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QUANTIFICACAO DE CELULAS CD117*, CD45* E DE SUBPOPULACOES

LINFOCITARIAS NO SANGUE DO CORDAO UMBILICAL E PERIFERICO DE
SUINOS NEONATOS

RESUMO - Tendo em conta a importancia do sangue do corddo umbilical (SCU)
como fonte de células-tronco objetivou-se este estudo, visando quantificar células
CD117*, CD45" e subpopulacoes linfocitarias; e determinar os valores
eritroleucométricos bem como a contagem de reticuldcitos no sangue do cordao
umbilical (SCU) e sangue periférico de suinos imediatamente ao nascimento (SPI) e
quarenta e oito horas depois (SP48), utilizando-se de 48 amostras de SCU e periférico
de neonatos. Comparando-se 0s grupos, a um nivel de significancia de 5% na
quantificacdo de células CD117" a marcacgao foi muito baixa presumivelmente porque o
CD117 marca células em estagio de diferenciagdo. Pelo que se recomenda que mais
estudos sejam feitos, combinando-o com o marcador da verdadeira célula- tronco. As
contagens de células CD5" , CD4" e CD8" por citometria de fluxo, no SCU e SPI foram
inferiores aquelas reportadas para o sangue periférico de adultos, indicando um
componente imunolégico imaturo. A propor¢cao CD4:CD8, tanto para o SCU quanto
para SPIl, assim como SP48, demonstrou dominancia das células TCD4".
Relativamente ao eritrograma, houve diferenca significativa entre as variaveis nos
grupos estudados, excetuando-se o volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina
corpuscular média (HCM) e concentracdo da hemoglobina corpuscular média (CHCM)
que nao variaram entre os grupos, SCU e SPI; a contagem de reticulécitos no grupo
SP48 foi superior ao dos grupos SCU e SPIl. No leucograma, todas as variaveis
mostraram diferenca significativa, excetuando-se a contagem de mondécitos, que nao
variou entre os grupos, SCU e SPI. Ja nos grupos SPI e SP48 foi observada diferenca
significativa na contagem de neutréfilos segmentados e mondcitos, enquanto o total de
leucocitos, neutrofilos bastonetes e linfocitos néo diferiram.

Palavras-Chaves: imunofenotipagem, citometria de fluxo, suinos.
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QUANTIFICATION CD117*, CD45* CELLS AND LYMPHOCYTE SUBSETS IN
UMBILICAL CORD BLOOD AND PERIPHERAL BLOOD SWINE NEONATES

ABSTRACT: Given the importance of Umbilical cord blood (UCB) as a source of

stem cell, this study was aimed to quantify CD117*, CD45" and lymphocyte subsets and
determine the eritroleucometric values and the recticulocyte count in umbilical cord
blood (UCB) and peripheral blood of piglets immediately at birth (PBI) and forty-eight
hours late (PB48), using 48 samples of umbilical cord and peripheral blood of neonates.
Comparing the groups at a significance level of 5 %, in the quantification of CD117"
cells, marking was very low presumably because CD117 mark cells in differentiation
stage. It is recommended that more studies be done combining it with the marker of true
stem cell marker. The lymphocyte subsets counts CD5*, CD4* even CD8" of UCB and
PBI performed by flow citometry, were lower than those reported for peripheral blood of
adult pigs, indicating an immature immunologic component. The ratio CD4:CD8 obtained
in this trial, both UCB, PBI and PB48 showed dominance of CD4" T cells lymphocytes.
Regarding the erythrogram there was a significant difference between variables of
groups with exception for mean corpuscular volume (MCV) mean corpuscular
hemoglobin (MHC) and mean corpuscular hemoglobin concentration(MCHC) that did not
vary between UCB and PBI groups; the reticulocyte count in PB48 group was higher
than that of UCB and PBI groups. In the WBC, all variables showed significant
differences, except for the number of monocytes, which vary between UCB and PBI
groups. In PBI and PB48 groups there was no significant difference in the mature
neutrophils and monocyte count, while the total leukocyte, band neutrophils and
lymphocytes did not differ.

Keywords:immunophenotyping, flow citometry, pigs



1. INTRODUCAO

As células-tronco sdo dotadas de variavel plasticidade, as quais detém
propriedades de autorenovagao e diferenciacdo, e que podem, por conseguinte, gerar
diferentes tipos celulares. Em razdo dessa plasticidade, as células-tronco podem ser
definidas como sendo totipotenciais, pluripotenciais, multipotenciais, oligopotenciais e
unipotenciais, sendo que as primeiras se caracterizam como células progenitoras, pois
possuem capacidade de autorenovagéao e diferenciagao ilimitadas, podendo dar origem
as células de todos os tecidos do organismo (ODORICO et al., 2001).

As primeiras células-tronco adultas, reconhecidas como multipotenciais, foram as
do sistema hematopoiético (LIANG; BICKENBACH, 2002), que derivam de uma Unica
célula-mae, denominada célula-tronco hematopoiética. Estas tém como caracteristica
principal a capacidade de autorenovagédo e de diferenciacdo em células sanguineas
morfo e funcionalmente distintas (GASPER, 2000).

Tem sido demonstrado que o sangue do corddo umbilical (SCU) e da placenta
revelam-se muito ricos em células-tronco hematopoiéticas (LOCATELLI et al., 2006). E
a presencga de células progenitoras no SCU humano representa uma fonte alternativa
ao transplante alogénico de medula éssea para reconstituicao hematopoiética (VILMER
et al., 1992; WAGNER et al., 1992).

Outras células usadas com potencial terapéutico sdao as células-tronco
embrionarias, em virtude das suas potencialidades de auto-renovardo e de
diferenciacdo, em praticamente todos os tecidos, 6rgdos e sistemas em geral.
Entretanto o seu uso tem sido objeto de amplas discussdes e controvérsias, onde se
verifica que ha algumas correntes cientificas que olham para tal possibilidade como
uma esperanca para o tratamento de inumeras doencgas, enquanto outras, porém,
cerceadas por questdes de cunho religioso e mesmo éticas, véem no uso das células-

tronco embrionarias um atentado contra a vida (PRANKE, 2004). Tal fato vem
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ensejando ampla possibilidade para o estabelecimento de modelos de estudo a partir
de células-tronco hematopoiéticas (adultas), em animais. Neste particular, o estudo
experimental, utilizando-se de suinos domésticos (Sus scrofa) se revela bastante valido
por transpor tais barreiras. E, também, porque o suino se revela como um modelo
experimental promissor e Util nas pesquisas em alo e xenotransplantes, com vistas a
reconstituicado/regeneracao tecidual, particularmente em virtude da grande similaridade
com o homem no tamanho dos 6rgdos e caracteristicas fisiologicas (SACHS, 1994;
COOPER et al., 2002).

A imunofenotipagem com recurso aos anticorpos monoclonais permite a
classificagdo e quantificagdo de células sanglineas. Anticorpos monoclonais,
conjugados com compostos fluorescentes, tais como o isotiocianato de fluoresceina
(FITC) ou ficoeritrina (PE), podem ser incubados com as células a serem analisadas,
permitindo a identificagdo e quantificacao citofluorométrica de tais células (GRINDEM,
1996).

A citometria de fluxo é um recurso emergente na medicina veterinaria, que permite
uma analise rapida, objetiva e quantitativa de células em suspensao (FALDYNA et al.,
2001).

Este estudo foi realizado, levando-se em conta a utilidade do suino como modelo
animal para pesquisas biomédicas, bem como a importancia do SCU como fonte
potencial para transplante. O objetivo foi quantificar células CD117*, CD45", CD8",
CD5" e CD4" e avaliar os valores eritroleucométricos e a porcentagem de reticulécitos
no SCU, além de comparar os valores obtidos com os do sangue periférico de suinos

neonatos.

2.REVISAO DA LITERATURA

As células-tronco podem ser classificadas, em funcado da sua origem ou da sua

capacidade de diferenciacdo. Assim temos as células originarias do embrido (células-

tronco embrionarias), que podem dar origem a todos os tecidos do organismo, incluindo
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a placenta e membranas fetais. Essas células, em funcdo da sua capacidade de
diferenciacdo, sdo designadas células-tronco totipotentes. A divisdo das células
totipotentes resulta na formacao das células pluripotentes, que sdo mais limitadas com
relagdo a sua plasticidade e que diferem das células totipotentes por sua incapacidade
de dar origem & placenta e envoltérios fetais. A medida que as células pluripotentes se
especializam, passam a constituir tecidos especificos, e o seu potencial passa a ser
ainda mais restrito, materializando-se como células-tronco multipotentes, ou células-
tronco adultas, cuja funcdo é a reparacdao e manutencao teciduais (SCHWINDT, et al.,
2005; SELL, 2004).

Uma das fontes mais usadas para a extragéo de células-tronco adultas é a medula
0ssea, amplamente estudada face ao seu uso clinico em transplantes. Nesse tecido,
encontram-se, entre outras, as células-tronco hematopoiéticas, que sao responsaveis
por toda a progénie granulocitica e mielocitica (SCHWINDT et al., 2005).

A célula-tronco hematopoiética é definida como uma célula com grande
capacidade de autorenovacdo e proliferacdo. Possui também a capacidade de
diferenciar-se em progenitores hematopoiéticos de todas as linhagens celulares
(QUESENBERRY & COLVIN, 2001)

As células-tronco hematopoiéticas tém origem mesenquimal e, durante o periodo
de vida intrauterina, sdo encontradas no saco vitelino embrionario e, posteriormente,
deslocam-se, por via hematdgena, para o figado, baco, linfonodos e timo fetal
(NAKAGE & SANTANA, 2006). Na metade do periodo de vida intrauterina, a
hematopoiese passa a ocorrer na medula 6ssea, que se torna o principal sitio
hematopoiético no tergo final da vida intrauterina, produzindo granulécitos, mondcitos,
eritrocitos, magacariécitos e alguns linfocitos. A hematopoiese persiste na medula
0ssea durante a vida adulta (JAIN, 1986; SANTANA, 2000).

