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Pesquisa do númerode linfócitos B eT
nosangue periférico de bovinos sadios,
duvidosos e portadores de leucemia.4

Édimo Garcia de Lima •"& Maria Aparecida A. Arantes '

RESUMO

Foram contados os linfócitos dos tipo B e T de amostras de sangue da corrente
circulatória de reses sadias e de portadoras de leucemia, usando-se o teste de rosetas.
Foram examinadas 545 amostras de sangue de animais sadios e 117 de portadores de
leucemia.

Verificou-se um aumento dos linfócitos do tipo B, no sangue dos animais sa-
dios do primeiro ano de vida até o terceiro, evidenciando-se, a seguir, uma queda do
número dos linfócitos, com o avançar da idade. O número dos linfócitos T apresentou
uma concentração maior no primeiro ano de vida, para decrescer com a idade, com
um número mínimo de 2925 células por mm3 no grupo etário de 10-15 anos de idade
dos animais sadios examinados.

Os resultados encontiados nos animais suspeitos e doentes de leucemia mostra-
ram uma persistência de linfocitose característica da doença e também um aumento
das duas subpopulações de linfócitos estudadas, sendo que os linfócitos do tipo T
mostram-se aumentados uma vez e meia mais em relação aos linfócitos do tipo B.

INTRODUÇÃO número dos linfócitos dos tipos B e
T foram determinados por alguns

Os linfócitos são células de o- autores (4, 6, 7, 8, 16) para o ho-
rigem medular e de órgãos linfáticos mem em 20,0 a 34,0%, para os lin-
(2) e perfazem um total de 30,0% fócitos do tipo B e 52,0 a 81,0 %
do conjunto da população celular para os linfócitos do tipo T. Foram
de mesma origem (5). Recebem suas também fixados os números dos lin-
diferenciações específicas no apên- fócitos B e T para o camundongo
dice cecal e placas de Peyer, os lin- (12 e 13), respectivamente em 33,0
fócitos do tipo B e no timo os lin- - 34,0 % e 68,0 - 75,0 %, e ainda
fócitos do tipo T (l, 4, 9, 11). O 10,0 e 70;0 %.

* Trabalho realizado no Departamento de Paiasitologia, Microbiologia e Imunologia
da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo.

** Prof. Assistente Doutor do Departamento de ParasUologia, Microbiologia e Imu-
nologia da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo.
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A alteração do número dos
linfócitos pode ser evidenciada em
doentes, através dos seus sistemas
linfáticos, tanto para linfócitos do
tipo B, como para os do tipo T.

Há autores (10) que não a-
creditam que se possa fazer diag-
nóstico de doenças através da di-
ferenciação destas células e, pos-
sivelmente , pouca significação
possa apresentar.

Foi verificado que para o
homem com leucemia linfática
crónica, o percentual dos linfó-
citos do tipo B, na corrente cir-
culatória, pode passar do normal de
20,0 - 30,0% para 80,0 - 90,0%
(7, 10 e 16). Estes valores foram
bastante diferentes para outros au-
tores que encontraram de 4,0 a
13,0% (4 e 8).

Wilson & Nossal (1971) não
encontraram, em quatro pacientes
com leucemia linfática aguda, uma
só célula do tipo B, na corrente cir-
culatória dos pacientes examinados.

Não encontramos na literatu-
ra ao nosso alcance qualquer refe-
rência feita a respeito do estudo da
diferenciação dos linfócitos B e i ,
do sangue periférico de bovinos, co-
mo tentativa de diagnóstico dife-
rencial entre animais sadios e aque-
les suspeitos ou doentes de leuce-
mia.

No presente trabalho foi reali-
zada a contagem absoluta dos linfó-
citos B e T da corrente circulatória
de reses de diferentes idades, in-
cluindo sadios, duvidosos e doentes
de leucemia, com a finalidade de
tentar-se encontrar um novo méto-
do de diagnóstico para a leucemia
bovina.

Na determinação dos linfóci-
tos B e T usou-se o teste de rosetas.

MATERIAL E MÉTODO

Foram utilizadas amostras de
sangue de 662 reses da raça holan-
desa de idades variando entre l e 15
anos, controladas por exames hema-
tológicos semanais.

