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RESUMO

O presente artigo objetivou quantificar a populacdo de leucdcitos CD45" e suas
respectivas subpopulacdes na doenca renal cronica canina nos estadios 2, 3 e 4
através da técnica de citometria de fluxo. Os dados permitiram verificar Nenhuma
alteracdo significativa na contagem global leucocitdria de caninos com DRC foi
identificada por este trabalho. Por outro lado, a contagem da linhagem linfocitaria
apresentou-se seriamente comprometida nos animais com DRC em fase terminal
(estadio 4), ressaltando a importancia da avaliagdo imunoldgica deste grupo de
pacientes.

PALAVRAS-CHAVE : Caninos, imunofenotipagem celular, linfocitos.

IMMUNOPHENOTYPING OF CD45" CELLS AND LEUKOCYTE SUBPOPULATIONS
IN DOGS WITH CHRONIC KIDNEY DISEASE

ABSTRACT
This paper aimed to quantify the population and subpopulation of CD45" leukocytes in
dogs with chronic kidney disease at stages 2, 3 and 4 through flow cytometry technic.
There is no significant difference in total leukocyte count in dogs with CKD, but the
lymphocyte lineage presents seriously compromised in animals in the terminal stage of
CKD, showing how important is to evaluate their immunity periodically.
KEYWORDS: Canine, cell immunophenotyping, lymphocytes.

INTRODUCAO
A doenca renal cronica (DRC), principal afeccao renal dos céaes, reflete-se na
perda da capacidade excretora e concentradora dos rins, com reducédo da filtracao
glomerular e consequente aumento nas concentracdes plasmaticas de substancias que
sao, normalmente, eliminadas (BARTGES & POLZIN, 2011; POLZIN, 2011,
CRIVELLENTI, 2012).
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Do ponto de vista diagndstico, tanto para fins clinicos quanto experimentais, a
classificagdo do paciente com DRC sem os sinais clinicos de uremia € um desafio para
0s pesquisadores da area (CRIVELLENTI et al., 2009). Assim sendo, atualmente tem se
adotado a classificacao ditada pela International Renal Interest Society (IRIS), a qual
instituiu um estadiamento para a DRC, caracterizando-a em 4 estadios: 1 — auséncia
de azotemia, 2 — azotemia leve, 3 — azotemia moderada e 4 — azotemia severa (IRIS,
2009).

O acumulo de substancias que deveriam ser normalmente eliminadas pelos
rins € traduzido, clinicamente, por uma constelacédo de sinais clinicos conhecida como
sindrome urémica, que incluem o desequilibrio hidrico e natrémico, anemia, intolerancia
a carboidratos, disturbios neurologicos, distarbios gastrintestinais, osteodistrofias
(BARTGES & POLZIN, 2011), deficiéncia imunologica, acidose metabdlica e processos
inflamatorios que predispdem a fibrose e esclerose renais (OTS et al., 2000).

Na década de setenta, foram encetados estudos sobre o perfil imunolégico de
pacientes urémicos humanos, 0s quais apresentaram resultados que variaram
consideravelmente, e cuja funcdo das células linfocitarias mostrou-se reduzida, em
alguns casos (QUADRACCI et al., 1976), normal (DANIELS et al., 1971) e aumentada
em outros (NAKHLA & GOGGIN, 1973). De acordo com STEWART & MILLER (1980),
tais contradicdes derivam de dois fatores relevantes. O primeiro guarda relacdo com o
fato dos grupos estudados estarem inseridos em programas de dialise ou terem sido
transplantados, pois a necessidade de se manter o tratamento farmacoldgico ou
cirdrgico impossibilitou a avaliacdo do estado urémico por si s6. O segundo decorre
possivelmente da forma como o0s experimentos foram conduzidos. Alguns
pesquisadores utilizaram-se de suspensodes de isolados de linfécitos (in vitro), enquanto
outros trabalharam com testes in vivo.

No ano de 1980, em dois importantes experimentos nos quais foram utilizados
cultivos celulares, foi demonstrada marcante influéncia da uremia, experimentalmente
induzida e controlada, na imunidade celular em ratos (STEWART & MILLER, 1980). Em
ensaios realizados em pacientes humanos em hemodialise, observou-se que o plasma
de pacientes urémicos contém fatores inibitdrios capazes de influenciar a resposta
linfocitaria in vitro (RASKA et al., 1980), além de causar anormalidades das funcdes
granulocitarias de aderéncia, fagocitose e quimiotaxia (CHARPENTIER et al., 1983).