Embora o fenétipo exato das células-tronco hematopoiéticas seja desconhecido,
imunologicamente  comportam-se como CD34°CD38 e, morfologicamente,
assemelham-se as células mononucleares, principalmente, a pequenos linfocitos, tendo
alta relacdo nucleo-citoplasma, nucléolo proeminente e citoplasma basofilico destituido
de granulos (GASPER, 2000).
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As células-tronco hematopoiéticas primitivas e as células progenitoras
expressam a glicoproteina CD34 (JIN et al.,2000) e co-expressam o fator de
crescimento de células-tronco, c-kit (CD117) (SIMMONS et al., 1993) e Thy 1 (CRAIG et
al., 1993). Outra caracteristica das células-tronco primitivas € a ndo expressao de HLA-
DR e CD38 (QUESENBERRY & COLVIN, 2001).

2.1 Aspectos gerais da hematopoiese

O sistema hematopoiético € altamente organizado, responsavel pela producéao
das células sanguineas. O controle da proliferacdo, diferenciacdo e maturagéo dessas
células é feito através de uma complexa interagcdo molecular das células com o
microambiente da medula 6ssea. Esse microambiente complexo produz glicoproteinas
soluveis, genericamente chamadas de citocinas, que controlam a mitose e a
diferenciacao das células hematopoieticas (GASPER, 2000).

Hematopoiése € o processo pelo qual as células sanguineas proliferam,
diferenciam e amadurecem morfofuncionalmente na medula éssea. Nesse processo,
sao produzidas hemacias, plaguetas e leucécitos a partir de células-tronco
hematopoéticas pluripotentes, que residem na medula 6ssea, e possuem a capacidade
peculiar de produzir todos os diferentes tipos de células sanguineas maduras em
condicdes apropriadas (LOWELL, 2001).

A hematopoiése p6s-natal é realizada essencialmente no seio da medula 6ssea,
cuja celularidade inclui células-tronco hematopoiéticas, células precursoras (blastos),
celulas sanguineas morfofuncionalmente maduras e tecido de sustentacdo da
hematopoiese (microambiente hematopoiético), localizado nas cavidades medulares
dos ossos (SANTANA, 2000). A diferenciagcdo das células-tronco hematopoiéticas
pluripotenciais em células progenitoras unipotenciais “comprometidas”, e estas ultimas
em precursores clonais morfologicamente reconheciveis e suas progénies, é
influenciada por uma variedade de fatores regulatérios, que agem em diferentes niveis
do desenvolvimento celular, caracterizando a teoria monofilética da origem do sangue
(SANTANA, 1988).



2.1.1 Fatores que regulam a hematopoiése

A proliferagdo e a diferenciacdo celular sdo controladas por um grupo de
glicoproteinas, designadas fatores de crescimento hematopoiético (McNIECE &
BRIDDELL, 2001). Além desses fatores, a autorenovacgao, proliferacédo, diferenciacao,
homing e mobilizacdo de progenitores hematopoiéticos sao regulados por um complexo
mecanismo que envolve o microambiente da medula 6ssea (GASPER, 2000). Esse
microambiente complexo produz glicoproteinas sollUveis genericamente chamadas de
citocinas, que controlam a mitose e a diferenciacdo das células hematopoiéticas
(ANJOS et al., 2000).

A célula indiferenciada pluripotente expressa um receptor de membrana de
tirosinaquinase, identificado como o produto proteico do oncogene celular, c-kit, e a
citocina que interage com o receptor, designada ligante do c-kit e também denominada
“fator de células indeferenciadas” (ABBAS et al., 1998), que por sua vez é sintetizado
por células do estroma da medula 6ssea e estimula diretamente as células-tronco
hematopoiéticas a entrar para o ciclo celular. O fator de célula-tronco, sozinho, tem um
efeito limitado na hematopoiése, entretanto, na presenca de outras citocinas, aumenta o
tamanho e o niumero de colbnias de células progenitoras (GASPER, 2000).

Outros fatores reguladores da hematopoiése sdo os fatores estimuladores de
colénia (CSF), que atuam sobre células da medula éssea em diferentes etapas da
maturacdo e promovem, preferencialmente, o desenvolvimento de colbnias de
diferentes linhagens (ABBAS et al., 1998; GASPER , 2000).Fatores estimuladores de
colénia (CSF) de granulécitos e macrofagos (GM-CSF), de granulécitos (G-CSF) e
macréfagos (M-CSF), atuam sobre uma estreita faixa de células alvo (precursores
hematopoiéticos) ( DEAN, 2000; SANTANA 2000).

Entre outras citocinas estimuladoras de colénia, a IL-9 sustenta o crescimento
de algumas linhagens de linfécitos T e progenitores de mastécitos, derivados da medula

0ssea, e a IL-11 estimula a megacariopoiese (ABBAS et al., 1998), e poetinas como
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eritropoetina, a trombopoetina, estimulam as células progenitoras de linhagem eritrdide
e megacariocitica, respectivamente, a proliferar e se diferenciar formando células
maduras (GASPER, 2000).

2.2 Fontes de células-tronco hematopoiéticas

Até recentemente, a principal fonte de células-tronco hematopoiéticas para
transplante era a medula 6ssea (MARMONT, 1993). Atualmente, esta bem estabelecido
que as células-tronco podem ser obtidas do sangue periférico, entretanto, a utilizagao
dessa via para a obtencdo de células-tronco para transplante medular exige
mobilizacdo prévia destas da medula éssea para o sangue (BAY et al., 2006). Isso &
feito através da administracdo de fator estimulante de col6nia (CSF) (BAY et al., 2006;
SCHMITZ et al., 1996).

Nos dultimos anos, o sangue do cordao umbilical tem sido clinicamente
investigado como fonte alternativa para transplante alogénico, em pacientes que nao
apresentam HLA-compativel (LU et al., 1996; CAIRO et al., 1997).

2.2.1 Sangue do cordao umbilical

A eficacia das células-tronco do SCU para transplante foi inicialmente
demonstrada em modelos animais, com o uso de camundongos letalmente irradiados,
cuja reconstituicio completa da medula foi alcancada apés infusdo de SCU
(BROXMEYER et al., 1989). Esses resultados levaram a primeira experiéncia bem
sucedida de transplante de SCU em uma crian¢ga com anemia de Fanconi, na qual foi
usado SCU de sua irméa para realizar o transplante (GLUCKMAN et al.,1989).

O SCU tem sido utilizado como uma fonte alternativa de células-tronco
hematopoiéticas, principalmente em criangas, e cada vez mais em adultos para o
tratamento de doencas hematoldgicas, sindromes de imunodeficiéncia congénita,
desordens metabdlicas e doencas autoimunes (ROCHA et al., 2004; LAUGHLIN et al.,
2004; YAO et al., 2004) .
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Outras vantagens do uso do SCU, como fonte de células-tronco hematopoiéticas
sobre a medula éssea e sangue periférico, sdo a sua disponibilidade de oferta, uma vez
que 0 mesmo é muitas vezes descartado apds o parto ou armazenado em bancos de
sangue de cordao umbilical humano (ALKINDI & DENNISON, 2011). Ademais, o uso do
SCU torna-se potencialmente vantajoso em decorréncia do alto nimero e qualidade de
células-tronco hematopoiéticas e da relativa imaturidade. Portanto, maior tolerancia
imunologica do SCU (EAPEN, 2007) e, como consequéncia, induzem a uma menor
incidéncia da doenca de enxerto contra o hospedeiro (DECH)(VILMAR et al., 1992;
ROCHA et al., 2001).

Nesse contexto da DECH, Cookson & Reen (2003) referem que células T
neonatais e células natural killers (NK) também podem ser parcialmente responsaveis
pela baixa incidéncia da DECH e desempenham um papel importante na protecdo do

recém-nascido contra a infeccao.
Coleta do sangue do cordao umbilical

O SCU pode ser usado como fonte de células-tronco hematopoiéticas para
transplante. O sucesso do transplante é altamente correlacionado com o numero de
células nucleadas e células CD34" no SCU (MANEGOLD et al., 2008). Véarios métodos
de coleta de SCU humano tém sido propostos de modo a maximizar a quantidade de
células obtidas (WONG et al., 2001). Diretrizes internacionais recomendam um padrao
de 2x10” de células/kg para adultos e 3,7x10” células /kg para criancas (MANCINELLI
et al 2006).

O SCU é coletado por intermédio da venipuncéo da veia umbilical placentéria,
logo apds o clampeamento do corddo umbilical com a placenta in loco, ou apés a
dequitacao placentaria, e transferido para uma bolsa coletora universal contendo 100
Ul/mL de heparina como anticoagulante, resultando em um numero maior de células
nucleadas por mL de SCU, nas amostras colhidas com a placenta in loco quando
comparado com o nimero de células depois da dequitacdo placentaria (13,6 x 10%mL
vs 13,0 x 10%mL) (SURBEK et al., 2000; WONG et al., 2001).
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O volume do SCU é um fator a ser considerado, porque um volume reduzido leva
a perda substancial de células progenitoras do SCU. Cairo et al. (1997) e Surbek et al.
(2000) afirmaram que o volume do SCU é mais elevado na coleta efetuada antes da
dequitacéo placentéria. Por outro lado, a contaminagédo bacteriana é outro fator a ser
levado em conta Bertolini et al. (1995) reportaram uma menor contaminag¢ao bacteriana
na coleta de SCU feita por venipuncédo da veia umbilical placentaria (3,3%), com a

placenta in situ, comparado a coleta do SCU apés a dequitagéao placentéria (12,5%).

Caracteristicas anatomicas do cordao umbilical de suino

O cordao umbilical é a haste de conexéo entre o feto e a placenta. O corpo do
cordao consiste de duas artérias umbilicais, duas veias umbilicais, o Uraco, e o vestigio
do saco vitelino, os quais se encontram envoltos por tecido conjuntivo fetal. Assim que
o cordao umbilical emerge do corpo, os seus ramos divergem e continuam no pélo
oposto do saco coribnico. A artéria umbilical, presente no cordao umbilical, desce em
espiral no cordao ao longo do Uraco. Ela imite ramos para o saco amniético e termina
na membrana corio-alantoidea. Em suinos, a veia umbilical funde-se na porgao
amniética do cordao (Figura 1) (McGEADY et al., 2006).