Na colheita do sangue utili-
zou-se a solução de titríplex III (3),
com anticoagulante e estabilizado-
ra. Na determinação do número de
leucócitos empregou-se a contagem
eletrônica através do contador
"Coulter Counter", modelo D. No
teste de rosetas empregaram-se os
leucócitos dos bovinos, juntamente
com hemácias sensibilizadas trata-
das por complemento (€'3), a nível
sub-lítico, e soro fetal bovino. As a-
mostras de sangue (10,0 ml) dos a-
nimais foram retiradas da veia jugu-
lar com auxílio de agulhas 20 x 40
mm, colocadas com solução de ti-
tríplex III (0,1 ml) e misturadas por
agitação dos tubos. As amostras fo-
ram deixadas à temperatura de
+ 4° C, por 16 horas, e depois de
realizadas as contagens globais e
específicas dos leucócitos submeti-
das ao choque hipotônico. Os leu-
cócitos foram lavados em solução
fosfatada tamponada a pH 7,4
(PBS - Phosphat Buffer Solution)
por quatro vezes e a seguir diluí-
dos para conter 4.000 leucócitos
por mm^,

À parte foram preparadas
suspensões de hemácias de carneiro,
lavadas em PBS, sensibilizadas com
hemolisina específica e tratadas
com complemento. As hemácias as-
sim obtidas foram submetidas a
uma diluição para conter 100.000
células por mm-*. Foram mistura-
dos os leucócitos com as hemácias
em volumes iguais e incubados a
37° C, por 90 minutos (4 e 6). A.
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pós o período de incubação foram
contados os linfócitos do tipo B.

Na determinação do número
dos linfócitos do tipo T foram em-
pregados os leucócitos dos animais,
assim como hemácias de carneiro
tratadas com soro fetal bovino. A-
pós a incubação a + 4° C, por 16
horas, da mistura em partes iguais
da suspensão dos leucócitos com a
suspensão das hemácias, foram con-
tados os linfócitos que apresenta-
vam como rosetas formadas com
as hemácias, os linfócitos do tipoT.

Foram, a seguir, realizados os
cálculos dos valores absolutos dos
linfócitos para cada tipo, em cada
amostra de sangue examinada.

RESULTADOS

Com a finalidade de mostrar a
diferença entre o número dos linfó-
citos B e T, de animais sadios e de
doentes com leucemia, foram estu-
dadas amostras de sangue de 545 a-
rumais sadios. Eram animais proce-
dentes de diferentes rebanhos e de
diversos grupos etários.

A observação do número ab-
soluto dos linfócitos B, dos ani-
mais sadios, está representada na ta-
bela l e gráfico l e do número ab-
soluto dos linfócitos do tipo T, na
tabela 2 e gráfico 2.

A análise de variança encon-
trada com o número dos linfócitos
do tipo B, assim como linfócitos do
tipo T, nos grupos de animais
sadios, mostrou alta significãncia na
dependência de idade. Nos gráficos
l e 2, pode-se verificar uma queda
do número dos linfócitos na depen-
dência da idade.

Nos resultados para os linfóci-
tos do tipo B, (tabela l e gráfico 1)
observa-se o número de 740 células

/mm ̂  no primeiro ano de vida e
queda gradativa para os grupos etá-
rios mais velhos até 410 células/
mm^, para os animais entre 10 e 15
anos de idade.

Os resultados para os linfóci-
tos do tipo T (tabela 2 e gráfico 2)
corresponderam a 5850 células/
mm^, no primeiro ano de vida,
mostrando a seguir uma queda do
número de linfócitos, nos grupos e-
tários seguintes.

Observa-se nos resultados,
tanto para os linfócitos do tipo B
como para os do tipo T, uma varia-
ção do número deles em função da
idade, que é mais acentuada para os
linfócitos do tipo T.

Na determinação dos linfóci-
tos B e T, da corrente circulatória
de bovinos duvidosos, juntamente
com doentes de leucemia, foram u-
sados 117 animais, sendo 30 por-
tadores de resultados 'duvidosos e
87 com resultados declaradamente
positivos. O número dos linfócitos
B e T computados, é o resultado
da média de duas contagens para
cada animal separadamente. Os
animais com exames duvidosos e
positivos pertencentes a diversas i-
dades mostraram marcantes dife-
renças no total dos linfócitos por

O pequeno número dos extre-
mos não influenciou, tanto na idade
como no aumento do número de
linfócitos, nos grupos em que foram
divididos.

Os animais com exames duvi-
dosos e positivos foram divididos
em grupos segundo o número de
linfócitos que apresentavam (Tabe-
la 3 e Gráfico 3).
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TABELA l

Número absoluto de linfócitos do tipo B por mm3 do san-
gue de animais sadios.

r
Idade
(anos)

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10-15

No.de
animais

52
54
50
50
50
50
62
55
51
71

Média
(x)

819
679
825
817
702
616
643
463
445
404

00
Estimada

740
785
795
770
726
650
580
506
456
410

TABELA 2

Número absoluto de linfócitos do tipo T por mm^ do
sangue de animais sadios.

