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RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi acompanhar o desenvolvimento imunoldgico dos neonatos caninos, a
fim de avaliar a imunidade celular pela anélise dos leucdcitos e linfocitos totais e das subpopula¢des de
linfocitos T (CD4+ e CD8+) pela técnica de citometria de fluxo. Foram utilizados 30 c8es neonatos de
ambos 0s sexos, sem raga definida, aos trés, 10, 17, 24, 31, 38 e 45 dias de idade. A contagem de
leucdcitos totais aos 45 dias (11.639+3.574) foi significativamente maior que no terceiro dia de idade
(8.740+1.812) (P<0,05); ndo houve diferenca entre a contagem total de linfocitos aos 45 dias em relagdo
ao terceiro dia de idade. Quanto as subpopulacBes de LT CD4+ e LT CD8+, os percentuais de LT CD4+,
aos trés dias de idade (24,9+16,8%), foram inferiores quando comparados a média entre 0 10°, 0 24° e 0
31°dia (35,5%), e os de CD8+, ao terceiro dia, menores em relacdo as médias do 10° e do 31° dia de
idade. Pode-se concluir que as subpopulagfes de LT CD4+ e CD8+ sofrem oscilagbes durante o
desenvolvimento p6s-natal, sendo estas crescentes em relagdo aos niveis obtidos aos trés dias de idade. A
relacdo CD4+:CD8+ mostrou superioridade para o primeiro tipo celular, sendo que a maior relacdo entre
CD4+ e CD8+ ocorreu no terceiro dia de idade. Com base nos resultados obtidos neste estudo, notaram-se
as diferencas semanais nas populacées linfocitérias, o que demonstra a dindmica dessas células durante o
periodo neonatal.
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the immune development of newborn canines, evaluating the
cellular immunity by analysis of leukocyte and lymphocyte totals and sub-population of T lymphocytes
(CD4+ and CD8+) by the flow cytometry technique. Thirty neonatal mongrel dogs of both sexes were
used, at 3, 10, 17, 24, 31, 38 and 45 days of age. The total leukocyte count to 45 days (11639+3574/uL)
was significantly greater than on the third day of age (8740+1812) (p<0.05); There were no differences
between the total count of lymphocytes at 45 days in relation to the third day of age. As for the
subpopulations of CD4+ and CD8+, CD4+ cell percentages, at three days of age (24.9+16.8) they were
inferior when compared to the average between the 10", 24™ and 31* day (35.5), and CD8+ cells, on the
third day, were lower compared with averages from the 10" and 31% day of age. It can be concluded that
the subpopulations of CD4+ and CD8+ cells undergo oscillations during development, with growing
postnatal levels obtained at three days old. The CD4:CD8 ratio showed superiority to the first cell type,
and the largest relationship between CD4" and CD8" occurred on the third day of age. Based on the
results obtained in this study, the differences noted in lymphocyte populations weekly showed the
dynamics of these cells during the neonatal period.
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INTRODUCAO

A importdncia do conhecimento sobre o
desenvolvimento pés-natal do sistema imune em
caes € indispensavel para a avaliagdo da
imunocompeténcia, com vistas aos possiveis
efeitos em seu desempenho. Apds 0 nascimento,
0s cdes neonatos sdo imediatamente expostos a
um ambiente rico em microrganismos, sendo
vulneraveis as invas@es microbianas. A protecao
pelos anticorpos maternos adquiridos pelas vias
placentaria e colostral devera ser capaz de
debelar, em um curto espago de tempo, qualquer
infeccdo que se estabeleca (Landim-Alvarenga,
2006; Morein et al., 2007a; Morein et al.,,
2007b). O acesso dos neonatos ao colostro nas
primeiras 48 horas de vida é indispensavel, pois
este, além de conter 0s nutrientes para o
crescimento dos filhotes, possui, também,
anticorpos, células e proteinas especificas, que
vao desempenhar protecéo inicial contra doengas
infecciosas (Poffenbarger et al., 1991; Bouchard
et al., 1992; Salmon, 1999; Hoskins, 2001;
Grundy, 2006; Day, 2007; Morein et al., 2007).