O cordao umbilical de suino, tem um comprimento de 20 a 25 cm e se rompe
assim que o leitdo atravessa o canal fetal. O ponto de rompimento é a 3 - 5cm do
umbigo (McGEADY et al., 2006).
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Figura 1. Representacdo esquematica das veias umbilicais (duas) artérias Umbilicais
(duas) e uraco no cordao umbilical de suino (McGEADY et al., 2006).

2.3 Métodos de identificacao e quantificacao de células hematopoiéticas

As células do sistema imunolégico tém, em suas superficies, em seu citoplasma
ou nucleo, centenas de moléculas especificas para o seu estagio particular de
desenvolvimento e estado funcional.

O processo de separacao de populagdes distintas de células com base nos tipos
de antigeno expressos em uma célula é referido como imunofenotipagem (ROITT et al.,
2003). Para detectar esses antigenos, sdo usados anticorpos monoclonais, marcados
com fluorocromo, e as células sao analisadas por citometria de fluxo que as categoriza
por granulosidade, tamanho e intensidade de fluorescéncia. Um padrao internacional de
nomenclatura é usado para classificar a maioria dos anticorpos de acordo com 0s

antigenos que detectam. Cada categoria € chamada cluster de diferenciacéo (CD) e é

numerado. O termo CD (Cluster Designation = denominagao de grupamento) é utilizado
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para denominar os anticorpos monoclonais criados em diferentes laboratérios e em
diferentes partes do mundo, contra antigenos leucocitarios humanos (ROITT et al.,
2003).

Anticorpos monoclonais sd&o marcadores de escolha em virtude da sua
especificidade, reagdo cruzada minima e reprodutibilidade (KEREN et al., 1994).

Para classificar os anticorpos monoclonais de diversos animais domeésticos,
incluindo caes (COBBOLD; METCALF, 1994), suinos (SAALMULLER, 1996), equinos
(LUNN et al., 1996) e ruminantes (NAESSENS et al., 1997), alguns workshops tém sido
organizados para designar a estes anticorpos uma nomenclatura correspondente a
humana.

A citometria de fluxo é a aplicacdo das técnicas de imunofluorescéncia na
identificacdo de determinadas células em suspensdo, ou seja, na identificacdo de
antigenos em células vivas (BENDER & MUHLEN, 2009). Por citometria de fluxo, as
células a serem analisadas se acoplam a um fluorocromo, diretamente ou através de
uma proteina que, geralmente, € um anticorpo monoclonal que reconhece um epitopo
especifico da célula. Posteriormente, as células suspensas em uma solugao fisiolégica
sao injetadas em um sistema de fluidos para serem expostas individualmente a um jato
de luz focalizado (/aser) o qual, ao incidir com cada célula, se desvia e essa mudanga
de direcao € registrada por detectores especiais. Os fluorocromos (ex: isoticianato de
fluoresceina, FITC e ficoeritrina, PE) sdo moléculas que, ao serem excitadas, emitem
luz a um determinado comprimento de onda que é registrada por fotodetectores. Este
método permite analisar um elevado numero de células (10.000 a 50.000) para cada
anticorpo  monoclonal, e possibilita um registro computadorizado dos resultados
(LOWELL et al., 2001).

Nas coletas das amostras de sangue para citometria de fluxo, o anticoagulante
recomendado é o acido etilenodiaminotetracético dipotassico (K2-EDTA), o qual
apresenta vantagens sobre os demais, pois proporciona uma boa separacdo das
distintas populacdes leucocitarias e permite que as amostras possam ser analisadas
satisfatoriamente dentro de um periodo de 24 horas (PAXTON et al., 1989).
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Byrne et al. (2000) referiram que a andlise dos linfécitos, assim como de outros
leucdcitos pela citometria de fluxo, deve ser precedida pela contagem total e diferencial
dos leucécitos. Os valores absolutos para subpopulacdes linfocitarias sao obtidos com
base nas porcentagens da citometria, contagens globais dos leucocitos e formula
leucocitaria relativa dos linfocitos.

2.4 Aplicacao da citometria de fluxo na hematologia de suinos

Embora muitos anticorpos monoclonais especificos para suinos ja tenham sido
caracterizados, o estudo, a quantificacdo e a caracterizacdo de células progenitoras
hematopoiéticas de suinos tém sido dificultadas pela falta de reagentes especificos.
(PEREZ et al. 2007).

Anticorpos monoclonais reativos com leucécitos suinos foram relatados,
inicialmente, em 1984 (PESCOVITZ et. al., 1984; JONJIK; KOSZINOWSKI, 1984).
Durante o primeiro workshop internacional para grupos de diferenciacdo de antigenos
em leucocitos de suinos (First International Swine Cluster of Differentiation (CD)
Workshop), (LUNNEY et al., 1994), vinte diferentes grupos de diferenciagdo (CD) de
antigenos reconhecidos por diferentes anticorpos monoclonais foram identificados.
Durante o segundo workshop suino (Second International Swine Cluster of
Differentiation - CD Workshop), realizado em 1995, mais 176 anticorpos foram
caracterizados, bem como as regras de CD suino compatibilizadas com as de humano
e ruminante (SAALMULLER et. al., 1998).

Apesar dos avancgos feitos na caracterizagdo e agrupamentos de anticorpos
monoclonais de suinos, o conhecimento do seu sistema hematolégico permanece
imcompleto, particularmente em consequéncia da falta de marcadores para
progenitores hematopoiéticos (SUMMERFIELD et al, 2003).

Caracterizacao e quantificacao de células-tronco hematopoieticas

Em camundongos e humanos, células-tronco hematopoiéticas podem ser

eficientemente isoladas do sangue periférico, do SCU, assim como da medula éssea,
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usando-se anticorpos monoclonais contra CD34 ou CD117 (NEU et al., 1996). O
reagente CD34 nao se encontra ainda disponivel para estudo das células-tronco de
suinos.

Perez et al. (2007) reportaram e caracterizaram um novo anticorpo monoclonal
anti-c-Kit (CD117) 2B8/BM, c-kit para suinos. A reatividade desse anticorpo € restrita a
uma pequena populagédo de células adultas da medula éssea.

Com esse novo anticorpo monoclonal, foram caracterizadas células
hematopoiéticas de suino, ligante c-kit positivas, julgando-se que seus achados iniciais
poderao facilitar o isolamento dessas células e, posteriormente, testar o seu potencial
no tratamento de uma variedade de condigbes clinicas.Células hematopoiéticas c-kit*
foram analisadas e classificadas, utilizando-se de um fator de células-tronco
recombinante (rpSCF) (SUMMERFIELD et al., 2003; LE GERN et al., 2003).

Métodos padronizados, reproduziveis para isolamento de células c-kit", nao
estdo ainda bem estabelecidos. Em contraste, ha uma variedade de métodos para
isolamento de células CD34" (NEU et al., 1996). Essas células possuem capacidade de
reconstituicio da medula 6ssea e sdo amplamente aceitas como células-tronco
hematopoiéticas ou células hematopoiéticas progenitoras (BERENSON et al.,1988).

A populagao de células CD34" exibe uma extraordinaria heterogeneidade na co-
expressao de antigenos. Diferentes abordagens de isolamento e cultura de células
tornaram possivel a definicdo de distintas populacdes de células CD34" entre elas
(CD34°CD117%), que sdo células hematopoiéticas primitivas (IKUTA& WEISSMAN,
1992; GUNGI et al., 1993) enquanto células da medula 6ssea de humanos CD 34/c-
kit"9" exibem principalmente potencial proliferativo. Unidades formadoras de colénias,
células progenitoras mais imaturas estdo na populagdo CD34*/c-kit®” (GUNGI et al.,
1993). Essas observacgdes indicam que progenitores hematopoiéticos mais primitivos e
em estagio dormente do ciclo celular sdo CD34*/ c-kit '°*
ciclo celular ativo sdo CD34*/c-kit"" ( LAVER et al., 1995). Sendo assim, para a

,& as que se encontram em

quantificacao de células CD117 é imprescindivel a presenca do marcador de células-
tronco especifico para suinos de modo a permitir observacao do grau de co-expressao
do CD117.
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A falta do marcador CD34 especifico para células sanguineas de suinos limita a
quantificagdo de células-tronco CD117* dentro do universo CD34", permitindo apenas
uma identificacdo de células CD117" e o seu valor relativo na amostra que é dado pelo
citbmetro.

Os diversificados ensaios referentes a expressdo do CD117 tém sido
encontrados em diferentes freqiiéncias, 81% no SCU, 72% e 64% em células CD34" da
medula éssea, e sangue periférico, respectivamente D’arena et al., (1996) e Sakabe et
al., (1997), encontraram no sangue periférico mobilizado trés distintas populagbes de
células CD34*, c-kit ™" | c-kit "% , c-kit ~ .Estudos mais recentes sugerem que
precursores mais primitivos expressam c-kit em baixo nivel ( XIAO et al., 1999) ou néo
expressam (SAKABE et al., 1998).

Caracterizacao e quantificacao de células CD45*

Os leucécitos dos mamiferos compartilham um antigeno que esta presente em
todas as células nucleadas de origem mieldide e esta ausente nos eritrécitos maduros,
o antigeno leucocitario comum CD45 (BINNS et al., 1995). Sendo assim, é o marcador
de escolha para a imunofenotipagem de leucécitos e de outras linhagens celulares do
sangue (TERZIK et al., 2002) foi testado durante os workshops de suino e
caracterizado como uma glicoproteina de superficie que se expressa em todas as
células T maduras e em pequena proporcdo nos linfécitos B (HAYAKAWA; HARDY,
1988)

O anticorpo anti-CD45 € geralmente utilizado em hematologia veterindria para
classificagao celular e, em especial, para qualificacdo e quantificagéo de variedades
leucocitarias (WEISS, 2004). O antigeno CD45 se expressa com diferentes
intensidades na superficie das células sanguineas (GRINDEM, 1996; WEISS,

2004) e configura-se como uma familia de glicoproteinas de 190 a 220kDa, encontrada
em todas as celulas hematopoieticas, exceto nas hemacias maduras (TIZARD,2002).

