Roseli Pizzigatti Klein

Avaliacdo da imunidade celular sob a acéo
de imunomoduladores em neonatos caninos
até 45 dias de idade

Botucatu, SP
Janeiro, 2004



Roseli Pizzigatti Klein

Avaliacdo da imunidade celular sob a acéo de
imunomoduladores em neonatos caninos
até 45 dias de idade

Tese apresentada a Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da
Universidade Estadual Paulista “Jdlio
de Mesquita Filho”, Campus de
Botucatu, como parte dos requisitos
para a obtencédo do Titulo de Doutor em
Medicina Veterinaria.

Area de concentracdo em Clinica
Veterinaria.

Orientador: Prof. Ass. Dr. Flavio Quaresma Moutinho

Botucatu, SP
Janeiro, 2004



FICHA CATALOGRNAFICIA ELABORADA PELA SEGAO TECNICA DE~AQUISIQAO E TRATAMAENTO DA INFORMAGAOQ
DIVISAO TECNICA DE BIBLIOTECA E DOCUMENTACAO - CAMPUS DE BOTUCATU - UNESP
BIBLIOTECARIA RESPONSAVEL: SELMA MARIA DE JESUS

Klein, Roseli Pizzigatti.

AVALIACAO DA IMUNIDADE CELULAR
SOB A ACAO DE IMUNOMODULADORES
EM NEONATOS CANINOS ATE 45 DIAS

DE IDADE / ROSELI PIZZIGATTI KLEIN. —
2004.

Tese (doutorado) — Universidade Estadual Paulista, Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia de Botucatu, 2004.

Orientador: Flavio Quaresma Moutinho

Assunto CAPES: 50501062

1. Imunologia veterinaria

CDD 636.0896079

Palavras-chave: Cées; CDy4; CDg; Imunoestimulagdo; Neonatos; Neonatos
caninos.




Ao meu amado companheiro Manoel Henrique
por estar sempre ao meu lado.

As minhas queridas filhas Carolina, Patricia e
Claudia pelo apoio nesses anos.



AGRADECIMENTOS

A Profa. Dra. Helena Ferreira, pela orientacdo, inestimavel colaboragéo e incentivo
no decorrer desta pesquisa.

Ao Prof. Dr. Flavio Quaresma Moutinho pela disposicdo ao aceite da orientacéo
guando da aposentadoria da Profa. Helena, pelo carinho e bom humor.

A Profa. Dra. Michiko Sakate pela amizade, simpatia e pelas correcbes e sugestbes
desde a fase de realizagdo do Projeto.

A minha amiga Maria Lucia Gomes Lourenco pela amizade, incentivo, auxilio
durante a pesquisa e sugestoes.

A Raquel Reis Martins pela amizade, auxilio na contencdo dos neonatos em toda a
pesquisa e pela realizacdo das andlises laboratoriais.

A Veridiana Fernandes da Silveira pela amizade e realizagdo das anélises
laboratoriais.

A Profa. Dra. Regina Kiomi Takahira pela supervisdo das andlises laboratoriais.

A Valéria Alves da Silva e & Marjorie de Assis Golim do Laboratério de Citometria do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da UNESP, Campus de Botucatu,
pela simpatica acolhida e pelo auxilio na realizacdo das imunofenotipagens.

A hematologista Dra. Maura Rosane Valério Ikoma, pelo auxilio na superviséo e
interpretacdo das quantificacdes das subpopulacdes linfocitarias.

Ao Prof. Dr. Paulo Roberto Cury pela orientacdo e realizacdo das analises
estatisticas.

A telefonista Cleonice De Piere do Hemocentro do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da UNESP, Campus de Botucatu, pela simpatia no
atendimento.

Aos funcionarios do Departamento de Clinica Veterinaria Nelson Adriano, Izabel
Cristina Castro, Luiz Antdnio Souza Pinto pela amizade, simpatia e pelas boas
conversas.

As bibliotecérias Luciana Pizzani e Rosemary Cristina da Silva pelo auxilio na
correcdo das referéncias bibliograficas e a Selma Maria de Jesus, pela elaboracdo
da ficha catalogréfica.

A Rosangela Aparecida Soares, funcionaria do Posto da FAPESP na Biblioteca, pela

orientacdo e simpatia.



Aos amigos Rudson Almeida de Oliveira e Maria do Socorro Pires e Cruz pela
amizade, correcao e sugestdes nesta tese.

A Isaura Pedro Mariano, minha secretaria e amiga, pelo trabalho realizado nesses
quatro anos junto a minha familia e pelo apoio.

Aos meus irmaos, sobrinhos, cunhados e a todos os meus familiares, pelo apoio,
convivéncia e as horas felizes nesses quatro anos.

A Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, UNESP, Campus de Botucatu,
apos 20 anos que se passaram da graduacdo, pela oportunidade do retorno e da
realizacdo da Pos-Graduacao.

Ao Programa Institucional de Capacitacdo Docente e Técnica da Universidade
Federal do Piaui pelo auxilio da bolsa de pesquisa junto a Capes.

Ao Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinaria do Centro de Ciéncias Agrarias
da Universidade Federal do Piaui pela liberacéo para esta qualificacao.

A Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de S&o Paulo (FAPESP) pelo apoio
financeiro concedido a esta pesquisa.

A todos que direta ou indiretamente com amizade e palavras de incentivo

contribuiram na realizacéo dessa pesquisa, meus sinceros agradecimentos.