No colostro e no leite est4 presente um nimero
significativo de linfocitos T (LT) e B (LB),
macrofagos e células polimorfonucleares, que
executam a importante funcdo de prevenir e
controlar infecgdes, limitar a multiplicagdo
bacteriana e eliminar os microrganismos da
prépria glandula mamaria (Opdebeecg, 1982;
Poffenbarger et al., 1991; Evermann e Wills,
2011). Essas células, precocemente absorvidas
pela via gastrintestinal apds a ingestdo do
colostro nas primeiras 24 horas ap6s o
nascimento, podem também auxiliar os recém-
nascidos no estabelecimento da imunidade
celular local (Poffenbarger et al, 1991;
Chappuis, 1998; Day, 2007).

O sistema imunologico adaptativo mediado por
células, ap6s a estimulacdo antigénica, sofre
expansdo clonal, e uma grande populacdo de
LT especificos ao antigeno é formada. A
proliferacdo de linfocitos é, portanto, um dos
pré-requisitos para que o organismo desenvolva
uma imunidade funcional. Os LT helper
desempenham um papel central na promocgao e
regulagdo da resposta imune. Quando um
antigeno exdgeno processado pelos macréfagos,
células dendriticas ou por células B ¢é
apresentado aos LT helper, estes sdo ativados e
secretam uma variedade de  citocinas
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fundamentais na ativacdo de LB, LT citotdxicos
e dos proprios macrofagos. Os LT citotoxicos
ativados desempenham uma funcdo vital ao
monitorarem as células do organismo e
destruirem antigenos enddgenos, como no caso
de células infectadas por virus e células tumorais
(Lydyard e Grossi, 1994; Williams, 1997,
Tizard, 2008).

As pesquisas sobre os valores normais de
leucécitos e linfocitos de neonatos caninos séo
bastante escassas. Em gatos e em cdes, a
imunofenotipagem tem sido também utilizada
com a finalidade de se caracterizar a influéncia
da idade nas distribuicBes das subpopulagdes de
LT.

Um dos primeiros estudos publicados sobre a
dindmica da populagdo linfocitaria em cées
neonatos da raca Beagle (Earl, 1973) verificou
que, na primeira semana de vida, o valor
absoluto dos linfocitos apresentava-se mais
elevado quando comparado ao primeiro dia de
idade. Progressivamente, com o passar das
semanas, uma leve diminuicdo foi observada,
sendo intercalada com flutuacdes nas semanas
subsequentes. Thoman e Weigle (1989) e Jain
(2000) descreveram predominancia de linfdcitos
em relagéo aos neutréfilos na primeira semana de
idade em cédes neonatos da mesma raca.

Além de alteragBes nas concentragbes de
imunoglobulinas séricas durante 0
desenvolvimento neonatal em cdes, ha alteragdes
no ndmero e na proporcdo dos leucdcitos do
sangue e tecidos (particularmente linfocitos T
CD4" e CD8" e linfécitos B) que perduram
durante o primeiro ano de vida.

A natureza qualitativa do sistema imunolégico
no recém-nascido é reflexo dos diversos fatores
in utero que deliberadamente modulam o sistema
imunolégico para que a prenhez e 0
desenvolvimento fetal progridam. Tais eventos
modulatérios durante a prenhez, particularmente
0 desequilibrio entre os subgrupos de linfécitos
CD4" (LT helper 1 e 2), estendem-se ao periodo
neonatal (Day, 2007).

O periodo neonatal é caracterizado por uma
fase critica de desenvolvimento dos diversos
sistemas, particularmente o imunoldgico. A
imaturidade imunologica predispde o filhote a
uma série de infecches e a alta taxa de
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mortalidade. A vacinacdo durante as primeiras
semanas de vida tem sido atualmente
investigada, na tentativa de se obter sucesso
frente a imaturidade imunologica e a presenca de
anticorpos maternos. Os estudos quanto ao
desenvolvimento imunoldgico celular em cées
s80 escassos, a despeito da alta taxa de
mortalidade neonatal nesta espécie. Objetivou-se,
portanto, com o presente estudo, descrever a
cinética do desenvolvimento imunoldgico em
cdes neonatos, a fim de se caracterizar a resposta
imune celular-mediada demonstrada durante o
periodo neonatal em cdes, quantificando as
subpopulagdes de LT CD4" e CD8" no sangue
periférico.

MATERIAL E METODOS

Foram  utilizados 30 cdes  neonatos,
compreendendo 14 machos e 16 fémeas, sem
raca definida, com média de peso de 334g ao
nascimento e 1,267g aos 45 dias de idade,
provenientes de cinco cadelas, a partir do terceiro
dia de vida até 45 dias de vida.