A partir dos ensaios e resultados referidos precedentemente, os estudos se
verticalizaram e, mais recentemente, por intermédio de técnicas de citometria de fluxo,
obtiveram-se resultados que indicam baixa resposta imunolégica associada a
significativa reducado de linfécitos circulantes nos estadios mais avancados da doenga
renal cronica humana (NAIRN et al., 2005; PAHL et al., 2010).

Presentemente, h& grande interesse no estudo do leucograma de pacientes com
DRC, também na medicina veterinaria de pequenos animais. Assim, baseando-se em
resultados preliminares (BORIN et al., 2010) e utilizando-se da imunofenotipagem
celular, objetivou-se com este trabalho quantificar a populacdo de leucécitos CD45" e
suas respectivas subpopulacdes na doenca renal crbnica canina nos estadios 2, 3 e 4
segundo a classificacdo da IRIS (2009). Hipotetizou-se que a luz de tais resultados,
outras comparacdes poderiam ser realizadas futuramente, além da possibilidade de se
descrever como o sistema imunoldgico celular se apresenta nas diversas fases em que
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esta doencga progressiva se manifesta. Ademais, considerando-se a maior incidéncia de
DRC em cdaes idosos (POLZIN 2011), e que a idade € um fator que pode vir a
comprometer a hematopoiese, a comparacao dos resultados obtidos com os cées
idosos saudaveis possibilitaria verificar o grau de influéncia da DRC nas alteragdes no
leucograma de caes acometidos por esta enfermidade.

MATERIAL E METODOS

O grupo controle compds-se de trés fémeas (30%) e sete machos (70%), todos
sem raca definida. Apresentaram idades que variaram de oito a 12 anos, sendo que
73% dos animais encontraram-se na faixa etaria de oito a nove anos.

O grupo de doentes renais crbnicos estadio 2 (DRC2) compds-se de trés
fémeas (33,33%) e seis machos (66,64%), com idades entre oito e 15 anos, sendo
44,45% situado na faixa etaria entre oito e 10 anos. Destes, trés animais (33,34%) sem
raca definida, e os demais das ragas Poodle (2), Cocker Spaniel (2), Maltés (1) e Boxer
(2). O grupo DRC3 constituiu-se de cinco fémeas (50%) e cinco machos (50%), com
idades variando entre dois e 15 anos, sendo que 50% deles encontravam-se na faixa
etaria de 10 a 15 anos. Destes, dois (20%) eram da raca Poodle, dois (20%)
Weimaraner, e outros dois (20%) sem raca definida. Os quatro caes remanescentes
distribuiram-se nas ragas ShihTzu (1), S&o Bernardo (1), Fox Terrier (1) e Chow Chow
(1). Os cées doentes renais crbnicos classificados no estadio 4 (DRC4) perfizeram trés
fémeas (30%) e sete machos (70%), com idades variando entre dois e 16 anos, sendo
50% situado na faixa etaria de nove a 16 anos. Sete cdes (70%) ndo apresentaram
definicdo racial e os demais eram das racas Poodle (2) e Labrador (1).

Como critério de inclusédo para o grupo DRC, foram levados em consideracao a
evolucdo clinica de mais de 15 dias, valores de creatinina sérica superiores a 1,4 mg/dL
apos devida hidratagdo do paciente, obtida em dois ou trés momentos diferentes ao
longo de algumas semanas. Além disso, ndo foram incluidos no grupo/subgrupos de
doentes renais cronicos, pacientes que ja tivessem sido submetidos a transfusfes
sanguineas ou ao tratamento com quaisquer farmacos indutores de hematopoiese
(Nandrolona, rhG-CSF, Timomodulina e/ou Eritropoietina).

As amostras de sangue periférico foram obtidas por venipuncéo jugular e foram
envasadas em tubos a vacuo contendo K,-EDTA. A preparacdo das amostras para 0s
estudos citométricos foi realizada num prazo maximo de 24 horas apos as coletas, e as
respectivas leituras em no méaximo 72 horas ap0s a marcacdo celular. Para tanto,
aliguotas do sangue periférico foram encaminhadas ao Laboratorio de Citometria de
Fluxo da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — USP, SP. A
metodologia para a avaliagdo citométrica consistiu, inicialmente, na identificacéo de trés
tubos estéreis para cada amostra (tubo 1 — sé células, tubo 2 — IgG2bFITC e tubo 3 -
CDA45FITC). Foram adicionados 100 uL de amostra (sangue periférico ou medula
6ssea) e dois pL de IgG2bFITC (MCA1212F, Serotec, USA) no tubo 2; e anti-CD45"
conjugado com FITC (MCA1042F, Serotec, USA) no tubo 3.