RESUMO

A acdo imunomoduladora do carotendide luteina e do virus inativado Parapoxvirus
ovis nas subpopulacdes de linfocitos T (LT) CD4+ e CD8+ do sangue periférico foi
pesquisada em neonatos caninos pela técnica de citometria de fluxo. Trinta
neonatos, machos e fémeas, sem raca definida, com trés dias de idade, foram
separados em trés grupos com 10 animais cada. Os animais do Grupo Controle (GC)
ndo receberam tratamento; os do Grupo Luteina (GL), a partir do terceiro dia do
nascimento até ao 38°dia de vida, receberam, por via oral, 2,0 mL de solugdo
contendo 20 mg do carotendide luteina, uma vez ao dia; e os do Grupo Parapoxvirus
(GP) foram tratados com a suspensao de Parapoxvirus ovis por via subcutanea, na
dose de 1,0 mL, do terceiro dia do nascimento até ao 38%dia de vida, uma vez por
semana. As avaliacbes ocorreram aos trés, 10, 17, 24, 31, 38 e 45 dias de vida,
correspondendo respectivamente aos momentos M1 a M7. Para a citometria de fluxo,
utilizou-se a técnica de lise do sangue total. Na marcacdo das subpopulacdes
linfocitarias T CD4+ e CD8+ foram utilizados, respectivamente, os anticorpos
monoclonais rat anti-canine CD4 conjugado com o isotiocianato de fluoresceina e rat
anti-canine CD8 conjugado com a ficoeritrina. Nas andlises estatisticas entre os
grupos GC, GL e GP em cada momento para ambas populagdes linfocitarias, ndo
houve diferengcas significativas, indicando que independente dos tratamentos
administrados, os grupos apresentaram o mesmo perfil de resposta. Nas analises
entre momentos em cada grupo para LT CD4+ e LT CD8+ diferencas significativas
(p<0,05) ocorreram nos trés grupos. Nas relacoes CD4+:CD8+ foram constatadas
diferencas significativas (p<0,05) em todos o0s grupos, somente nas analises entre 0s
momentos. Com base nos resultados obtidos nesta pesquisa, concluiu-se que tanto
o carotendide luteina quanto o Parapoxvirus ovis inativado nao influenciaram a
expressao dos marcadores dos linfécitos T CD4+ e CD8+ no sangue periférico de
neonatos caninos, no periodo em que foi administrado, no entanto, as diferencas
semanais nas populacdes linfocitarias mostraram a dinamica destas células no
periodo neonatal.

Palavras-chave: cdes; CD4; CD8; imunoestimulagcéo; neonatos; neonatos caninos.



ABSTRACT

The immuno-modulatory action of lutein carotenoid and of the Parapoxvirus ovis
inactived virus in the lymphocytes subsets of peripheral blood CD4+ and CD8+ was
researched in the canine newborn by the flow cytometry analysis. Thirty puppies,
males and females, mixed breeds with three days of age, were separate in three
groups with 10 animals each one. The animals of the Control Group (CG), didn't
receive treatment; the one of the Lutein Group (LG), since the third day of the birth up
to 38°day of life received, once a day, 2,0 mL of solution containing 20 mg of lutein,
and the one of the Parapoxvirus Group (PG), was treated with the suspension of
Parapoxvirus ovis by subcutaneous injection, in the dose of 1,0 mL, of the third day
of the birth up to the 38°day of life, once a week. The evaluations realized to the 3,
10, 17, 24, 31, 38 and 45 days of life, corresponding respectively at M1 to M7
moments. For the flow cytometry, the whole blood lysis technique and to identify
CD4+ T cells and CD8+ T cells simultaneously rat anti-canine CD4 antibody
conjugated with the fluorescein isothiocyanate and the rat anti-canine CD8 antibody
conjugated with phycoerythrin were used. By the statistical analysis among the
groups CG, LG and PG in every moment for both lymphocytes subsets, there were
not significant differences, indicating that independent of the kind of treatments, the
groups had the same answer profile. In the analysis among moments in each group,
for CD4+ and CD8+ LT, significant differences (p <0,05) occurred in the three groups.
Also, to the CD4+:CD8+ ratio significant differences (p <0,05) occurred only among
moments in all groups. This results showed that as lutein carotenoid as Parapoxvirus
ovis didn't influence the expression of the lymphocytes markers CD4+ and CD8+ in
the peripheral blood of canine newborn, in the period in that it was administered,
however, the weekly differences in the lymphocytes subsets populations showed the
dynamics of these cells in this period.

Keywords: dogs; CD4; CD8; immunostimulation; newborn; canine newborn.
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1 INTRODUCAO E LITERATURA

O sistema imune tem como papel principal a protecdo do organismo
contra a invaséo de agentes infecciosos, quimicos e outras substancias antigénicas.
A presenca de qualquer antigeno pode representar uma ameaca para 0 organismo e
assim, o sistema imune desenvolveu muitos meios para combater esses agentes
desafiantes. As evidéncias de atividade imunoldgica existem desde a fase fetal, mas
muitos dos sistemas acessorios necessarios para uma adequada resposta imune,
nesta fase, ndo estdo suficientemente desenvolvidos nem funcionais, o que torna o
feto altamente susceptivel a invasao por microorganismos e as varias doencas que
para as maes poderao ser leves ou até inaparentes, mas para os fetos graves ou
letais.

As respostas imunoldgicas nos animais apresentam dois componentes
principais, a inata ou inespecifica e a adaptativa ou especifica. Na presenca dos
organismos patogénicos invasores, a imunidade inata é a primeira linha de defesa. A
ativacdo deste sistema, capaz de derrotar os patdgenos, envolve uma resposta
antigeno nao-especifica e € constituida principalmente pelas barreiras fisicas e
bioquimicas dos epitélios e das mucosas, pelas células fagocitarias (macréfagos e
neutréfilos), pelas células natural killer (NK) e pelos constituintes protéicos
sanglineos, como os componentes do sistema complemento e as citocinas como
interferon e as interleucinas (Banks, 1982; Tizard, 2000).