Todos os animais, a partir do terceiro dia de
idade até o 10° dia, foram submetidos ao exame
fisico neonatal indicado por Peterson (2011) e
Casal (2010) e posteriormente, uma vez por
semana, até completarem 45 dias de idade. O
acompanhamento do desenvolvimento  dos
neonatos quanto ao ganho de peso, por meio de
pesagem em balanga com escala em gramas, foi
realizado do terceiro ao 10° dia do nascimento e
apos, semanalmente, até 31 dias de idade.

Do nascimento até o 25° dia de idade, os
filhotes foram mantidos em companhia de
suas respectivas maes em maternidades.
A amamentacdo exclusivamente materna foi
realizada até 0 20° dia idade. A partir do 21° dia
de idade, foi iniciado o desmame com uma dieta
pastosa a base de leite desnatado e farinaceo
fornecidos trés vezes ao dia (Hoskins, 2001). Os
filhotes foram desverminados com anti-
helmintico fembendazole (50 mg/kg), uma vez
ao dia, durante trés dias consecutivos, conforme
proposto pelo Companion Animal Parasite
Control Guidelines (CAPC) (Peterson, 2011).

Aos 28 dias de idade, foi iniciada a alimentacdo
com leite desnatado e racdo comercial para
filhotes em crescimento, intercalados com as
mamadas. Aos 35 dias, completamente
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desmamados e separados de suas maes,
passaram a receber apenas a ragdo para
filhotes em crescimento, oferecida quatro vezes
ao dia. Todos os neonatos selecionados para
este trabalho tiveram as mesmas condigBes
de manejo. Durante 0 experimento, estes
permaneceram com suas respectivas mées e
receberam todos os cuidados de acomodacéo.

Os neonatos foram imobilizados por conten¢édo
manual em superficie aquecida e macia, €
amostras de sangue foram colhidas pela veia
jugular com seringa de 1mL e agulha 22 G, aos
trés, 10, 17, 24, 31, 38 e 45 dias de vida dos
neonatos, correspondendo aos momentos um a
sete (M1 a M7). As amostras foram colocadas
em frascos identificados contendo o
anticoagulante &cido etilenodiamonotetracético
(EDTA) a 10% (Paxton et al., 1989). Todas as
amostras foram colhidas pela manhd para
eliminarem-se os efeitos da variagdo diurna
(Malone et al., 1990). Apds as colheitas, foram
realizados o leucograma e as determinacfes das
imunofenotipagens das subpopulacées
linfocitérias T. As contagens de leucécitos totais
foram realizadas no contador eletrénico de
células. As contagens de linfécitos foram
realizadas em esfregacos sanguineos corados
pelo método panético (Laborclin, Brasil).

Para as quantificagdes dos LT CD4+ e CD8+
foram usados, respectivamente, os testes rat anti-
canine CD4/FITC (Serotec Ltda. Kidlington,
Oxford, Inglaterra), na concentracdo de
0,1mg/mL de IgG diluido para uso, e rat anti-
canine CDB8/RPE (Serotec Ltda. Kidlington,
Oxford, Inglaterra). Os controles negativos
(isotipos) utilizados foram o rat 1gG2a negative
control/FITC (Serotec Ltda. Kidlington, Oxford,
Inglaterra), diluido para uso, na concentragdo de
10mg/mL de 1gG, e o rat IgGl isotype
control/ control/RPE liofilizado (Serotec Ltda.
Kidlington, Oxford, Inglaterra), que foi
reconstituido com 1mL de &gua destilada, de
acordo com a técnica descrita por Dean et al.
(1991) e Wheeless (1991).

Para as analises em citbmetro de fluxo das
subpopulag@es linfocitarias do sangue periférico
canino, as concentragdes de leucocitos da
amostra sanguineas encontravam-se entre 5.000 a
10.000 leucocitos/ul. As duas medidas celulares
foram representadas em um histograma (ou
grafico de pontos), estando registrado na
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ordenada o Forward Scatter (FSC) e na abscissa
0 Side Scatter (SSC). Os valores obtidos dos
linfocitos T CD4+ e CD8+ foram expressos em
porcentagens (Wheeless, 1991; Nakage et al.,
2005).