O antigeno CD45 pode incluir mais de oito isoformas, em razdo da emenda

variavel de trés exons (A, B e C) localizados perto do terminal 5’ do mRNA. No caso da
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espécie suina, predominam trés isoformas que incluem CD45R0, CD45RC e CD45RAC
(SCHNITZLEIN; ZUCKERMANN, 1998). Tais isoformas em células hematopoiéticas de
suinos apresentam pesos moleculares de 190, 210, e 226 kDa, respectivamente
(ZUCKERMANN et al.,1998). As isoformas s&o particularmente importantes para o
desenvolvimento e diferenciacdo do linfécito T (PEAKMAN; VERGANI, 1999).

De acordo com Nakage et al. (2005) os leucécitos podem ser analisados no
sangue total com anticoagulante ou podem ser isolados pelo uso da centrifugacéo por
gradiente de densidade. O sangue total evita as alteragdes celulares associadas a
centrifugacdo por gradiente de densidade. E as variagbes no tamanho e na
granularidade interna permitem a classificagdo dos leucécitos em linfocitos, mondcitos e

granuldcitos.

Caracterizacao e quantificacao de subpopulacoes linfocitarias

A célula T é caracterizada pela presenca do seu receptor de antigeno, designado
por TCR, que pode ser heterodimérico com dois peptideos ligados por pontes dissulfeto
a e B (que reconhece fragmentos processados do antigeno, ligados as moléculas do
MHC-I ou MHC-Il); e o outro, que consiste em polipeptideos y e & (que podem
reconhecer antigenos nao peptidicos independentes do MHC) (TANAKA et al., 1994;
ROITT et al., 2003). Juntamente com o TCR, encontra-se a presenga constitutiva de um
complexo de moléculas, denominada CD3 e envolvido na transdugéo de sinais de
ativacao antigeno-especifico através do TCR. (ABBAS; LICHTMAN, 1998; PEACKMAN
&VERGANI, 1999).

SAALMULLER et al. (1994a) caracterizaram a molécula CD5 de suino como
sendo uma glicoproteina monométrica e revelaram que a maioria destas ceélulas
pertencia a linhagem de linfocitos T, enquanto 10 a 30% dos linfocitos B expressam
CD5+ em baixa densidade. E o antigeno CD4* como um polipeptidio que interage com
células apresentadoras de antigenos, ligadas as moléculas do MHC de classe II. E
expressa em 50% dos timécitos e em uma parte substancial dos linfécitos T do sangue
periférico (SAALMULLER et al., 1994b). J4 o antigeno CD8" é uma proteina
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homodimérica a a assim como heterodimérica a B, presente na superficie das células T
de suino em alta (CD8 "%") e baixa (CD8"°" ) densidades(SALMULLER et al., 1994c).

As especificidades dos anticorpos monoclonais para suinos, CD4* e CD8", foram
previamente descritas (PESCOVITZ et al., 1984) e foram caracterizadas durante o
primeiro workshop internacional suino (CD workshop) ( LUNNEY et al., 1994).

A fenotipagem de linfécitos do SCU é facilmente realizada através da citometria
de fluxo, técnica que quantifica células coradas com reagentes fluorescentes
especificos (SCHUMACHER& BURKHEAD, 2000).

Nakage et al., (2005) refere que para a quantificagao de linfocitos € importante e
ideal que as subpopulagdes linfocitarias T CD4 e CD8 sejam preservadas, enquanto
outros componentes celulares, que possam interferir na identificacdo das
subpopulacdes linfocitarias, sejam eliminados. De acordo com Faldyna et al. (2001), a
lise de hemacias do sangue total € o procedimento de escolha para tal propésito.

Na maioria das espécies de mamiferos domeésticos, as células T constituem a
populagdo predominante. Em suinos, essa populagado corresponde a 45 a 57%, dos
quais 41% sao células CD4" (T- auxiliares) e 16 a 24% sao células CD8" (T- citotdxicas)
(PESCOVITZ et al., 1998; LI et al., 2001; TIZARD, 2002). Whittal & Parkhouse (1997)
reportaram (23 a 49%) de células CD4" e (19 a 39%) de células CD8" no sangue
periférico de suinos adultos. Outros estudos relativos a quantificacdo imunofenotipica
de células T do sangue periférico de suinos demonstraram que a porcentagem de
células T CD8" aumenta gradativamente com a idade, levando a um decréscimo na
razado CD4:CD8. (JONJIC & KOSZINOWSKI,1984; PESCOVITZ et al., 1985; JOLING et
al., 1993).

O sistema imune suino apresenta certas peculiaridades e é o Unico no qual a
expressao de antigenos CD4 e CD8 define quatro subpopulacdes de linfécitos T extra
timicos (SAALMULLER et al., 1989). Além dos fenétipos classicos de linfocitos CD4
*CD8 ( T- auxiliares), e células CD4 = CD8" (T- citotéxico), linfécitos T CD4™ CD8 e
CD4" CD8" sao proeminentes na circulagdo, assim como no pool de linfécitos T
tissulares (SAALMULLER et al., 1989). Podem ser encontrados entre o total de
linfécitos T, 10-60% s&o células T CD4" e CD8" (duplamente positivos) (PESCOVITZ et
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al., 1994). Zuckerman & Husmann (1996) reportaram que este subconjunto de linfocitos
T representa <2% do total dos linfécitos em suinos com menos de uma semana de

idade e aumenta gradualmente com a idade até 35% entre 45 e 54 meses.

2.5 Valores Eritroleucomeétricos de Suinos ao nascimento

A hematologia de suinos néo é freqientemente realizada devido essencialmente
a dificuldade na coleta e ao baixo valor intrinseco do animal individual. Ha alguns
intervalos de referéncia publicados, entretanto o intervalo de muitos deles é bastante
amplo. Essa variabilidade pode ser devida a varios fatores como sexo, raca, dieta,
idade, gestacao, lactacao pelo que a interpretacdo dos dados de hematologia de suino
requer a consideracao destes fatores (ELBERS et al.,, 1992; DUBREUIL et al., 1993;
YEH et al., 1994).

O estresse ¢é outro fator que induz a alteracées no hemograma de suino. Elberts,
(1992) e Dubreuil, (1993), referem que o0 estresse pode levar a um aumento da
contagem total de leucocitos, bem como de neutrofilos acrescido de um aumento
significativo da concentracdo de hemoglobina e hematdcrito.

Miller et al., (1961), referindo-se ao fator idade, relatam em suinos nos primeiros
dias de nascimento uma baixa na ordem de 30 a 38% na contagem de células
vermelhas, hematocrito e concentracdo da hemoglobina como resultado da expansao
do volume do plasma.

Dados da literatura indicam que o suino é um animal susceptivel ao
desenvolvimento de anemia por privacdo de ferro. Essa susceptibilidade é devida
essencialmente ao baixo estoque de ferro fetal (SVOBODA & DRABEK, 2005), uma
baixa reserva de ferro ao nascimento; baixa transferéncia de ferro da mae para os
leitdes através da placenta (ALLEN, 2005). Ademais, rapido crescimento dos leitdes,
tamanho aumentado da leitegada e inadequados niveis de ferro no leite da porca
(SVOBODA & DRABEK, 2005). A falta de suplementacao de ferro, nos primeiros dois

dias ap6s o nascimento, induz a um estado pré - anémico com redugédo até a linha
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limite do valor de normalidade do total de hemacias, porcentagem de hematécrito e
concentracao da hemoglobina ( LIPINSKI et al., 2010).

Em relacdo ao leucograma de suinos, o total de leucécitos aumenta ao longo da
vida fetal, consistindo principalmente de neutréfilos (THORN, 2000).

Valenga et al. (1986) e Egeli et al. (1998) referem que, ao nascimento, a
contagem média de neutréfilos (6,56 x 10%/uL) representa 65 a 70% dos leucdcitos, e
a contagem média de linfocitos (1,77 x 10%uL) representa cerca de 20%. Na primeira
semana, neutrofilos e linfécitos estdo em igual quantidade e, por volta dos 10 dias de
idade, o numero de linfécitos supera o dos neutrofilos. A ingestdao de colostro na idade
do desmame afeta a contagem de eritrocitos e leucécitos, assim como a dinamica das
células fato verificado também por Santana (1982). Ja, em porcas adultas Sipos et al. (
2011) referem a uma proporgdo de linfécitos de 44,7+10,2% e de neutrofilos de
41,6+11%.

Relativamente a contagem de reticulécitos, Thorn (2000) reportou que
porcentagem maxima de reticulécitos € de 6,5% na metade do periodo de vida

intrauterino, mas reduz para 1% por volta do nascimento.
2.6 Modelos experimentais de estudo do sangue do cordao umbilical

Em um estudo realizado em humanos por Walka et al. (1998), no qual foram
colhidas 123 amostras de SCU de individuos saudaveis nascidos a termo, foram
obtidos os seguintes resultados: Eritrocitos — 4,6 (3,9-5,5) x10'?/L ; Hemoglobina 15,7
(12,5-18,2) g/dL ; VCM — 106 ( 95-113) fL ; HCM- 33,8 (30,3-36,4) pg ; Reticuldcitos-
3,3 (2,0-4,7) %. Walka el al. (1998) referiram ainda que o SCU comparado com o
sangue periférico de adultos, tem um maior nimero de leucdcitos, reticuldcitos e
eritroblastos, bem como macrocitose e anisocitose mais acentuada, principalmente
devido a presenca de maior numero de eritrocitos imaturos. Em outro estudo, valores
hematoldgicos (exceto o numero de hemacias e a concentragdo de hemoglobina
corpuscular média), no SCU humano apresentaram-se mais elevados do que aqueles

obtidos no sangue periférico de adultos sadios quando avaliados por contadores



18

automaticos de células, esfregacos corados com Metanol May-Grunwald Giemsa
(MMG), citometria de fluxo e culturas celulares semi-solidas (RUBINSTEIN et al., 1995;
CHAISIRIPOOMKERE et al., 1999).