Por outro lado, o sistema imunolégico adaptativo é ativado caso as
primeiras linhas de defesa sejam ultrapassadas e envolve a geracdo de uma
resposta produzida por linfocitos. Este sistema produz uma reacdo antigeno-
especifica, capaz de reconhecer e montar uma resposta imunoldgica contra os
antigenos de origens bacteriana, virais, fangicos, protozoarios e helmintos,
proporcionando padrbes de resposta celular mediada por linfécitos T (LT), ou
resposta humoral mediada por linfécitos B (LB), responsaveis pela producdo de
anticorpos (Tizard, 2000).

O sistema imunoldgico adaptativo, mediado por células apds a
estimulacdo antigénica, sofre expansao clonal e uma grande populacdo de LT
especifico ao antigeno é formada. A proliferacdo de linfécitos €, portanto, um dos
pré-requisitos para que o organismo desenvolva uma imunidade funcional. Duas

subpopulacdes distintas, os LT auxiliares e os LT citotoxicos fazem parte da



imunidade celular. Os LT auxiliares desempenham um papel central em promover e
regular a resposta imune. Quando um antigeno exdgeno processado pelos
macrofagos, células dendriticas ou células B é apresentado aos LT auxiliares, estes
sao ativados e secretam uma variedade de glicoproteinas, as citocinas, as quais sdo
fundamentais na ativacédo dos LB, dos LT citotoxicos e dos proprios macréfagos. Os
LT citotéxicos ativados desempenham uma funcado vital ao monitorar as células do
organismo destruindo antigenos enddgenos, como no caso de células infectadas por
virus e células tumorais (Lydyard & Grossi, 1994; Williams, 1997; Tizard, 2000).

No desenvolvimento do sistema imune fetal dos mamiferos, o primeiro
orgao linfoide a se desenvolver é o timo. No timo fetal canino, a diferenciacdo dos
linfécitos ocorre entre 23 a 33 dias de gestacdo e, no 40° dia os fetos j& podem
responder a inoculagdo antigénica (Jacoby et al., 1969). Portanto, o feto ndo é
totalmente indefeso, ja que a sua capacidade em responder a estimulacédo
antigénica se desenvolve muito rapidamente ap0s o aparecimento dos 0Orgaos
linféides. Entretanto nesta fase, a capacidade em combater infecgcbes € menor do
que os neonatos e adultos, j& que nem todos os antigenos séo capazes de estimular
o tecido linféide fetal (Jacoby et al., 1969; Jacoby & Griesemer, 1970).

Nos neonatos caninos menores que trés semanas de idade, foi
demonstrada a competéncia imunolégica a estimulos antigénicos protéicos e virais,
pois a quantidade de anticorpos formada é igual a dos adultos; no entanto, os
padrées das suas respostas indicaram que a maturidade imunolégica pode ndo ser
alcancada nessa fase da vida (Shifrine et al., 1971; Lewis et al., 1973).

Esta imaturidade imunoldgica foi evidenciada por Gerber & Brown
(1974) e Krakowka et al. (1975) em neonatos de zero a quatro semanas de idade
que apresentaram uma resposta dos LT in vitro ao mitdgeno fitohemaglutinina
significativamente reduzida quando comparada aos filhotes de seis a 12 semanas de
idade; uma resposta deficiente a vacinagdo (Shifrine et al., 1971; Lewis et al., 1973)
e uma suscetibilidade elevada a infeccdo pelo virus da cinomose (Krakowka &
Koestner, 1976). O fato dos neonatos apresentarem um sistema imune pouco
responsivo pode ser atribuido a muitos fatores incluindo diferencas nas
subpopulacdes dos LT e de seus estagios de diferenciagdo ou fatores supressivos
passivamente adquiridos pelo colostro como o0s anticorpos e a atividade excessiva
de LT supressores (Banks, 1982; Poffenbarger et al.,, 1991). Neste contexto, as

pesquisas realizadas para o conhecimento da resposta imune neonatal



demonstraram que o0 canino recém-nascido apresenta um sistema imune
subdesenvolvido que gradualmente amadurece nas primeiras seis a oito semanas
de vida (Jacoby et al., 1969; Shifrine et al., 1971; Gerber & Brown, 1974; Stokes &
Bourne, 1989 apud Poffenbarger et al., 1991).

A importancia do conhecimento sobre o desenvolvimento pés-natal do
sistema imune é indispensavel para a avaliacdo da imunocompeténcia. Apds o
nascimento, os neonatos sao imediatamente expostos a um ambiente rico em
microorganismos. Portanto, podem estar vulneraveis as invasdées microbianas, mas
a protecdo pelos anticorpos maternais adquiridos pelas vias placentaria e colostral,
devera controla-las em um curto espaco de tempo. O acesso dos neonatos ao
colostro nas primeiras 48 horas de vida é indispensavel, pois este, além de conter os
nutrientes para o crescimento dos filhotes, contem também, os anticorpos, as células
e as proteinas especificas que vao desempenhar protecéo inicial contra as doencas
infecciosas (Stokes & Bourne, 1989 apud Poffenbarger et al., 1991; Salmon, 1999;
Rogers, 2001).

A via pela qual os anticorpos maternais alcangcam o feto é determinada
pela estrutura da placenta. A placenta das cadelas € do tipo endoteliocorial no qual o
epitélio coribnico em contato com o endotélio dos capilares maternos permite a
transferéncia de apenas 5% a 10% de imunoglobulinas, no entanto, a transferéncia
por via colostral € da ordem de 90% a 95% (Gillete & Filkins, 1966; Chappuis, 1998).