Para obtencéo das estatisticas descritivas para as
variaveis dos exames hematolégicos, utilizou-se
0 procedimento  computadorizado PROC
MEANS. Adotou-se o procedimento PROC
ANOVA do programa supracitado, e, quando
verificados efeitos significativos (P<0,05) nas
andlises de variancia entre os efeitos principais,
aplicou-se o teste de Tukey para discriminar as
possiveis igualdades ou diferencas entre 0s
momentos.

RESULTADOS

O acompanhamento dos neonatos quanto ao
ganho de peso, do terceiro ao 10° dia do
nascimento, e apds, semanalmente, até 31 dias de
vida, revelou elevacdo continua tanto na fase de
amamentacdo, como ap6s o inicio da
alimentacdo pastosa, que ocorreu no 21° dia do
nascimento. A partir da primeira pesagem (3349)
até a ultima, realizada aos 31 dias de vida
(1267g), o ganho médio de peso foi proximo dos
3790.
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A contagem de leucdcitos totais nas amostras de
sangue periférico de neonatos de trés a 45 dias de
idade foi semelhante aos trés e aos 17 dias
(média entre dois momentos = 8.785
leucécitos/uL), contudo menores que aos 24 e 45
dias de idade (média entre dois momentos =
11.601 leucdcitos/uL). Ressalta-se que, aos 45
dias  (11.639£3.574), a contagem  foi
significativamente maior que no terceiro dia de
idade (8.740+1.812) (p =0,004) (Tab. 1) (Fig. 1).

Os valores de CD4" e CD8" foram expressos em
porcentagens de células positivas marcadas em
histograma (Fig. 3) provenientes dos filhotes,
visando, assim, a comparacdo dos percentuais
obtidos no citbmetro com os valores absolutos
calculados com base no nOmero total de
linfocitos (Tab. 2).

Na andlise dos linfocitos totais, foram
observadas diferencas significativas entre alguns
momentos. Assim, no terceiro e no 17° dias de
idade, o numero absoluto de linfdcitos foi
semelhante (média entre dois momentos = 2.486
linfocitos/uL),  embora  menor,  quando
comparado ao 10°, 24° e 31° dias (média entre
dois momentos = 3.617 linfécitos/uL). No 45°
dia (3.194+1.197), ndo houve diferenca (p=
0,123) em relagdo ao terceiro dia de idade
(2.340+740) (Tab. 1) (Fig. 2).

3

4 - 6 T

Momentos (em dias)

Figura 1. Representacdo grafica da evolucdo das médias dos leucécitos totais (uL) do sangue periférico de
cdes neonatos aos trés, 10, 17, 24, 31, 38 e 45 dias de idade.
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Tabela 1. Médias e desvios-padrdo da contagem de leucdcitos totais (uL), dos linfécitos totais (uL), dos
percentuais das subpopulagBes de linfocitos T CD4™ e CD8" e das relagbes das subpopulagbes de
linfocitos T CD4'/CD8" do sangue periférico de cdes neonatos aos trés, 10, 17, 24, 31, 38 e 45 dias de
idade

Momentos

3 dias 10 dias 17 dias 24 dias 31 dias 38 dias 45 dias p
Leucdcitos 8.740x 10.170+ 8.831+ 11.563+ 10.058+ 9.815+ 11.639+ p=0,014
totais (/uL) 1812b 2.442ab 2.014b 2.640a 2.392ab 2.156ab 3.574a
Linfdcitos totais 2.340+ 3.449+ 2.632+ 3.957+ 3.447+ 3.178+ 3.194+ p=0,017
(fuL) 740b 942a 992b 1.526a 1.293a 884ab 1.197ab
Linfocitos T 24,9+ 36,8+ 35,1+ 35,5% 34,2+ 33,5+ 30,2+
CD4+ (%) 16,8 8,4 10,4 5,9 194 9,9 9,7
CD4+(células/uL) 565+ 1267+ 915+ 1375+ 1207+ 1075+ 996+ p=0,039

426b 413a 407ab 544a 912a 485ab 530ab
Linfocitos T 2,7+ 8,2+ 12,1+ 12,8+ 7,2+ 10,7+ 10,5+
CD8+ (%) 14 3,7 3,6 4,7 41 5,2 3,0
CD8+ 58+ 285+ 315+ 516+ 246+ 330+ 348+ p<0,001
(células/uL) 31c 140b 129a 320a 144b 191ab 179ab
CD4+/CD8+ 10+5a 5+3ab 3+1lb 3+1b 5+5ab 4+2b 3z1b p<0,001