Pranke et al. (2001) analisaram as moléculas de superficie de mondcitos,
linfécitos e células CD34" do SCU humano através da citometria de fluxo de duas cores.
A populagéo de células mononucleares foi composta de 22,9+7,2% de mondcitos e
77,05 £ 7,24% de linfocitos, entre os quais 46,59+15,62% eram linfocitos T, sendo
linfécitos T auxiliares (CD3*CD4") 43,94+16,94% e T citotéxicos (CD3* CD8")
13,45+7,46%. As células CD34" foram em média 0,54+0,24% da fracdo mononuclear.
Dentre as células que co-expressam CD34%, as células CD31 e HLA-DR foram as
moléculas com maior freqiiéncia (79,7 e 65,7 %) seguidas CD62L e CD117" (41,8 e
20,1%) respectivamente. Schultz, et al., (2000) relatam uma contagem absoluta de
leucécitos, assim como de subpopulacdes linfocitarias menor no SCU quando
comparado com o sangue periférico de neonatos, e na fase adulta declina, esta
tendéncia é reflexo de mudancas relativas.

Na literatura médico-veterinaria brasileira, ha poucos relatos sobre células-tronco
do SCU, excecao feita aos trabalhos pioneiros, conduzidos em SCU de caes (NAKAGE
et al., 2005), equideos (GODQY, 2003; 2007a; 2007b) e gatos, todos inerentes a uma
linha de pesquisa do Laboratério de Patologia Clinica Veterindria da Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinarias/Unesp, Campus de Jaboticabal. Além disso, apesar da
ampla utilizacdo dos suinos como modelo de estudo para varias doengas
hematolégicas e ndo hematolégicas, nao existem dados bibliograficos referentes as
caracteristicas citolégicas e bioquimico-séricas do SCU da referida espécie animal.

Nakage et al. (2005) reportaram que as células-tronco CD34" do SCU de cées
0,88 x 10%/mL"" correspondem a 33% das células mononucleares ( 2,61 x 108/mL ™).

Num experimento realizado por Terzik et al., (2002), ao quantificar as células
CD45" do sangue periférico de suinos de 12 semanas de idade, foi encontrada a média
de 86,3% (variando entre 68% e 98,2%). Valores similares foram também reportados
por Haversson et al. (1994).
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Cépua et al. (2009) quantificaram linfécitos T CD5*, CD4*, CD8" no SCU de
neonatos caninos e compararam com sangue periférico de adultos. Constataram que a
contagem total de linfécitos T foi baixa no SCU, quando comparada com aquele
verificado no sangue periférico de cées adultos; e a propor¢gdo CD4:CD8 mostrou uma
grande dominéncia das células T CD4 + sobre os linfécitos T CD8+ no SCU.

Outros estudos em cdes (FALDYNA et al., 2001; HEGEN ESCH et al., 2004)
demonstraram que a porcentagem de células T CD8" aumenta gradualmente com a
idade, enquanto a proporgcao CD4": CD8" decresce.

Godoy et al. (2007%), comparando SCU e periférico de equinos neonatos e de
equinos adultos, verificaram que a contagem de linfocitos TCD5 e TCD4 no SCU e da
jugular do neonato foi inferior ao reportado em equinos adultos. No entanto a contagem
de CD8+ foi semelhante aquela reportada em adultos. A proporcdo CD4 :CD8 obtida
neste mesmo ensaio, tanto para o SCU, quanto para o sangue periférico, em equinos
neonatos, revelou dominancia das células T CD4+ sobre os linfocitos TCD8+.

Apesar da importancia de que se revestem estes estudos, particularmente, no
que concerne a importancia do suino como modelo animal para pesquisas biomédicas,
e ao valor do SCU como fonte alternativa de células-tronco hematopoiéticas, nao
existem estudos publicados com relacdo as caracteristicas do SCU de suinos,
particularmente no que se refere as técnicas de coleta, aos aspectos qualitativos e
quantitativos de sua celularidade, ao rendimento total de células-tronco
hematopoéticas, dentre outros.

2.7 Objetivos

Buscando contribuir para o conhecimento das caracteristicas fenotipicas do SCU
de suino, bem como das suas caracteristicas eritroleucométricas,desenhou-se este
estudo com os seguintes objetivos:

i.  Quantificar células CD117*, CD45" e subpopulagdes linfocitarias no
SCU;
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ii. Quantificar células CD117", CD45" e subpopulagdes linfocitarias no
sangue periférico, imediatamente apds o nascimento e 48 horas depois
do nascimento, e comparar com os valores obtidos do SCU.

ii.  Determinar os parametros eritroleucométricos do SCU e periférico de

suinos neonatos.

3.MATERIAL E METODOS

3.1 Parcelas experimentais

Foi utilizado um total de 48 leitdes e suas amostras biol6gicas foram distribuidas
em trés grupos experimentais diferentes de acordo com o local e tempo de coleta.
Assim temos:

Grupo 1- SCU- sangue do cordao umbilical (SCU) de suino.

Grupo 2- SPI- sangue periférico de suinos imediatamente apds o nascimento.

Grupo 3- SP48-sangue periférico de suinos, 48 horas apds 0 nascimento.

Os 48 leitbes foram oriundos de porcas de linhagem Topigs, sadias,
artificialmente inseminadas, nascidos de parto natural, dos quais foi colhido SCU
imediatamente ao nascimento e sangue periférico do seio venoso retro-oftalmico
imediatamente ap6s o nascimento e 48 horas depois. Os animais foram oriundos da
granja comercial “A ESTIVA”, localizada nos arredores de Jaboticabal,SP.

3.2 Instalacoes

Seguindo o esquema de trabalho da granja, numa primeira fase, as matrizes
prenhes foram alojadas em baias coletivas, dotadas de barra de protegdo para cada
porca, respeitando-se um espaco vital minimo de 1,5m?%matriz. Aos 110 dias de



21

gestacao, as fémeas foram transferidas para a maternidade e alojadas em baias
individuais com area de 3,6 m? e igualmente dotadas de barra de protecdo a uma altura
de pelo menos 28 cm do piso (para diminuir a quantidade de esmagamentos), onde
permaneceram junto as suas crias até ao final da lactacao ( Figura 2.)

Figura 2. Porca contida em baia individual aguardando inicio de servico do parto.
Jaboticabal, SP, 2011.

3.3 Coleta de material biologico

As amostras de sangue, depois de coletadas foram devidamente identificadas e
colocadas em uma caixa térmica e conduzidas para o Laboratério de Patologia Clinica
“Prof. Dr. Joaquim Martins Ferreira Neto”, do Hospital Veterinario “Governador Laudo
Natel” da FCAV-UNESP, Campus de Jaboticabal para exames hematol6gicos e preparo
para citometria de fluxo.
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Sangue do cordao umbilical

Geralmente, a apresentacdo do leitdo durante o parto € cefalica e o cordao
umbilical permanece ligado a placenta até a ruptura e extravasamento do SCU. Assim,
para evitar o extravasamento do SCU, os leitdes foram contidos de modo a evitar a
ruptura do corddo e, em seguida, sem clampeamento, com auxilio de uma agulha
estéril acoplada a uma seringa de 3 mL, contendo &cido etilenodiaminotetracético

dipotassico (K. — EDTA), foi efetuada puncdo e coleta do SCU na porcao justa

placentaria do corddo umbilical, e o sangue recolhido num tubo sem anticoagulante
(Figura 3).

e A
Figura 3. llustracdo do procedimento adotado para a coleta de sangue do cordao
umbilical de neonato na porgdo justaplacentaria da veia umbilical.
Jaboticabal, SP, 2011.
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Sangue periférico

Imediatamente apds o nascimento e 48 horas depois, foram coletados de cada
leitio 2 mL de sangue periférico, por intermédio da puncdo do seio venoso retro-
oftalmico. O sangue foi recolhido em tubos BD Vacutainer ™ de 2 mL, contendo acido
etilenodiaminotetracético (ko-EDTA) como anticoagulante, para exame hematologico e

avaliacao citofluorométrica.

Volume do SCU e peso dos leitoes

Logo apés o nascimento e coleta do SCU e periférico, foi determinado o volume
de sangue colhido do cordao umbilical, de cada leitdo, assim como seu peso individual.
Em seguida, foram todos os leitdes devidamente identificados.

3.4 Métodos analiticos

3.4.1 Avaliacao citofluorométrica

O preparo das amostras foi efetuado em um periodo maximo de 24 horas, apds a
coleta do sangue, e o procedimento foi realizado no Laboratério de Patologia Clinica
Veterinaria “Prof. Dr. Joaquim Martins Ferreira Neto” do Hospital Veterinario
“Governador Laudo Natel’, da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias de
Jaboticabal — UNESP. Foram utilizados oito tubos cdnicos Falcon, onde foram
colocados 100 pL de sangue total e, posteriormente, adicionados os volumes dos

anticorpos monoclonais conjugados na seguinte ordem:



Tabela 1 Preparo das amostras de sangue para analise citometrica.
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Volume do Anticorpo
Tubo Amostra anticorpo Molécula Florescéncia Monoclonal Tipo Celular
1 100uL _ _ _ _ _
2 100uL 2uL lgG2b alexa fluor 488  MCA691* Isétopo controle
IgG2a PE MCA929* is6topo controle
3 oul 2ulL CD4 FITC MCA174* linfocito T auxiliar
CcD8 PE MCA1223* linfécito T citotdxico
4 100uL 2ul F(Ab") alexa fluor 647  A21237* anticorpo secundario
5 100uL 2uL lgG1 alexa fluor 488 MCA2307* Isétopo controle
6 100uL 2uL CD5 puro MCA2307* linfocitos T
0,5uL F(Ab") alexa fluor 647 anticorpo secundario
7 100uL 2uL CD45 puro MCA1222G* Total de Leucécitos
0,5uL F(Ab") alexa fluor 647  A21237* anticorpo secundario
8 200pL 2ul CD117 alexa fluor 488  MCA2598A488* anticorpo monoclonal

* Anticorpos monoclonais AbD Serotec;

PE: Ficoeritrina ;

A Anticorpo secundario Invitrogen

FITC: Isotiocinato de Fluorescencia

Ap6s homogeneizacdo, os tubos foram incubados protegidos da luz e em

temperatura ambiente, por 20 minutos. Nos tubos 1,2,3,4,5, e 8, um mililitro de tampao

de lise de hemacias (FACS Lysing Solution — Becton Dickinson) foi adicionado em cada

tubo e, novamente, as amostras foram homogeneizadas e incubadas por mais dez

minutos, a temperatura ambiente, protegidas da luz. Posteriormente, foi realizada a

lavagem do material com solucao salina tamponada com fosfato 0,01 M, pH entre 7,4 e

7,6 (PBS), por trés vezes, adicionando-se 2mL de PBS por lavagem.