A imunidade colostral tem relacdo com o nivel de imunidade sistémica
da méae e a quantidade de imunoglobulinas transferida depende da quantidade de
colostro ingerida pelos neonatos (Gillete & Filkins, 1966; Stokes & Bourne, 1989
apud Poffenbarger et al., 1991; Salmon, 1999; Rogers, 2001). Os niveis maximos de
anticorpos séricos nos neonatos sao alcancados 36 a 48 horas ap0s 0 nascimento e
serdo proporcionais aos anticorpos maternos (Stokes & Bourne, 1989 apud
Poffenbarger et al., 1991; Salmon, 1999; Rogers, 2001). Portanto, a imunidade
passiva é determinada pelo nivel de imunidade sistémica da mae e pela quantidade
de colostro ingerida pelo neonato. Este fato proporciona uma imunidade
heterogénea entre as ninhadas e entre membros de uma mesma ninhada
(Chappuis, 1998).

A funcdo da glandula maméria € a de fornecer ao neonato, durante a
fase de amamentacdo, os nutrientes, os anticorpos, as ceélulas e os fatores que

deverdo agir na protecdo contra o0s agentes infecciosos (Norcross, 1982;



Poffenbarger et al., 1991; Salmon, 1999), e a natureza dindmica, durante o ciclo
lactacional, impde variacdes qualitativas e quantitativas das imunoglobulinas (Ig)
(Butler, 1973; Watson, 1980).

O colostro contém 1.500 mg de Ig/100 mL na hora do parto e diminui
para 200 a 300 mg de Ig/100mL dois dias apos o nascimento (Heddle & Rowley,
1975). Possui 80% de IgG e 20% de IgA, porém esta relacdo se inverte apés a
primeira semana de lactacdo (Norcross, 1982). Ja a concentracdo de IgM tanto no
colostro como no leite € pequena (Reynolds & Johnson, 1970; Heddle & Rowley,
1975). As imunoglobulinas A e M das secrecdes lacteas sao produzidas na glandula
mamaria, mas a IgG é transferida principalmente do soro (Norcross, 1982). Ha
diferenca nas concentracdes das varias subclasses de imunoglobulinas entre o soro,
o colostro e o leite, sugerindo um processo de transporte seletivo (Poffenbarger et
al., 1991).

No colostro e no leite estdo também presentes um namero significativo
de LT e LB, macréfagos e células polimorfonucleares que executam a importante
funcdo de prevenir e controlar infecgdes, limitar a multiplicacdo bacteriana e eliminar
0S microorganismos da propria glandula (Opdebeecg, 1982; Stokes & Bourne, 1989
apud Poffenbarger et al., 1991). Estas células absorvidas por via intestinal pelos
recém-nascidos podem também auxilia-los no estabelecimento de uma imunidade
celular local (Poffenbarger et al., 1991).

A precocidade da mamada é fundamental para a absorcao integral dos
anticorpos ja que esta é realizada por pinocitose pelas células do intestino delgado
do neonato. A absorcdo dessas proteinas ocorre particularmente no ileo, onde sao
ativamente transportadas pelas células epiteliais e, passam através destas para 0s
capilares intestinais, alcancando a circulacdo sistémica (Simpson-Morgan &
Smeaton, 1972). Em geral a permeabilidade intestinal € maior imediatamente apds o
nascimento e declina ap6s seis horas pelo repovoamento dos enterdcitos por uma
populacdo de células j& sem a habilidade de pinocitose (Chappuis, 1998).

A partir da fase colostral, a continuidade da amamentacdo
exclusivamente com leite materno, nas primeiras trés semanas de vida dos
neonatos, deve ser vigorosa e ativa. Cada filhote deve mamar em qualidade e
quantidade adequadas. Se a mae é saudavel e bem nutrida, as necessidades
nutricionais do filhote deverédo ser completamente supridas. As indicacdes de que 0s

filhotes ndo estdo recebendo leite adequadamente, sdo demonstradas pelo choro



constante, extremas inatividades e/ou pelo insuficiente ganho de peso, segundo os
padrbes gerais que estipulam este ganho de um a trés gramas por dia (Hoskins,
2001a). A transicdo do leite materno para outro tipo de alimentacdo, ao se iniciar o
desmame, por volta da terceira semana, deve ser gradual, na forma de papa.
Quando os filhotes estiverem alimentando bem, deve-se reduzir gradualmente a
papa e acrescentar a alimentacao solida especificamente formulada para a fase de
crescimento (Hoskins, 2001a).

As pesquisas sobre os valores normais de leucdcitos e linfécitos de
neonatos caninos sao bastante escassas. Earl et al. (1973) verificaram, em neonatos
da raca Beagle, a dindmica da populacgéo linfocitaria. Na primeira semana de vida, o
valor absoluto de linfocito apresentou mais elevado comparado ao primeiro dia de
vida. Na segunda semana ocorreu uma leve diminuicdo, na terceira, os linfécitos
voltaram a aumentar e atingiram 0 maior pico e na quarta voltaram a cair. Jain
(1993) e Toman et al. (2002) descreveram na primeira semana de vida em neonatos
da mesma raga, uma predominancia de linfécitos em relagéo aos neutrofilos.