*Meédias seguidas por letras minusculas distintas na linha apresentam diferencas entre si (Tukey P<0,05). M1, M2,
M3, M4, M5, M6, M7= trés, 10, 17, 24, 31, 38 e 45 dias de idade.
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Figura 2. Representacgdo grafica da evolucdo das médias dos linfocitos totais (uL) do sangue periférico de
cdes neonatos aos trés, 10, 17, 24, 31, 38 e 45 dias de idade.
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Figura 3. Representacdo grafica da analise por citometria de fluxo do sangue periférico do neonato
canino. Histograma de FSC x SSC para delimitar as populagdes leucocitarias e gating em regido de
linfocitos (A). Divisao do histograma em quatro quadrantes (UL: upper left, superior esquerdo; UR: upper
right, superior direito; LL: lower left, inferior esquerdo e LR: lower right, inferior direito) e regido
marcada de negatividade (LL) (B). Histograma de parametros de linfécitos marcados com dois anticorpos
monoclonais expressos nos quadrantes superior esquerdo (UL) e inferior direito (LR), correspondendo,
respectivamente, aos linfcitos T CD8" e CD4" (C).
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Tabela 2. Comparacdo das médias e desvios-padrdo () das relacdes das subpopulacbes de linfocitos T
CD4+:CD8+, do sangue periférico, marcados com anticorpos monoclonais rat anti-canine CD4+
conjugados ao isotiocianato de fluoresceina (FITC) e rat anti-canine CD8+ conjugados a ficoeritrina (PE)
e analisadas no citdmetro de fluxo, de cdes neonatos aos trés, 10, 17, 24, 31, 38 e 45 dias de idade

Momentos
T CD4+:CD8+ 3dias 10dias 17 dias 24 dias 31dias 38dias 45 dias p
1 1045 5+3 3+1 3+1 515 412 31 p=0,448
2 1015 5+2 3+1 3+1 77 412 3+1

1 Calculados utilizando-se as médias das relagdes CD4+:CD8+ de cada animal
2 Calculados utilizando-se o nimero total de linfocitos (células/uL) com base nos percentuais obtidos na citometria
de fluxo.

Quanto ao comportamento dos linfécitos T
CD4+ e CD8+ e a evolucdo da relacdo CD4+ e
CD8+ (CD4":CD8") do sangue periférico, os

O nuimero absoluto de LT CD4+, aos trés dias de
idade (565+426 células/uL) (Tab. 1), foi inferior
a4 média entre o 10° (1267+413 células/pL;

resultados demonstraram diferengas (P<0,05). p=0,006), 0 24° (13751544 células/uL; p=0,002)

e 0 31° dia (12074912 células/puL; p=0,012),
semelhantes entre si (Fig. 4).
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Figura 4. Representacdo grafica da evolucdo das médias dos percentuais das subpopulac@es de linfocitos
T CD4" e CD8", do sangue periférico, marcados com anticorpos monoclonais rat anticanine CD4"
conjugados ao isotiocianato de fluoresceina (FITC) e rat anti-canine CD8" conjugados a ficoeritrina (PE)
e analisadas no citdmetro de fluxo, de cdes neonatos aos trés, 10, 17, 24, 31, 38 e 45 dias de idade
correspondendo, respectivamente, aos momentos M1 a M7.

Com relagdo aos LT CD8+, também ocorreu
diferenca significativa, sendo a média no terceiro
dia (58+31 células/uL) (Tab. 1) menor do que as
médias do 10° (285+140 células/uL; p = <0,001)
e do 31° dia (246+144 células/uL; p = 0,003),
que foram semelhantes e menores que no 17°
(315+129 células/uL; p <0,001) e no 24° dia de
idade (5164320 células/pL; P<0,001) (Fig. 4).