Nos tubos 6 e 7, apds incubagédo por 20 minutos, foram adicionados 2mL de

PBS, efetuada centrifugacdo a 1800 RPM por 3 a 5 minutos e, em seguida foi
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desprezado o sobrenadante e adicionados 0,5 uL de anticorpo secundario Goat anti-
Mouse conjugado com fluorocromo Alexa flior 647 e incubado protegido da luz por
mais 20 minutos, a temperatura ambiente e em seguida, 1 mL de tampéao de lise de
hemacias (FACS Lysing Solution — Becton Dickinson) foi adicionado, novamente, a
amostra homogeneizada e incubada por mais dez minutos, a temperatura ambiente,
protegida da luz. Posteriormente, foi realizada a lavagem do material com solugéo
salina tamponada com fosfato 0,01 M, pH entre 7,4 e 7,6 (PBS) uma vez, adicionando-
se 2 mL de PBS. Em seguida, foram adicionados ao tubo seis 10uL dos anticorpos
monoclonais CD4 e CD8, deixou-se incubar por mais 20 minutos, a temperatura
ambiente e protegido da luz, e fez-se uma lavagem com PBS e desprezando-se o
sobrenadante. Ato continuo, depois das lavagens com PBS, foi adicionado a todos os
tubos 2 mL de solugéo salina tamponada com fosfato 0,01 M, pH entre 7,4 e 7,6, (PBS)
a 1% de formol, para a preservacao das células até a leitura. As amostras foram
analisadas em até sete dias apds o preparo, no citdbmetro de fluxo FACSCANTO
(Becton Dickinson, San Jose, CA), localizado no Laboratério de Citometria de Fluxo da
Faculdade de Farmécia de Ribeirdo Preto (FFRP), Universidade de Sao Paulo (USP).

Para identificar e quantificar as células CD117", foram obtidos 100.000 eventos
no sangue do corddo umbilical e no sangue periférico e, para tal, foi utilizado o
programa FACSDiva (BD). No presente experimento foram obtidos somente os valores
percentuais de células CD117".

Para a identificagdo e quantificagdo das células CD45", CD5", CD4* e CD8",
foram obtidos 10.000 eventos, no SCU e periférico, e para tal foi utilizado o programa
FACSDiva (BD). Para os calculos dos valores absolutos das células CD45*, CD5",
CD4" e CD8" foi usada a seguinte férmula:

O calculo dos valores absolutos de células CD45" no SCU, SPIl e SP48 foi
realizado multiplicando-se os valores percentuais das referidas células pela contagem
global de leuctcitos e para subpopulagdes linfocitarias multiplicando-se os valores
percentuais das referidas células pela contagem absoluta de linfécitos.

Tratando-se de um trabalho pioneiro com SCU de suino, a quantificagdo do

CD45 serviu essencialmente para a determinacao dos valores de contagem de total de
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leucécitos usando técnica mais atualizada. Por esta metodologia é possivel separar
linfécitos (P1), Mondcitos (P2) e granulécitos (P3) vide Fig 4 (A) e delimitando o gate
de linfécitos ( P1), foi possivel a separagéo dos linfécitos T CD8* PE no quadrante Q1 e
os linfécitos T CD4™ FITC-A no quadrante Q4 vide Fig.4 (B)

Figura 4. Representagdo grafica de células por tamanho e complexidade (FSC/ SSC)
indicando gate de linfocitos a vermelho (P1), mondcitos a verde (P2) e
granulécitos a azul (P3) e respectivo histograma (A). Histograma do pan de
linfécitos e respectiva distribuicdo em quadrantes CD4" FITC e CD8" PE (B).
Jaboticabal, SP, 2011.
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3.4.2 Avaliacao eritroleucométrica

A partir das amostras de sangue do corddo umbilical e sangue periférico, foram
obtidos hematécrito, hemoglobina, contagens globais de hemacias, volume corpuscular
médio (VCM), hemoglobina corpuscular médio (HCM), a concentracdo da hemoglobina
corpuscular média (CHCM), e a contagem total de leucdcitos, com auxilio de um
contador automatico de células (ABC Vet - HORIBA ABX — Sao Paulo/Brasil). Em
seguida, foram feitos esfregacos de sangue para a contagem diferencial de leucdcitos,
as laminas coradas com uma mistura de Metanol, May-Grunwald e Giemsa e contagens
foram efetuadas com auxilio de um microscopio, em objetiva de (100X) em Oleo de
imersao.

Reticulocitemetria

A contagem de reticulécitos, em esfregacos de sangue, foi feita incubando-se 100
uL de sangue total com igual quantidade de azul brilhante de cresil em banho-maria, a
37°C , por 15 minutos. Apds a incubacao, confeccionaram-se esfregacos sanguineos,
que foram contracorados com uma mistura de Metanol, May-Grunwald e Giemsa.
Realizaram-se as contagens de reticulécitos com auxilio de um microscépio, objetiva de
(100X) em d6leo de imerséao, foram contadas 500 células, sendo realizadas contagens de

hemacias maduras e de reticulécitos, e a quantidade de reticuldcitos foi expressa em
porcentagem.

3.5. Analise estatistica

Os resultados dos SCU, SPI e SP48 foram analisados por meio de estatisticas
descritivas de média, erro padrdo da média, valor minimo e maximo e as comparagdes
entre os grupos das variaveis do hemograma, contagem de reticulécitos, contagem das
células CD117*, CD45", CD5", CD4" e CD8" foram obtidas pelo test t pareado. Um valor de
p<0,05 foi considerado significativo.



28
4. RESULTADOS

4.1 Coleta de sangue do cordao umbilical

A coleta de SCU foi realizada por venipuncdo da veia umbilical na porgcéao
justaplacentaria do cordao umbilical de cada leitdo. Revelou-se facilmente aplicavel,
principalmente nos casos de animais que apresentavam vasos mais calibrosos, e
permetiu a coleta de um volume maximo de 10 mL e um minimo de 2 mL e um valor
médio de sangue de 5,125 mL. As diferencas no volume coletavel sdo devidas a
diferenca de calibre do vaso umbilical entre a leitegada, rompimento do cordao,
nascimento sucessivo de varios leitdes impedindo melhor contencdo e levando a

entrelacamento dos corddes seguido de rompimento.

4.2 Variaveis citofluorométricas
Quantificacao de células CD117*

Os valores médios e os desvios-padrao obtidos para as contagens relativas de
células CD117", obtidos por citometria de fluxo foram: SCU (0,06%), SPI (0,1%) e SP48
(0,05%) e estao ilustrados na figura 5.

Nas comparacdes entre os trés grupos estudados, os animais do SCU e SPI ; e
SCU e SP48 nao diferiram entre si com valores de (p=0,14) e (p=0,74) respectivamente.
Ja os dos grupos SPI e SP48 quando comparados entre si apresentaram diferenca
significativa a (p<0,05).
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Figura 5. Representacao grafica dos valores médios obtidos da contagem de células
CD117* do sangue do cordao umbilical (SCU), sangue periférico
imediatamente ap6s o nascimento (SPI) e sangue periférico quarenta e oito
horas ap6s o nascimento (SP48) de suinos (n=48). Jaboticabal, SP, 2011.

Quantificacao de células CD45"*

Os valores absolutos referentes a quantificacdo de células CD45" Obtidos por
citometria de fluxo, do sangue do corddao umbilical (SCU), sangue periférico
imediatamente apdés o nascimento (SPIl) e quarenta e oito horas apés o nascimento

(SP48) de suinos neonatos encontram-se ilustrados na figura 6
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Figura 6. Representacao grafica dos valores médios obtidos da contagem de células
CD45" do Sangue do cordao umbilical (SCU), Periférico imediatamente apés o
nascimento (SPI) e Periférico quarenta e oito horas ap6s o nascimento (SP48)
de suinos (n=48). Jaboticabal, SP, 2011.

Relativamente a quantificacdo total de células CD45" nos trés grupos estudados,
nao foram verificadas diferencas significativas entre os animais dos grupos SPIl e SP48
(p=0,07), entretanto, verificou-se diferenca significativa entre os dos grupos SCU e SPI ;
e entre SCU e SP48 a (p<0,05).

Quantificacao de subpopulacoes linfocitarias

Os valores médios e os desvios-padrdo obtidos para as contagens de células
CD5", CD4" e CD8" do sangue do cordao umbilical (SCU), e naquele obtido do seio
venoso retro-oftalmico imediatamente apds o nascimento (SPI), e quarenta e oito horas
apdés o nascimento (SP48) em suinos neonatos, estdo apresentados na Tabelas 2 e

ilustrados na figura 7.
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Tabela 2. Valores médios e desvios padrdo da contagem de células CD5*, CD4" e
CD8", do obtido do Sangue do corddo umbilical (SCU), periférico
imediatamente apdés o nascimento (SPl) e quarenta e oito horas apds o
nascimento ( SP48) de suinos (n=48). Jaboticabal, SP, 2011.