Os tubos foram incubados por 20 minutos a temperatura ambiente no escuro.
Um mL de tampéao de lise de hemacias (FACS Lysing Solution — Becton Dickinson) foi
adicionado a cada tubo, seguido da homogeneizacao e incubacdo por dez minutos a
temperatura ambiente no escuro. Posteriormente, realizam-se lavagens da suspensao
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de células com solucdo salina tamponada com fosfato 0,01M e pH entre 7,4 e 7,6
(PBS), por trés vezes, cujo procedimento consistiu na centrifugacdo a 1800 G por trés
minutos, desprezo do sobrenadante e adicdo de 2,0 mL de PBS. Depois de desprezado
0 sobrenadante, foram adicionados 500 uL de PBS com formol & 1% nos trés tubos
para preservacdo do material. As amostras foram mantidas sob refrigeracdo. Apos
transporte adequado ao supracitado Laboratério de Citometria de Fluxo da Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas da USP — Ribeirdo Preto, SP, foram submetidas a analise
no citofluorémetro FACSCANTO (Becton Dickinson, San Jose, CA) com vistas a
contagem das células CD45".

O modo de aquisicdo linear foi utilizado para as avaliagbes do sangue
periférico. As andlises das populacbes das células CD45" totais e subpopulacdes
leucocitéarias foram realizadas por profissional treinado e experiente e na forma de
estudo cego. Foram obtidos 10000 eventos, para identificacdo e quantificacdo das
células CD45", no sangue periférico (Figura 1) utilizando-se do programa FACSDiva
(BD). O calculo dos valores absolutos de células CD45" no sangue periférico foi
realizado multiplicando-se os valores percentuais das referidas células pela contagem
global de leucdcitos.
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FIGURA 1. Representacdes graficas das sele¢Bes padrdes dos gates
utilizados para a avaliagdo das subpopulacdes de leucécitos
CD45" pela técnica de citometria de fluxo em sangue
periférico canino (FSC vs. SSC). Em (A) observa-se marcagéo
celular CD45" nos gates das populacdes de granuldcitos
(gates verde e azul) e monécitos (gate roxo), e em (B) da
populacéo de linfécitos (gate vermelho).

Salienta-se que os demais exames, pertinentes a classificacdo dos caes nos
trés diferentes estadios da DRC e a determinacdo do bom estado geral dos cdes do
grupo controle foram realizados no Laboratorio de Patologia Clinica “Prof. Dr. Joaquim
Martins Ferreira Neto” do Hospital Veterinario da UNESP, campus de Jaboticabal, SP.
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Os dados foram avaliados pela andlise de variancia de via Unica seguida pelo
post hoc teste de Tukey. Para cada variavel observada no experimento foram
apresentadas as estatisticas descritivas de média, erro padrdo da média, valores
minimo e maximo. Sempre que necessario considerou-se o nivel de significancia de P
<0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Este trabalho buscou avaliar a distribuicdo das populagdes de leucécitos CD45"
totais e suas respectivas subpopula¢des (mondcitos, granulécitos e linfécitos CD45") na
doenca renal cronica canina nos estadios 2, 3 e 4 segundo a classificagcdo da IRIS
(2009), assim como compara-los aos obtidos em um grupo controle composto por cées
saudaveis idosos, pois embora ndo haja predilecdo racial e etaria (POLZIN, 2011),
sabe-se que a DRC é predominante nos pacientes caninos em idade mais avancada
(BARTGES & POLZIN, 2011).

Relativamente a quantificacéo total no sangue periférico ndo foram verificadas
diferencas significativas nas contagens de células CD45" totais, mondcitos e
granuldcitos entre os animais do grupo controle e doentes renais crénicos nos trés
subestadios. Entretanto, verificou-se reducéo significativa dos linfécitos CD45" no grupo
DRC4 quando comparados aos animais do grupo controle e aos doentes renais no
estadio 2 da DRC (Tabela 1).