Um grande avanco na imunologia possibilitou a caracterizacéo
fenotipica das subpopulacdes linfocitarias, em virtude do conhecimento de que estas
células expressam diferentes proteinas em suas superficies. Entre estas, estdo os
receptores antigénicos, também denominados de marcadores de superficie, que
reconhecem, interagem e respondem aos antigenos. Para definir os grupos de
anticorpos similares quanto as reatividades nos locais especificos das células alvo e
guanto aos diversos marcadores de superficie, foi criada a nomenclatura CD (cluster
of designation) que vem acompanhada por algarismos arabicos. Esta nomenclatura
sistematizada define em quais células os marcadores de superficie sdo identificados.
Desta forma, a imunofenotipagem em sangue periférico, que visa o isolamento e
identificacdo dos marcadores celulares linfocitarios, foi possivel gracas a tecnologia
de citometria de fluxo e aos anticorpos monoclonais fluorescentes (Williams, 1997).

Estes anticorpos especificos sdo direcionados contra os marcadores
de células T e permitem que sejam realizadas as medidas das populacdes celulares,
proporcionando a identificacdo e a quantificacdo dos marcadores de superficie,
como o CD4+ e o CD8+, presentes nas subpopulac¢des linfocitérias T auxiliares e T
citotdxicas, respectivamente (Williams, 1997; Weiss, 2002). Para Quirke & Dysin
(1986) e Colvin & Preffer (1987), a citometria de fluxo € um método de deteccao para

as células envolvidas nas respostas imunoldgicas visto ser uma técnica que



apresenta qualidades como rapidez na determinacdo, capacidade quantitativa,
sensibilidade e preciséo estatistica.

O aparelho que realiza a citometria faz a leitura das células dispersas
em solucédo apés serem coradas com os fluorocromos apropriados. Portanto, numa
suspensdo de células submetida a uma mistura simultdnea com anticorpos
monoclonais marcados com dois fluorocromos contra os LT CD4+ e CD8+, o
reconhecimento sera apenas das células que carregam o0s antigenos apropriados.
Estas células sédo orientadas em um fluxo tubular e interceptadas, uma a uma, por
um feixe de luz, geralmente raio laser que realiza a separacdo e a contagem das
células com base no tamanho e intensidade da fluorescéncia. Os fluorocromos,
isotiocianato de fluoresceina (FITC, do inglés fluorescein isothiocyanate) e
ficoeritrina-R (RPE, do inglés R-phycoerytrin), que emitem fluorescéncia verde e
alaranjada, respectivamente, sdo os mais empregados (Szer et al., 1985; Landay et
al., 1991; Gebhard & Carter, 1992). A luz dispersada € coletada por um sistema
Optico composto de lentes e espelhos divididos em varios componentes, no caso de
mais de um corante ser utilizado. Por meio de detectores, os componentes
fluorescentes séo convertidos em sinais eletrbnicos, que sao processados
adequadamente por programas computacionais (softwares) especificos para esse
fim e transformados em dados para armazenamento e analise (Melamed et al., 1990;
Ormerod, 1994).

No preparo das amostras para imunofenotipagem, a meta € manter
todos os componentes celulares como estes se encontram in vivo. E importante e
ideal que as subpopulacdes linfocitdrias T CD4+ e CD8+ sejam preservadas,
enquanto outros componentes que possam interferir na identificagcdo desses
linfécitos sejam eliminados. O método de separacdo de células linfocitarias, por
diferenca de gradiente de densidade pelo Ficoll ou Histopaque, que também foi
empregado no cdo, apresenta 0 inconveniente por requerer um volume maior de
sangue e proporcionar maiores alteracées nas subpopulacdes linfocitarias (Boyum,
1964; Greeley et al., 1996; Strasser et al., 1998; Byrne et al., 2000; Kim et al., 2000a,
b).

Dessa forma, o método recomendado para o isolamento de linfécitos
nas amostras de sangue, segundo as diretrizes da National Institute of Allergy and
Infectious Diseases, € a lise do sangue total (Paxton et al., 1989), que ja foi utilizado

nas analises imunofenotipicas das subpopulacées T em gatos (Dean et al., 1991,



Davidson et al., 1993; Sellon et al., 1996; Byrne et al., 2000) e em caes (Byrne et al.,
2000; Faldyna et al., 2001; Toman et al., 2002). Para Faldyna et al. (2001), no
isolamento de linfécitos da amostra, deve-se dar preferéncia a técnica da lise do
sangue total. Nesta técnica, o volume de sangue necessario € bem menor em
comparacdo ao método de separacdo de células linfocitarias por diferenca de
gradiente de densidade e, a obtencdo de um volume maior de sangue, pode estar
dificultada, freqientemente, em relagdo ao porte corporeo do paciente ou pelo seu
estado de saude.

Nas colheitas das amostras de sangue para citometria de fluxo, o
anticoagulante recomendado € o acido etilenodiaminotetracético a 10% (EDTA), que
apresenta vantagens sobre os demais, porque proporciona uma boa separacao das
distintas populagfes leucocitarias e permite que as amostras possam ser analisadas
satisfatoriamente dentro de um periodo de 24 horas. Para reduzir variabilidade entre
amostras, as contagens total e diferencial dos leucdcitos e a analise dos marcadores
celulares devem ser realizadas na mesma amostra (Paxton et al., 1989). E
importante também, que as amostras sejam colhidas pela manha, para evitar que as
contagens de linfocitos totais sofram com os efeitos das varia¢des diarias (Malone et
al., 1990). Quanto ao transporte e a estocagem das amostras para o laboratorio,
estes devem ser realizados imediatamente, sob uma temperatura de 22 °C e assim
permanecer até que as analises sejam iniciadas. Estes procedimentos s&o
importantes para a preservacao do LT auxiliares (Weiblen et al., 1983).