Grupos CD5+ células CD4+ células CD8+ células
/pL /pL /uL

SCU 812,7+434,7 A 455,3+198,9 A 154,8176,3 A

SPI 1066,1+586,8 B 597,4+324.8 B A 211,7¢121,2B B

SP48 1094+493,4 B 494,7+307,1 A A 65,3156,8 CB

Médias da mesma coluna, seguidas por letras mailsculas iguais, ndo diferem entre si (P<0,05) e
estabelecem a comparagéo entre 0s grupos.
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Figura 7. Representacdo gréfica dos valores médios obtidos da quantificacdo das
células CD5" CD4™ e CD8" do Sangue do corddo umbilical (SCU), periférico
imediatamente apds o nascimento (SPI) e periférico quarenta e oito horas apo6s
o nascimento (SP48) de suinos (n=48). Jaboticabal, SP, 2011
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Na quantificagdo de subpopulacdes linfocitarias ndo se observaram diferencas
significativas no subconjunto CD5" entre os animais dos grupos SPIl e

SP48, p=0,92. Os grupos SCU vs SPI e SCU vs SP48 diferiram ente si a
(p<0,05); relativamente a quantificacdo de células CD4" ndo se observaram diferencas
significativas entre os animais dos grupos SPI vs SP48, p= 0,068 e SCU vs SP48,
p=0,45, entretanto foi observada diferenga significativa entre SCU vs SPI a (p<0,05). Ja
a quantificacdo de células CD8" foi observada diferenca significativa entre os trés
grupos estudados SCU, SPI e SP48 a (p< 0,05).

Dos resultados obtidos da quantificacdo de células CD4" e CD8", obtivemos a
razdo CD4%/CD8". Essa foi de 3,2 nos animais dos grupos SCU e SPI e quarenta e oito
horas depois no grupo SP48 foi de 12,8.

Outro achado comum em suinos é a presenca de células CD4" CD8" duplamente
positivas e que foi igualmente quantificado neste experimento e foi possivel constatar a
presenca de 1,3%, 1,15% e 1,8% destas células no SCU, SPI e SP48 respectivamente.

4.3 Variaveis eritroleucométricas

Eritrograma

Realizadas as avaliages do eritrograma entre os grupos estudados,SCU,SPI e
SP48, a maioria mostrou diferencga significativa a ( p<0,05) entre si, excetuando-se 0s
indices de células vermelhas nomeadamente VCM (p= 1,0), HCM (p=0,34) e, CHCM
(p= 0,75) que nado variaram entre os grupos, SCU e SPI. Os resultados podem ser
vistos na tabela 3 e ilustrados na figura 8.
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Tabela 3. Valores médios e respectivos desvios padrdo obtidos para contagem global
de hemacias, hemoglobina, hematdcrito, volume corpuscular médio (VCM),
hemoglobina corpuscular média (HCM), concentragcdo da hemoglobina
corpuscular média (CHCM), no sangue colhido a partir do corddo umbilical
(SCU), periférico imediatamente apds o nascimento (SPI) e quarenta e oito
horas apds o nascimento (SP48) de suinos (n=48). Jaboticabal, SP, 2011.

Grupos Total de Hemoglobina | Hematocrito VCM HCM CHCM
Hemacias (g/dL) (%) (fL) (pc) (g/dL)
(X10%células/pL)
SCuU 5,04 +0,60 A 9,16+1,19 A 33,614,04 A 66,7£t3,46 A 18,4+222 A 27,2+221 A
SPI 5,66+0,69 B 10,25+1,28 B 37,7#4,23B 66,7+323 A 18,1x1,39 A 27,2+1,82 A
SP48 4,26+0,51 C 82+091 C 26,9+29 C 63,3£3,0 B 19,5+2,08 B 30,8+3,04 B
5,0-8,0 10,0 - 16,0 32-50 50 - 68 16 — 22 30-34

Valores de referéncia suinos adultos Thorn (2000)

. ______________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
Médias da mesma coluna, seguidas por letras mailsculas iguais, ndo diferem entre si (p<0,05) e

estabelecem a comparacao entre 0s grupos.

Figura 8. Representacdo grafica dos valores médios obtidos da contagem total de
Hemacias, hemoglobina, hematdcrito, Volume Corpuscular Médio (VCM),
Hemoglobina Corpuscular Média (HCM) e Concentracdo da Hemoglobina
Corpuscular Média (CHCM) do sangue do cordao Umbilical (SCU), sangue
periférico imediatamente apds o nascimento (SPI) e sangue periférico quarenta
e oito horas ap6s o nascimento (SP48) de suinos n=48. Jaboticabal, SP, 2011.
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Reticulocitometria

Os valores médios e desvios-padrdo obtidos para reticulocitometria do sangue do
cordao umbilical (SCU), do sangue periférico imediatamente apds o nascimento (SPI) e
sangue periférico quarenta e oito horas apds o nascimento (SP48) foram de 10,8%%3,6;
11,4%+4,9 e 16,7%%12,08 respectivamente tendo se verificado diferenga significativa
entre o SCU vs SP48; SPI vs SP48 a (p>0,05). Os grupos SCU e SPI néo diferiram

entre si ( p= 0,47). Os resultados estao ilustrados na figura 9.
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Figura 9. Representacdo grafica dos valores médios obtidos da contagem de
reticulocitos do Sangue do cordao umbilical (SCU), periférico imediatamente
apos o nascimento (SPI) e periférico quarenta e oito horas apds o nascimento
(SP48) (n=48). Jaboticabal, SP, 2011.
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Leucograma

Realizadas as avaliacbes das vaidveis do Leucograma entre 0s grupos
estudados,SCU,SPI e SP48 todos mostraram diferenga significativa a ( p<0,05) quando
comparados os animais do grupo SCU e SPI; e SCU e SP48, excetuando-se a
contagem de mondécitos ( p= 0,69) que nao variou entre os animais dos grupos, SCU e
SPI. Ja na comparacao dos do SPI e SP48 foi observada diferenca significativa a (
p<0,05) na contagem de mondcitos e neutrofilos segmentados, enquanto o total de
leucocitos (p=0,21 ), linfécitos ( p=0,056) e neutréfilos bastonetes (p=0,37 ) nao

diferiram. Os resultados podem ser vistos na tabela 4 e ilustrados na figura 10.

Tabela 4. Valores médios e desvios padrao obtidos da contagem total de leucécitos,
neutréfilos bastonetes, neutréfilos segmentados, linfécitos e mondécitos, do
obtido do corddao umbilical(SCU) , periférico imediatamente apds o
nascimento (SPI) e quarenta e oito horas apds o nascimento ( SP48) de

suinos neonatos (n=48). Jaboticabal, SP, 2011.
. ____________________________________________________________________|

Grupos Total de Neutréfilos Neutréfilos Linfécitos Mondcitos
Leucocitos Bastonetes | Segmentados | (X10%células | (X103células/pL)
(X10%células | (X10%células | (X10%células /uL)
/ML) /ML) /uL)

SCu 4,87+1,57 A 0,045+0,049 A 3,07+1,13 A 1,53+0,74 A 0,15+0,11 A

SPI 6,98+2,5 B 0,098+0,14 B 4,75+2,31 B 1,91+0,84 B 0,16+0,12 A

SP48 6,61+200B 0,13%+0,12 B 3,82+1,66 C 2,26+0,81 B 0,33+0,26 B
11-22 0-0,8 3,0-10,3 4,3 -13,6 0,22 - 2,2

Valores de referéncia suinos adultos Thorn (2000)
_______________________________________________________________________________________________________________________________________________________|

Médias da mesma coluna, seguidas por letras mailsculas iguais, ndao diferem entre si (p<0,05) e
estabelecem a comparacgéo entre 0s grupos.
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Figura 10. Representacao grafica dos valores médios obtidos da contagem total de
Leucécitos, contagens absolutas de neutréfilos bastonetes, neutrofilos
segmentados, Linfécitos e mondcitos, do sangue obtido do cordao umbilical
(SCU), sangue periférico obtido imediatamente apés o nascimento (SPI) e
sangue periférico obtido quarenta e oito horas ap6s o nascimento (SP48) em
suinos n=48. Jaboticabal, SP, 2011.

5. DISCUSSAO

Até o presente nao existe nenhum procedimento padronizado para a coleta de SCU
em suinos. Assim, o procedimento usado nesse caso foi considerado mais adequado

para as condi¢des de coleta em granja, de modo a permitir menor contaminagao.
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Esse procedimento de coleta, puncao da veia umbilical na porcao justa placentaria
do cordao umbilical, com a placenta in loco, permitiu obter uma quantidade de sangue
suficiente para a realizagdo de todos os testes previstos. Esse mesmo procedimento foi
adotado em humanos por Bertolini et al. (1995), permitindo a redugéo da contaminagao
bacteriana de 12,5% para 3,35%. Além disso, esse método de coleta permite obter
maior quantidade de SCU, segundo o relatado igualmente em humanos por Cairo et al.
(1997) e Surbek et al. (2000).

Na avaliagao do eritrograma, observa-se que os valores médios obtidos no SCU
para as varidveis do eritrograma estudadas nomeadamente, total de hemacias,
concentracdo de hemoglobina e hematdcrito foram inferiores aos obtidos no SPI
enquanto que os indices de células vermelhas, VCM e CHCM foram semelhantes aos
obtidos no SPI e o HCM discretamente superior no SCU comparativamente ao SPI.

Quando comparados aos valores de referéncia para suinos adultos, a maioria
das variaveis eritrocitarias, do SCU se encontra dentro dos limites considerados
normais, a excecao da hemoglobina e CHCM que se encontram ligeiramente abaixo
(vide Tabela n. 1). Estas constatagdes nao se aplicam em humanos visto que
Rubinstein et al. (1995) e Chaisiripoomkere et al. ( 1999) reportaram valores de
eritrograma do SCU superiores aos obtidos no sangue periférico de adultos, com
excecao do numero de hemacias e CHCM.

Na analise dos dados do eritrograma, comparando-se 0s grupos estudados, os
valores referentes ao total de hemacias, hematdécrito e concentracdo da hemoglobina
do SCU foram inferiores aos do SPIl e, 48 horas ap6s o nascimento, foi observada
uma reducdo nas mesmas variaveis, que se deve a expansao do volume do plasma
que ocorre dias apds o nascimento, conforme reportado por Miller et al. (1961). Ainda
dentro do grupo SP48, a reducao do total de hemécias, hemoglobina, hematocrito e
VCM, para valores abaixo da faixa de normalidade, (vide tabela 1) pode estar
relacionada ao estado pré-anémico observado nas primeiras 48 horas de vida dos
leitdes (LIPINSKI et al, 2010).

