas mudanc¢as podem
ser explicadas, pelo menos em parte, pela contaminacgdo do
“gate” de linfocitos por neutrofilos (Van Lambalgen & Van
Meurs 1985). Lloyd et al. (1995) ndo detectaram mudangas
em amostras de sangue ovino armazenado em temperatura
ambiente por 48 horas.

Neste ensaio, foram utilizados cdes adultos com idades
que variavam de 2 a 7 anos. Faldyna et al. (2001) asseve-
ram que a porcentagem de linf6citos B no sangue periférico
de cdes neonatos ¢ alta e tende a diminuir com a idade. Os
mesmos autores ndo encontraram relacdo entre a porcen-
tagem de linfécitos T CD4* com a idade de caes.

Em nosso estudo, observou-se que o nimero médio de
células obtido para a subpopulagdo de linfécitos T citotd-
xicos foi significativamente maior (p<0,05) nos Bulldogs
Ingleses e em caes SRD, comparativamente aqueles encon-
trados nos Beagles e Goldens Retrievers. Ademais, obser-
vou-se que o numero médio de células obtido para a subpo-
pulacgdo de linfécitos B foi significavamente maior (p<0,05)
nos Bulldogs, quando comparado aquele dos Beagles. A Fe-
deragdo Cinoldgica Internacional reconhece 330 ragas de
cdes e muitas delas apresentam uma predisposicdo racial
ou uma maior prevaléncia de doencas nas quais o sistema
imune esta envolvido (Day 2000). E possivel que existam
diferencas entre as racas na atividade do sistema imune.

Chabanne et al. (1995) e Denerolle et al. (1998) ressal-
tam que a piodermite em Pastores Alemdes pode levar a
uma redistribuicido das subpopulagoes linfocitarias nesses
animais. Os citados autores asseveram que a baixa conta-
gem combinada com a reduzida atividade de linfdcitos cir-
culantes, nesses cdes, pode levar a maior susceptibilidade
dos mesmos a enfermidade.

Muitos cdes braquicefélicos sdo afetados por varios ti-
pos de obstrucdo, no entanto, os sinais clinicos dependem
da intensidade da oclusdao do fluxo aéreo nas vias aéreas
superiores, podendo variar de suaves a severos, incluindo
respiracdo ruidosa, estridores e estertores, tosse, alteracdo
vocal, tentativas de vomito, engasgos, espirros reversos, in-
tolerancia ao exercicio, dispnéia, mucosas palidas ou ciano-
ticas, agonia respiratoria e sincope. Esses animais, em sua
maioria, ndo conseguem regular sua temperatura corporal
podendo haver hipertermia, e cuja sintomatologia pode
se agravar em temperaturas ambientais elevadas (Vadillo
2007).

Diante das consideragdes pode-se inferir que a maior
susceptibilidade dos Bulldogs Ingleses, assim como a maior
exposicao dos cdes SRD, aos antigenos presentes no meio
ambiente, contribuiu para as diferencas observadas entre
as subpopulagdes linfocitarias dos cies presentes no ensaio.

Considerando-se os resultados obtidos no presente tra-
balho, bem como as condi¢des de desenvolvimento de suas
etapas experimentais, concluiu-se que cdes SRD e Bulldo-
gs Ingleses apresentam maiores contagens de linfécitos T
CD5*CD8* (citotéxicos) quando comparados com Beagles
e Golden Retrievers e que Bulldogs Ingleses apresentam
maiores contagens de linfécitos B quando comparados com
Beagles.
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