Idade
(anos)

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10-15

No.de
animais

52
54
50
50
50
50
62
55
51
71

Média
(X)

5648
5135
3977
3604
3309
3359
3153
3245
2862
2779

(X)
estimada

5850
4800
4150
3700
3400
3200
3100
3000
2950
2925

DISCUSSÃO

A proposição principal deste
trabalho é a determinação do nú-
mero dos linfócitos do tipo B e do
tipo T, da corrente circulatória de
animais portadores de leucemia,

diagnosticados por exames hemato-
lógicos. Não encontramos na litera-
tura a nós acessível, trabalhos que
fizessem referência ao número de
linfócitos dos tipos B e T por mm^
de sangue de bovinos sadios e mes-
mo de doentes com leucemia, em
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Número absoluto dos linfócitos B e T por innP de animais duvidosos e portadores de leucemia.

C
TABELA 3 *ft

C

Grupos de
animais

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11

Animais com resultados
duvidosos positivos

11
4
3
2
7
0
1
2
0
0
0

2
4
5
8
6

12
11
11
12
7
9

Média Número
linfócitos/mm-* linfócitos

(í)

7977
9551

10394
11391
12608
13459
15209
16780
18926
21098
37599

1,88 ±
2,001
1,74±
2,67 ±
2,35 ±
3,28 í
2,47 í
2,491
3,621
3,79- í
6,16 ±

de linfócitos
tipo B
S

0,93
0,64
0,84
1,59
1,54
1,85
1,15
1,46
1,69
2,53
4,56

em relação à idade
linfócitos tipo T
fv\\ ^

2, 06- i
2,42 ±
2,49 ±
2,90 ±
2,97 1
3,38 ±
3,57 ±
3,90 t
4,92 i
5,73 ±

10,66 i

0,45
0,31
0,62
0,49
0,42
0,68
0,50
0,58
0,82
0,82
5,68
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diferentes idades. Estes dados
foram por nós determinados. Para
isto foi necessário a introdução de
uma técnica como o teste de rose-
tas, que nos fornecesse segurança
na reprodutibiiidade dos resulta-
dos. O teste usado é o de Huber &
col.(1971) e de Jondal, Holm &
Wigzell (1972) para determinar o
número de linfócitos do tipo B, e
o de Waller & Maclenman (1972),
para os linfócitos do tipo T.

Foram determinados os nú-
meros absolutos dos linfócitos B e
T de 545 animais de rebanhos sa-
dios, nos quais verificou-se um au-
mento do número dos linfócitos do
tipo B, a partir do primeiro ano de
vida dos animais até o terceiro ano,
para depois decrescer até o grupo
dos animais com 10-15 anos de
idade.

0 número dos linfócitos do
tipo T, no primeiro ano de vida, a-
presentou uma média de 5.850 cé-
lulas por mm^ de sangue como os
linfócitos do tipo B, que também
apresentaram queda com o avançar
da idade dos animais.

No estudo das subpopulações
dos linfócitos B e T nos animais
portadores de leucemia foram com-
putados os resultados dos exames
de 117 animais, nos quais se pode
verificar um aumento do número
daqueles linfócitos, sendo que o nú-
mero dos linfócitos do tipo T é
maior uma vez e meia que o dos
linfócitos do tipo B.

CONCLUSÕES

1 - Baseando-se nos resultados
encontrados pode-se inferir que há
uma elevação do número relativo
dos linfócitos do tipo B e T, no san-
gue dos animais portadores de leu-

cemia em relação aos animais sa-
dios,

2 - Pode-se verificar, ainda,
que em relação ao aumento de am-
bas as subpopulações de linfócitos
houve um aumento maior dos linfó-
citos do tipo T, na proporção de
uma vez e meia.

SUMMARY

Lymphocytes type B and T
were counted from blood samples
of healthy and sick cows having
leukaemia, using the rosette test.
The sample consisted of 545 heal-
thy and 117 sick animais.

It was found an increase of
lymphocytes type B, in the healthy
animais from the first to the third
year of life and then a fali propor-
tional to the age. As to the number
of lymphocytes type T, the greatest
concentration was found in the
first year of age then decreasing. In
the age-group 10-15 it was found a
minimal number of 2925 cells per
mrrp,

In the sick animais, a charac-
teristic presistent lymphocytosis
was found and an increase of the
two sub-populations of B and T
lymphocytes, the type T showing
an increase of one and a half more
than type B.
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