Nas pesquisas que envolvem o ser humano, a imunofenotipagem tem
sido utilizada para caracterizar o sistema imune em individuos normais como nos
portadores de enfermidades, principalmente na sindrome da imunodeficiéncia
adquirida, na leucemia, no linfoma, na identificacdo de imunodeficiéncias, na
monitoracdo da evolucdo e no auxilio ao progndstico (Byrne et al., 2000). Em
Medicina Veterinaria, a imunofenotipagem além de possibilitar 0 conhecimento da
distribuicdo das subpopulacdes de linfécitos em animais normais, também é
empregada como meio de diagnostico nas diversas enfermidades onde o sistema
imune esta envolvido. Especificamente em cées, a imunofenotipagem foi utilizada
para caracterizar a resposta imunoldégica em enfermidades como na artrite
reumatoide (May et al., 1992), no Idpus eritematoso sistémico (Chabanne et al.,

1995a), na piodermatite dos cdes Pastores Alemaes (Chabanne et al., 1995b), na



demodicose (Caswell et al., 1997), na leishmaniose (Bourdoiseau et al., 1997) e na
dermatite atépica (Sinke et al., 1997).

As pesquisas com imunofenotipagem realizadas em seres humanos e
em roedores, para o conhecimento da influéncia da idade nas distribuicbes das
subpopulacdes CD4+ e CD8+, permitiram demonstrar uma relacdo entre o declinio
da resposta imunoldgica, a involucédo do timo e o envelhecimento. Este declinio, que
parece envolver uma depresséo das atividades dos LT auxiliares, foi demonstrado
tanto na ocorréncia da diminuicdo da resposta proliferativa a mitbgenos, como na
producdo e na expressao de receptores para IL-2 (Makinoden & Kay, 1980; Gillis et
al., 1981; Murasko et al., 1987; Thoman & Weigle, 1989; Beckman et al., 1991; Song
et al.,, 1993). Em gatos e em cées, a imunofenotipagem tem sido também utilizada
com a finalidade de caracterizar a influéncia da idade nas distribuicbes das
subpopulacdes de LT.

A diminuicdo dos percentuais de LT CD4+, CD8+ e da relacdo
CD4+:CD8+, em gatos ap6s um ano de idade, foram demonstradas por George et al.
(1993) e English et al. (1994).

Em neonatos felinos, até oito semanas de idade, foi demonstrada a
manutencao da relagcdo CD4+:CD8+ durante todo o periodo analisado, com aumento
significativo de LT CD8+ na oitava semana (Sellon et al., 1996).

A pesquisa de Greeley et al. (1996) em caes na faixa etaria entre nove
meses a 11 anos e seis meses, demonstrou a ocorréncia de aumentos significativos
nas porcentagens de LT CD8+, diminuicdo de LT CD4+ e da relacdo CD4+:CD8,
conforme o envelhecimento dos animais.

Na quantificacdo dos linfécitos sangiliineos de cadelas da raca Beagle
com 18 meses de idade, os valores encontrados foram 45,0% e 28,8%, para LT
CD4+ e LT CD8+, respectivamente, sendo a relacdo CD4+:CD8+ de 1,87. Os
valores para grupos de cdes mesticos, machos e fémeas, na faixa etaria entre trés
anos e quatro meses a quatro anos foram também determinados (CD4+, 41,7%;
CD8+, 28,6% e a relacdo CD4+:CD8+ de 1,74) e para cées das racas Labrador e
Terrier, estes valores foram determinados para machos e fémeas, com idades
médias entre dois (CD4+ 45,1%; CD8+ 17% e relagdo CD4+:CD8+ 3,17) e nove
anos (CD4+ 30,9%; CD8+ 18,9% e relacdo CD4+:.CD8+ de 2,21) (Byrne et al.,
2000).



A distribuicdo das subpopulactes de linfocitos do sangue periférico em
seis neonatos caninos da raca Beagle de cinco a seis dias de vida mostrou valores
percentuais de 45,6 £ 7,9 para os LT CD4+ e 7,7 = 3,4 para os LT CD8+. A relagcao
CD4+:CD8+ foi 7,0 + 3,3. Aos dois e seis meses de idade nenhuma mudanca
ocorreu nos percentuais dos LT CD4+, porém, os LT CD8+ aumentaram com o
avancar da idade e como consequéncia a relacdo CD4+:CD8+ diminuiu. Os
resultados da pesquisa também indicaram diferencas nas faixas etarias entre seis
meses e um a dois anos, principalmente quanto ao aumento da populagédo de LT
CD8+ e diminuicdo da relacdo CD4+:CD8+. Nenhuma diferenca nas populacdes
linfocitarias foi observada nos animais do grupo da faixa etaria entre um a dois anos
comparados ao grupo entre trés a cinco anos de idade. Quanto a distribuicdo das
subpopulacgdes linfocitarias nas racas Beagle, Pastor Aleméo, Dalmata e Dachshund
na faixa etaria entre um a cinco anos, a raca Pastor Alemao apresentou a mais alta
relacdo CD4+:CD8+, enquanto que a raca Dalmata apresentou a mais baixa.
(Faldyna et al., 2001).

A quantificacdo dos marcadores de superficie dos linfocitos em trés
neonatos caninos da raca Beagle com um dia de vida revelou percentuais de 36,9 £
52 e 2,7 £0,4 para LT CD4+ e CD8+, respectivamente. A partir da primeira até a
guarta semanas, em dez neonatos, obtiveram valores percentuais de 48,8 £ 8,0 e
59+36;423+68e95+23;356+95e138+25e,421+6,3e 10,1+ 3,6
para LT CD4+ e CD8+, respectivamente. Quando estas populacdes linfocitarias
foram quantificadas em cées de dois a quatro meses de vida, ficou demonstrado que
estes animais apresentaram valores semelhantes a cdes adultos na faixa etaria
entre um a dois anos (Toman et al., 2002).