Arg. Bras. Med. Vet. Zootec., v.66, n.3, p.745-756, 2014

Na anélise da relagdo CD4:CD8 entre momentos,
constataram-se diferengas significativas
(p<0,001). Ao terceiro dia de idade, a relagdo
CD4:CD8 (1045) (Tab. 1) foi maior que aos 17,
24, 38 e 45 dias que apresentaram médias iguais
(média entre quatro momentos = 3,5) (Fig. 5).
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Figura 5. Representacdo gréafica das relagdes das subpopulagdes de linfocitos T CD4+ e CD8+, do sangue
periférico, marcados com anticorpos monoclonais rat anti-canine CD4+ conjugados ao isotiocianato de
fluoresceina (FITC) e rat anti-canine CD8+ conjugados a ficoeritrina (PE) e analisadas no citdmetro de
fluxo, de cées neonatos aos trés, 10, 17, 24, 31, 38 e 45 dias de idade, correspondendo, respectivamente,

aos momentos M1 a M7.

No desenvolvimento pos-natal das subpopulagfes
linfocitarias a partir do 10° dia, a populagdo de
LT CD4+ demonstrou um processo de elevacdo
significativa (p=0,006), quando comparada ao
terceiro dia, mantendo-se sempre acima até o 45°
dia (Tab. 1) (Fig. 4). Quanto ao LT CD8+, a
elevacdo foi também significativa (p<0,001) em
relagdo ao terceiro dia, contudo caracterizada por
oscilagBes nas médias dos momentos de trés
pontos percentuais (Tab. 1) (Fig. 4).

DISCUSSAO

Ao se analisar o comportamento dos leucécitos
totais em cada momento, pdde-se verificar a
ocorréncia de oscilagbes dos leucocitos e
linfocitos totais durante as avaliagbes semanais,
porém sempre superiores aos niveis basais.

O desenvolvimento imunolégico do cdo neonato
¢ pobremente compreendido, sendo a maioria
dos estudos realizados em animais com
mais de 12 meses de idade, considerados
imunocompetentes (Day et al., 2007). Durante o
periodo fetal, as regulagbes imunolégicas
materna e placentaria inibem a funcdo dos
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linfocitos T helper 1 e amplificam a fungdo dos
linfécitos T helper 2. Este delicado balango
envolve a liberagdo e a inibicdo de uma série de
citocinas, permitindo que a prenhez prossiga e o
feto se desenvolva (Morein et al., 2007a;
Hodgins e Shewen, 2012).

A modulacdo da resposta imunolégica materno-
placentaria-fetal perdura durante o periodo
neonatal, sendo a resposta imune celular
mediada em neonatos aquém daquela detectada
no cdo adulto. Os linfécitos neonatais
apresentam uma reposta incipiente diante da
estimulacdo  antigénica. A imaturidade
imunologica caracteriza-se pela capacidade
reduzida da expressdo de receptores e
marcadores das células apresentadoras de
antigenos (células dendriticas) bem como dos
antigenos de histocompatibilidade maior (MHC
1) e consequente sinalizacdo e estimulacdo para
expansdo clonal linfocitica. As variagBes na
contagem absoluta de leucécitos e de linfécitos
encontradas no presente estudo refletem a
incapacidade do sistema imune neonatal até os
45 dias de idade frente a exposicéo antigénica de
aumentar o ndmero absoluto de linfécitos de
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forma consistente. De acordo com Day et al.
(2007), durante os primeiros trés meses de idade,
os filhotes apresentam uma elevada contagem de
linfcitos, superior aos valores descritos para
adultos; é provavel, portanto, que isto ocorra
com mais de 45 dias de idade e sob estimulo
vacinal.

Os valores descritos por Faldyna et al. (2001),
em neonatos caninos de cinco a seis dias de vida
da raca Beagle (45,6% para CD4 e 7,7% para
CDB8), e por Toman et al. (2002), em neonatos da
mesma raga com um dia de vida (36,9% para

CD4 e 2,7% para CD8), foram superiores quando
comparados aos valores encontrados no presente
estudo. Entretanto, a relagdo CD4":CD8" dos
neonatos deste estudo (sem raga definida) no
terceiro dia de idade foi superior a obtida por
Faldyna et al. (2001) e ndo descrita por Toman et
al. (2002) (Tab. 3). De acordo com Faldyna et al.
(2001) e Evermann e Wills (2011), além da idade
e do ndmero de animais avaliados,
principalmente, as diferencas genotipicas entre
racas podem provocar variacdo na atividade do
sistema imune.