A andlise dos dados de reticul6citos no SCU permitiu constatar que a quantidade

de reticulécitos € semelhante a observada no sangue periférico, imediatamente apds o
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nascimento e quarenta e oito horas ap6s o nascimento, porém no grupo (SP48)
observa-se um aumento. Resultados contrarios foram reportados em humanos por
Rubinstein et al., ( 1995) e Pranke et al., (2001), que referem uma quantidade maior de
reticulocitos no SCU quando comparado ao periférico de adultos.

A contagem de reticulécitos, neste experimento, mostra-se igualmente superior a
reportada por Jain (1993) em suinos em aleitamento (3-8%). Este aumento de
reticulécitos, observado 48 horas apdés o0 nascimento se deve essencialmente ao
estresse de nascimento, adaptacdo do pulméo a novas condigbes fisiolégicas, nova
hidratacao associado a imaturidade do sistema fisiolégico do neonato que experimenta
hipdxia resultando em um aumento de reticuldcitos na circulagéo.

Na concepgao deste trabalho, foi também avaliado o quadro leucocitario nos trés
grupos estudados. Analisando-se os resultados obtidos do SCU, nomeadamente a
contagem global de leucdcitos, neutrdfilos bastonetes, neutrdfilos segmentados,
linfécitos e mondcitos, estes foram inferiores aos observados no sangue periférico
imediatamente apds o nascimento SPl e 48 horas apdés o nascimento SP48. Esses
valores sdo igualmente inferiores aos valores de referéncia para suinos adultos, citados
por Thorn (2000) (Tabela 2.) e para animais em crescimento (15,4 x 10%uL a 39,0 x
10%uL) citados por Klem et al. (2010), excetuando neutréfilos bastonetes que se
encontram dentro da faixa de normalidade e neutréfilos segmentados que se encontram
no limite inferior.Achado divergente foi relatado em seres humanos, por Walka et al.
(1998) e Pranke et al. (2001), cujo numero de glébulos brancos no SCU foi superior ao
do sangue periférico de adultos.

Na analise dos dados de leucograma € possivel observar que as contagens das
células leucocitarias neutrofilicas, nos trés grupos estudados representam 60 a 70% do
total de leucécitos, conforme reportado por SANTANA (1982); EGELI et al., (1998) e
THORN, (2000). De outra parte, a andlise do numero de linfocitos permitiu constatar, por
um lado, que os valores de linfocitos séo inferiores aos reportados em adultos (Tabela 2)
e, por outro lado, sdo observados aumentos significativos e gradativos dos linfocitos do
SCU até SP48, fato que concorda com dados Sipos et al., (2011); Sinkora e Butler,
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(2009) que reportam maior numero particularmente destas células como parte do
sistema imune adaptativo, principalmente durante a fase de crescimento.

O numero de eosindfilos e baséfilos neste experimento foi excluido, pois
apresentava valores quase insignificantes.

Relativamente a quantificacdo de células CD117+, os resultados indicam um
valor minimo de zero nos trés grupos estudados e valores maximos de 0,3, 1,0 e 0,3
para SCU, SPI e SP48, respectivamente. Esses resultados permitiram presumir que as
células presentes no SCU, provavelmente sao células hematopoiéticas mais primitivas,
tendo em conta o fato de que células do SCU sao ricas em progenitores
hematopoiéticos primitivos, e que se encontram no estagio dormente do ciclo celular, de
acordo com Gasper (2000); LAVER et al., (1995) que referem que células progenitoras
hematopoiéticas mais primitivas se encontram no estadgio GO do ciclo celular e sao
CD34*/ c-kit " , suportado pelos resultados de Sakabe et al, (1998) e  Xiao et al.,
(1999), que sugerem que precursores mais primitivos nao expressam c-Kit ou
expressam c-kit em baixo nivel.

Entretanto, melhor quantificacdo e andlise de progenitores hematopoiéticos
primitivos com este marcador (CD117) seriam feitas em presenca de um marcador de
células- tronco especifico para a espécie suina, pois dados de literatura de Laver et al.,
(1995); Sakabe et al, (1998) e Xiao et al., (1999) indicam identificacdo e analise
mediante o grau de coexpressado de células CD117" no subconjunto CD34*. Por isso
este trabalho prendeu-se apenas a determinacado por citometria de fluxo do valor
relativo de células CD117" presentes na amostra.

Analisando-se os dados referentes a quantificacdo de células CD45" neste
trabalho, obteve-se quantidade menor de células CD45" no SCU, quando comparado
com os animais do grupo SPI e, quarenta e oito horas depois, no grupo SP48,
observou-se um ligeiro decréscimo. Esses resultados estdo em consonancia com a
quantificacdo de leucocitos pelo contador automatico de células (ABC Vet - HORIBA
ABX — Sao Paulo/Brasil). Sendo o CD45 um marcador para o pan-leucocitario e este
um estudo pioneiro com SCU de suinos assim como com neonatos, foi interessante

confrontar os resultados das duas metodologias, citometria de fluxo e a contador
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automatico. E, nos dois casos, a quantificacdo observou o mesmo perfil, menor
quantidade de células no SCU, seguido de um aumento no SPl e depois um
decréscimo nos grupo SP48. Entretanto a quantidade de células CD45", nos trés
grupos estudados neste experimento, foi menor que a reportada por Terzic et al., (2002)
e Haverson et al (1994) em animais na fase pré engorda.

No que concerne a quantificacdo de linfocitos T, os resultados obtidos neste
experimento indicam quantidades de células T CD5" e subpopulagoes linfocitarias,
CD4" e CD8 *, no SCU, menores e significativamente diferentes das obtidas do sangue
periférico imediatamente apds o nascimento (SPI). Resultados similares foram obtidos
por Schultz et al., ( 2000) em imuno-hematologia de seres humanos; Godoy et al.,
(2007) e Capua et al., (2009) em caninos. Esse resultado sugere um componente
imunulégico imaturo, e é explicado pela expressao tardia de moléculas de superficie
ap6s o nascimento (SCHULTZ et al., 2000). Porém valores relativos de células CD5"
(56,2%) no SCU, e SPI (56,5%) e SP48 (48,3%) foram similares aquelas relatadas em
estudos prévios conduzidos por TIZZARD (2002) e LI et al.( 2001) ( 47-57%), porém,
em suinos adultos.

Relativamente as porcentagens médias, obtidas por citometria de fluxo no SCU,
CD4* (31%) e CD8* (10,6% ) ; e no SPI, CD4* (30,8%) e CD 8" (11,1%,); e no SP48,
CD4* (21,77%) e CD8" (3,2%). Tais porcentagens médias revelam-se relativamente
mais baixas, quando comparadas aquelas obtidas por Pescovitz et al. (1998), (41% e
16-24%) e Whittall & Parkhouse (1997), (36% e 29%), respectivamente, mais uma vez,
no sangue periférico de suinos adultos. Estes resultados sdo um forte indicativo da
tolerancia imunoldgica dos linfécitos T do SCU e do sangue periférico de suinos
neonatos comparativamente aos animais adultos.

A razdo CD4"CD8" , no presente estudo, foi 3,2 tanto para o SCU como para o
SPI; e 12,8 no grupo SP48 , demonstrando uma dominancia de células CD4".

Neste estudo, obteve-se um subconjunto de linfécitos T CD4*CD8* duplamente
positivos, apresentando valores de 1,3% , 1,1%, 1,85% no SCU , SPI e SP48,
respectivamente.Esses resultados corroboram com os obtidos por Zuckermann et al.,

(1996) que reportaram linfécitos CD4* CD8" duplamente positivos (<2%) em suinos
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com uma semana de idade. Aqui, vale ressaltar que um numero consideravel deste
subconjunto de células é detectado no baco e sangue periférico de acordo com Joling
et al., (1993) e Pescovitz et al., (1985). Em outras espécies presume-se que estas
células morram no timo (ABBAS & LICHTMAN, 1998). Contudo, suinos sdo uma
excegao, pois quantidades de CD4" CD8" duplamente positivas sdo detectadas no
sangue e baco e também em linfonodos, embora sua funcdo seja desconhecida.
TIZARD (2002) e ZUCKERMAN & HUSMANN (1996) sugerem que essa populagao de

linfécitos T, duplamente positiva, pertence as células T efetoras de memoria.

6. CONCLUSOES

O método aplicado para a coleta do sangue do corddo umbilical de suinos
permitiu obter uma quantidade suficiente de sangue para a realizagdo de todos os
testes previstos.

Os valores do eritrograma nomeadamente total de hemécias, hemoglobina e
hematdcrito do SCU apresentaram-se inferiores aqueles de suinos imediatamente apés
o nascimento (SPI) enquanto os indices VCM e CHCM foram similares aos obtidos no
SPl e o CHCM discretamente superior. E tanto o SCU quanto a SPIl se encontram
dentro da faixa de normalidade para suinos adultos exceto hemoglobina e CHCM que
se encontram abaixo. Quarenta e o oito horas ap6s o nascimento os valores do
eritrograma foram inferiores ao SCU assim como ao SPI, exceto o HCM e o CHCM que
foram superiores e se encontram abaixo da faixa de normalidade para suinos adultos
excetuando o VCM, HCM e CHCM que se encontram dentro.

Relativamente & contagem de reticulécitos essa foi semelhante entre o SCU e SPl e
aumenta quarenta e oito horas apds o nascimento.

Os valores do leucograma do SCU apresentam-se menores aqueles do SPI e tanto
o SCU, quanto SPI assim como o SP48, apresentam-se inferiores aos reportados em
suinos adultos, a excecao dos neutréfilos bastonetes e segmentos que se encontram
dentro da faixa de normalidade.
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Relativamente & quantificacdo de células CD 117" a marcacgao foi muito baixa, e
recomendamos que a sua marcagao seja combinada com o marcador da células tronco
verdadeira.

Na quantificagdo de linfécitos T, o SCU apresenta uma quantidade menor de
comparado ao sangue periférico de adultos sugerindo maior tolerancia imunulégica; e
quanto a razao CD4:CD8 foi verificado maior dominancia de células CD4" .

Nos trés grupos estudados foram observados linfécitos T duplamente positivos.
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