A capacidade de regular ou modular artificialmente uma resposta
imunoldgica em qualquer fase da vida do animal ou diante de uma enfermidade,
pode ser obtida pelo emprego das substancias imunomoduladoras, que apresentam
a propriedade de aumentar (imunoestimulagdo) ou suprimir (imunossupressao) a
resposta imune (BLECHA, 1988). A atividade imunoestimulante pode ser produzida
por uma ampla variedade de substancias produzidas a partir de bactérias atenuadas,
carboidratos complexos, antihelminticos, hormdnios timicos, vitaminas, citocinas e
virus inativados (Taura et al., 1995; Tizard, 2000).
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No Brasil, encontrava-se no comeércio, até bem pouco tempo, um
farmaco denominado Baypamun®, produzido especificamente para a Medicina
Veterinaria, que utiliza a cepa viral inativada D1701 de Parapoxvirus ovis. O
Parapoxvirus foi isolado de um carneiro que sofria de dermatite pustular, em seguida
atenuado apO6s mais de 200 passagens em cultura de células ovinas e bovinas e
inativado com beta-propiolactona (Buttner et al., 1987 apud Bayer, 1996; Strube et
al., 1989 apud Bayer, 1996).

As pesquisas realizadas na avaliacdo dos mecanismos de agédo do
Parapoxvirus inativado na resposta imune mostraram que seu efeito ocorre no
aumento da imunidade inata ou inespecifica e os termos paraimunidade e indutor de
paraimunidade foram as denominacdes respectivas empregadas para o aumento da
imunidade inespecifica e para o farmaco que acarreta este estado (Mayr, 1978 apud
Bayer; 1996; Mayr & Buttner, 1984 apud Bayer, 1996; Bittner, 1993, 1994).

Segundo Mayr (1981) apud Bayer (1996), a ativacdo dos sistemas que
compdem a paraimunidade pode ser proporcionada naturalmente, por meio do
contato com o antigeno, ou artificialmente pela administragcdo dos indutores de
paraimunidade. O aumento das atividades dos componentes do sistema imune apos
a paraimunizacdo foi comprovado pela estimulacdo da atividade das células NK.
Estas fazem parte da subpopulacdo de células T e, contém numerosos granulos
citoplasmaticos capazes de lisar células tumorais e células infectadas por virus, pelo
aumento da atividade fagocitaria de neutrofilos, macrofagos e pela producédo das
citocinas, IL-2 e interferon (Bottcher, 1994; Kretzdorn et al., 1994). O procedimento
de paraimunizacdo inicia-se com a interacdo das particulas virais com o0s
mecanismos de defesa inespecificos, onde estes ndo necessitam de receptores
especiais para permitir a entrada nas ceélulas, mas o fazem pelo processamento
intracelular em células permissivas (Moss, 1991).

De modo geral, a acdo do P. ovis no organismo animal € a de
promover a mobilizacéo das células de defesa da medula 6ssea, dos linfonodos e do
sistema reticular, conduzindo a ativacao das defesas que se inicia em algumas horas

e persiste por dias. O seu uso tem indicacdo na profilaxia das infec¢cbes induzidas

! Baypamum® DC — Bayer S. A.- Produto importado. Retirado do comércio Nacional, por
determinacgéo da Matriz Alema, em abril/2003.
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por estresse, nas infeccdes durante o periodo neonatal e como adjuvante no
tratamento das doencas infecciosas (Bayer, 1996).

Segundo o fabricante, o P. ovis ndo apresenta efeitos colaterais e o
estado de estimulacdo do sistema imune permanece por até oito dias podendo o
paciente ser novamente estimulado. Sua apresentacéo € na forma liofilizada e apés
ser incorporada ao diluente apropriado pode ser aplicada por via subcutanea ou
intramuscular, na dose de 1,0 mL, independente do peso, sexo ou idade. Cada dose
apresenta 106,45 de TCID 50 (tissue culture infectious dose) e o0s principais
componentes estimuladores das particulas do Parapoxvirus estdo localizados no
envelope dos virions (Buttner, 1993; Bayer, 1996).

Na terapia de tumores mamarios em cadelas, Berg & Risse (1994)
apud Bayer (1996) demonstraram que a cirurgia e a continuidade da terapia com o
indutor de paraimunidade produziram melhores resultados do que a terapia somente
com a cirurgia ou com a paraimunizacdo. Nas respostas imunolégicas e clinicas de
cdes de oito a 12 semanas de idade apds o desafio viral com a cepa virulenta
Manhattan do adenovirus tipo 2, 100% dos animais submetidos a terapia
paraimunomodulatoria recuperaram-se da infeccdo enquanto que somente 50% dos
animais controles ficaram livres dos sinais clinicos (Hennessy et al., 1994).

Para determinar a eficacia terapéutica do indutor de paraimunidade,
dois experimentos controlados duplo-cego foram realizados em gatos naturalmente
infectados pelo virus da leucemia felina (VLF). No primeiro estudo, 60 gatos foram
tratados com P. ovis por um periodo de sete semanas e 60 receberam placebo no
mesmo periodo. Sete gatos (11,7%) tratados e quatro (6,7%) que receberam
placebo converteram a sorologia (conversdo de VLF-positivo para VLF-negativo),
mas a diferenca ndo foi estatisticamente significativa. Os estados clinicos dos
animais tratados e dos nao tratados melhoraram respectivamente em 47% e 33%.
No segundo estudo, 15 gatos foram tratados com P. ovis e 15 ndo. A conversao da
viremia ocorreu em dois gatos de cada grupo (15,4%). As contagens relativa e
absoluta de LT CD4+, CD8+ e a relacdo CD4+:CD8+ que foram realizadas apenas
neste segundo estudo, ndo apresentaram diferencas estatisticamente significativas
nos dois grupos. Portanto, os parametros imunoldgicos, clinicos, laboratoriais e
virologicos entre os animais tratados com a droga e os tratados com placebo, nos

dois estudos citados, ndo apresentaram diferencas estatisticamente significativas,
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demonstrando que a infecgcdo pelo VLF néo foi influenciada pelo uso do indutor de
paraimunidade (Hartmann et al., 1998).