Tabela 3. Médias e desvios-padrdo da contagem de linfécitos totais (uL), dos percentuais das
subpopulagdes de linfocitos T CD4" e CD8" e das relacdes das subpopulacdes de linfocitos T CD4*/CD8*
do sangue periférico em cées neonatos do presente estudo e segundo os diferentes autores

Autores Idade Linfocitos (/uL)  CD4" (%) CD8" (%) CD4":CD8"
Klein et al. (2014) 3 dias 2.340£740 24,9+16,8 2,714 1045
10 dias 3.449+942 36,8+8,4 8,2+3,7 5+3
17 dias 2.632+992 35,1+10,4 12,143,6 3+1
24 dias 3.957+1.526 35,5459 12,8+4,7 3+1
31 dias 3.447+1.293 34,2+19,4 7,244,1 545
38 dias 3.178+884 33,5+9,9 10,745,2 442
45 dias 3.194+1.197 30,2+9,7 10,5£3,0 3+1
Toman et al. (2002) 1 dia - 36,945,2 2,7+0,4 -
7 dias - 48,818,0 5,9+3,6 -
14 dias - 42,3+6,8 9,5+2,3 -
21 dias - 35,6+9,5 13,8+2,5 -
28 dias - 42,1+6,3 10,1£3,6 -
2 meses - 42,116,1 13,415,2 -
3 meses - 39,4179 12,8+3,5 -
Adultos - 45,917 4 18,943,3 -
Faldyna et al. (2001) 5-6 dias 5.510+1.200 45,6+7,9 7,743,4 7,04£3,3
2 meses 5.020+920 42,2489 7,443.2 6,6+3,1
6 meses 3.930+610 45,4420 12,2425 3,8+0,7
1-2 anos 2.960+540 45,917 4 18,9+3,3 2,5+0,6
3-5 anos 3.440+£1200 45,5+7,5 17,545,8 2,8+0,8
> 5 anos 2.760+940 40,3142 23,1+3,8 1,8+0,5

Valores percentuais de CD4" superiores aos de
CD8", que sempre ocorreram durante o estudo,
no entanto, devem ser considerados como dentro
dos padrGes de normalidade para neonatos
(Greeley et al., 1996; Sellon et al., 1996; Faldyna
et al., 2001; Toman et al., 2002; Evermann e
Wills, 2011). Este fato deve ser considerado
importante, uma vez que a subpopulacdo de
linfocitos T helper CD4" desempenha papel
fundamental na regulacdo da  resposta
imunoldgica (Williams, 1997; Hoskins, 2001;
Lydyard e Grossi, 2003; Tizard, 2008),
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justificando, assim, a sua presenca em niveis
superiores aos de LT CD8", ocorrida em toda a
fase de avaliacdo. De acordo com Day et al.
(2007), embora a porcentagem de CD4"
permaneca relativamente estavel em cdes até um
ano de idade, CD8" apresenta-se mais baixo ao
nascimento e sofre elevacdo com o progredir da
idade.

Ao se compararem os percentuais de LT CD4" e

CD8" encontrados com os descritos por Toman
et al. (2002), Day (2007) e Evermann e Wills
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(2011) em neonatos entre a primeira e a
quarta semanas de idade, verificou-se que o0s
percentuais dessas células, ao longo das semanas
avaliadas, foram inferiores quando comparados
aos adultos, porém a ocorréncia de variagGes das
subpopulagbes linfocitarias foi demonstrada
também em ambos os estudos. Este aspecto
denota que a funcdo imunolégica especifica é
geneticamente determinada de acordo com a
raca, sendo os padrdes de resposta antigénica
variaveis de acordo com a raca em questdo
(Kennedy et al., 2005).

E importante salientar que a influéncia da idade
nas distribuigbes das subpopulages de LT CD4"
e CD8" , demonstradas nas pesquisas realizadas
principalmente em gatos e cdes adultos (English
et al., 1994; Greeley et al., 1996; Faldyna et al.,
2001; Nakage et al., 2005), mostrou padrdes de
diminuicdo dos LT CD4" e aumento de CD8",
promovendo a queda da relagio CD4":CD8".
Segundo alguns autores, isto sugere uma relagéo
entre o envelhecimento do animal, a involugéo
do timo e o declinio da resposta imunolégica que
resultaram na depressdo da atividade dos LT
CD4*, importante por desempenhar um papel
central na promocdo e regulacdo da resposta
imune (Makinoden e Kay, 1980; Gillis et al.,
1981; Murasko et al., 1987; Thoman e Weigle,
1989; Beckman et al., 199I; Song et al., 1993).
Contudo, a involugdo timica no cdo ocorre
durante o primeiro ano de idade, sendo o declinio
progressivo entre seis e 23 meses de idade
(Ploeman et al., 2003).