TABELA 1. Estatistica descritiva (média + erro padrdo da média, valores minimo e méaximo) da
quantificacéio imunofenotipica de células CD45" totais, mondcitos, granuldcitos e linfocitos
CD45" no sangue periférico dos cdes controle (GC), doentes renais croénicos estadio 2
(DRC?2), 3 (DRC3) e 4 (DRC4).

GC DRC2 DRC3 DRC4 p
CD45 totais 7.749 +£833,5 8.786+540,6 7.987+735,2 6.613+704,9 0,09
Mondcitos 367,0 +105,3 346,0+66,16 226,0+74,25 392,0+73,55 0,54
Granuldcitos 5.365 +803,3 7.105+656,0 5.594+719,7 5.031+564,7 0,13
Linfocitos 1.293 +173,7% 1.325+172,2% 963,4 + 249,0* 428,7 +93,52° <0,001

* Médias seguidas de diferentes letras diferiram significativamente entre si (P<0,05).

Desde a década de 50 autores sugeriram, segundo revisao feita por NAKHLA &
GOGGIN (1973), haver um importante desequilibrio na resposta imunologica de
humanos doentes renais cronicos, manifestada principalmente por deficiéncia na
contagem absoluta de linfocitos circulantes. Desde entdo, muito j& se pesquisou a
respeito das alteracdes nas subpopulacdes leucocitarias decorrentes da doencga renal
cronica em humanos em terapia dialitica. Semelhante aos resultados aqui obtidos,
estudos em humanos dialiticos revelam baixa resposta imunolégica associada a
significante redu¢cdo no numero de linfécitos circulantes nos estagios mais avancados
da doenca, destacando, inclusive, a reducdo e alteragdes funcionais dos linfocitos B
(PAHL et al., 2010) e de linfocitos T (NAIRN et al., 2005). Cabe ressaltar que tais dados
podem somente parcialmente serem extrapolados e comparados aos encontrados na
espécie canina, e a razao reside no fato da maioria deles trazer informacdes acerca da
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fase dialitica da DRC e ndo da fase pré-dialitica, a qual se assemelha aos estadios da
DRC canina.

A imunossenescéncia € caracterizada por alteragcbes quantitativas e/ou
gualitativas em componentes celulares e moleculares, os quais levam a um estado de
inadequada atividade do sistema imunoldgico. Tal fato propicia uma maior
suscetibilidade a infeccbes, menor resposta a imunizagdes, maior indice de fendmenos
autoimunes, neoplasicos e degenerativos, quando comparados a individuos mais
jovens (AW et al., 2007). Embora a grande maioria dos cdes com DRC tenham idade
avancada, observou-se que as contagens das células CD45" e suas subpopulacbes
nos caes idosos saudaveis utilizados como grupo controle assemelharam-se aos
valores obtidos nos cdes em estadio 2 da DRC, inclusive ndo diferenciando-se
estatisticamente dos cdes em estadio 3 da doenca.

Dentre os poucos trabalhos que avaliaram a imunidade celular em humanos
com doenca renal cronica em fase pré-dialitica, BOUTS et al. (2004) observaram que
criancas com DRC pré-dialitica apresentavam baixa resposta imunoldgica em
decorréncia da quantidade insuficiente de linfocitos B (CD45'/CD27%). Tais resultados
assemelham-se, em parte, aos dados descritos, porém ndo permitiram a comparacao
entre os diversos estadios da doenca vista as formas de classificagdo em cées e
humanos serem realizadas de forma diferente.

Corroborando estes resultados, KRALOVA et al. (2010) apontaram nao haver
diferenca significativa na contagem total de leucdcitos, mondcitos e granuldcitos, porém
marcante linfopenia no estagio final da doenca renal crénica canina. Cabe ressaltar que
tais autores ndo utilizaram a classificacdo segundo a IRIS (2009), sendo possivel
apenas fazer a comparacédo dos resultados entre os estadios mais avancados da DRC,
j& que os animais que apresentaram linfopenia eram detentores de valores médios de
creatinina sérica superiores a 10,99, o que os classificaria segundo a IRIS em céaes
portadores de DRC estadio 4.

CONCLUSAO
Nenhuma alteragéo significativa na contagem global leucocitaria de caninos com
DRC foi identificada por este trabalho. Por outro lado, a contagem da linhagem
linfocitéria apresentou-se seriamente comprometida nos animais com DRC em fase
terminal (estadio 4), ressaltando a importancia da avaliagdo imunolégica deste grupo de
pacientes.
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