Neste aspecto, nas avaliacBes realizadas, bem
como nas de Toman et al. (2002), em
concordancia ao  proposto  anteriormente,
observou-se uma diminuicdo discreta dos LT
CD4" e elevacdo de CD8" no final do periodo
neonatal. Portanto, acredita-se que tal fato
decorra da imaturidade da funcdo linfocitaria,
uma vez que os linfécitos T expressam
moléculas de MHC Il em sua superficie, contudo
essa expressdo se desenvolve de forma mais
proeminente com o progredir da idade no cdo, de
acordo com Holmes e Lunn (1994).

A obtengdo  das  quantificagdes  das
subpopulagdes de LT CD4" e CD8", apesar de
recente, tem sido utilizada tanto em estudos de
mapeamento dos padrdes normais quanto no
auxilio de uma melhor caracterizagdo de
enfermidades em seres humanos (Nakage et al.,
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2005), sendo ja praticada com certa rotina em
laboratdrios humanos. Na veterinaria, no entanto,
a técnica de citometria de fluxo apresenta-se
em franco desenvolvimento em diversas
pesquisas, o que demonstra sua aplicabilidade
no conhecimento do comportamento dos
linfécitos em algumas enfermidades dos animais
domésticos (May et al., 1992; Chabanne et al.,
1995).

Durante o periodo neonatal, a imunidade passiva
materna, transferida por meio da ingestdo do
colostro nas primeiras horas de vida, confere
protecdo aos neonatos até que seu sistema imune
esteja apto. Embora o neonato seja capaz de
responder imunologicamente a um estimulo
antigénico, a magnitude da resposta é inferior
guando comparada a do adulto. O status
imunolégico e a magnitude da resposta aos
diversos estimulos antigénicos apresentam-se
adequados somente acima de um ano de idade,
particularmente no que se refere aos niveis de
anticorpos. A quantificagdo das subpopulagdes
de linfocitos CD4* e CD8" obtidos neste estudo,
inferiores aos descritos para animais adultos,
demonstra que, durante o periodo neonatal, a
resposta imune mediada por células também
necessita de maior tempo habil para seu
desenvolvimento e atuag&o.

Nas falhas de transferéncia de imunidade
passiva, a vacinacdo precoce faz-se necessaria
para a protecdo do filhote, contudo o
entendimento do desenvolvimento imunoldgico
do filhote e da resposta a estimulagéo antigénica
de forma téo precoce é fundamental.

O peso corporal é um dos aspectos mais
importantes do exame fisico dos animais
jovens (Hoskins, 2001; Casal, 2010). O
desenvolvimento dos neonatos tendo como base
0 ganho de peso relativo ao periodo do terceiro
ao 10° dia do nascimento e ap0s, semanalmente,
até 31 dias de vida, mostrou-se adequado para
esta fase. Mesmo se considerando a variabilidade
de pesos obtidos, por se tratarem de animais sem
raca definida e de paternidade desconhecida, o
ganho de peso médio diario encontrou-se dentro
da faixa dos padrfes gerais para filhotes caninos
de 1 a 2g/dia (Hoskins, 2001). De acordo com
Chappuis (1998) e Day et al. (2007), a taxa de
crescimento dos neonatos correlaciona-se &
velocidade de degradacdo dos anticorpos
maternos adquiridos, sendo superior nas ragas
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com crescimento mais rapido. Este fato,
portanto, deve ser considerado e mais
efetivamente  pesquisado, particularmente a
imunizacdo do filhote, em ragas de grande porte
que apresentam maior taxa de crescimento.

CONCLUSOES

As subpopulagdes de LT CD4" e CD8" sofrem
oscilacBes, sendo a quantificacdo durante o
desenvolvimento pés-natal imediato (aos trés
dias de vida) e durante todo o periodo neonatal
inferior ao descrito para cédes adultos. Ha
elevacdo em relacdo aos niveis obtidos aos trés
dias de idade, no entanto niveis semelhantes ao
dos adultos ndo ocorrem durante o periodo
neonatal, fato que deve ser considerado
particularmente quando ha necessidade de
imunizagio precoce do neonato com falha de
transferéncia de imunidade passiva.
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