As pesquisas realizadas sobre modulagédo da resposta imunoldgica em
animais tém demonstrado que os carotendides ou carotenos também atuam como
imunoestimulantes. Os carotendides sdo um importante grupo de pigmentos naturais
lipossoluveis que absorvem luz e conferem coloracdo amarela, laranja e/ou vermelha
aos vegetais e as algumas frutas. O  caroteno é conhecido por sua atividade pro-
vitamina A e no intestino delgado é convertido pela agdo de enzimas dioxigenase em
vitamina A (Moore, 1930; Parker, 1989, 1996). A vitamina A € essencial para a
manutencao normal da visdo, para o desenvolvimento dos 0ssos e dos dentes; para
diferenciacéo, proliferacdo e reproducao celular, e para a integridade do sistema
imunoldgico (Olson, 1994). Entretanto, carotendides como a luteina, zeaxantina,
licopeno, cantaxantina e outros que nao possuem atividade pré-vitamina A tém
despertado um enorme interesse dos pesquisadores por também apresentarem
efeitos imunoestimulantes.

Os carotendides o e 3 caroteno, o licopeno, a criptoxantina, a luteina e
a zeaxantina, identificados pela técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia,
estdo entre os carotendides mais comuns encontrados no sangue humano, e a
luteina, é o principal (Parker, 1989; Epler et al., 1992,1993).

No ano em que Moore (1930) demonstrava que o 3 caroteno era o
precursor da vitamina A nos animais, as pesquisas de Green & Mellanby (1930)
confirmavam que ratos deficientes em vitamina A e suplementados na dieta
poderiam vencer infeccbes bacterianas quando comparados com ratos nao
suplementados. Clausen (1931) suplementou a dieta de criangas com carotendides
e conseguiu reduzir a gravidade e o numero de criancas com infecgdes respiratérias.
Estas pesquisas sugeriam que a atividade pro-vitamina A do B caroteno seria
responsavel pelo mecanismo antiinfeccioso e pelo aumento da funcéo imunoldgica.

No entanto, Lingen et al. (1959) descobriram que o licopeno, que nao
possui atividade pro-vitamina A, apresentava atividade antiinfecciosa, por prolongar
a sobrevivéncia de camundongos com infeccbes bacterianas. Bendich & Shapiro
(1986) demonstraram que ratos alimentados com dieta contendo cantaxantina,
carotendide ndo pré-vitamina A, apresentaram aumentos consistentes na atividade

proliferativa, in vitro, dos linfocitos T e B a mitdgenos e que a cantaxantina, como o 3



13

caroteno, possuia a habilidade de ser antioxidante, efeito independente da atividade
pré-vitamina A. Martin et al. (1996) também demonstraram que a luteina protege
células hepaticas contra as lesdes induzidas pela oxidagdo na peroxidacao lipidica.

Os estudos sobre as atividades modulatérias dos carotendides
passaram a demonstrar que essas acfes ndo eram proporcionadas pela atividade
pré-vitamina A, mas sim pelo efeito antioxidante, que desativa os radicais livres,
protege a integridade celular contra seus efeitos deletérios e regula a funcéo
imunoldgica celular (Burton & Ingold, 1984; Bendich & Shapiro, 1986; Burton, 1989;
Krinsky, 1989; Canfield et al., 1992; Jyonouchi et al., 1995; Chew; 1995; Chew et al.,
1996; Okai & Higashi-Okai, 1996).

Durante o curso normal do metabolismo celular aerébico, na exposicéo
a radiacdes ionizantes, na administracdo de diferentes tipos de substancias
quimicas, inclusive farmacos, sdo continuadamente produzidas algumas espécies de
oxigénio reativo como o radical anion superperoxido, o peroxido de hidrogénio, o
radical hidroxilo e o oxigénio molecular singlet. Estes elementos denominados de
radicais livres caracterizam-se por apresentarem elétrons ndo pareados na Orbita
externa, serem altamente instaveis e se multiplicarem rapidamente na procura de
pareamento. Para tanto, desestabilizam outras moléculas que necessitam ceder
seus elétrons. Estas doac¢fes que sdo denominadas bioguimicamente de reacdes de
oxi-reducao, se ndo forem eliminadas, lesam as células e proporcionam prejuizos ao
DNA, as proteinas, aos carboidratos e aos lipideos, além de terem acéao
imunossupressora. Entretanto, considerando o ser vivo e a importancia do oxigénio
na manutencédo do funcionamento normal adequado da vida, considera-se que 0s
radicais livres mais nocivos sédo os que provém do metabolismo do oxigénio (Lunec
et al., 1981).

Embora o proprio organismo produza enzimas antioxidantes tais como
superoxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase, que catalizam as reacgfes e
previnem os efeitos nocivos das oxidacoes, essas podem nao ser tdo abundantes ou
foram consumidas rapidamente nas reacfes. Portanto, a manutencao de uma dieta
com antioxidantes é desejavel, e os carotenodides por atuar na estabilizacdo dos
radicais livres altamente reativos, mantém, a integridade funcional e estrutural da
célula (Di Mascio et al., 1991; Canfield et al., 1992; Thurnham, 1994).

Os estudos iniciais relativos a absorcdo dos carotendides indicavam

nenhuma (Ahmad, 1931) ou pouca absorcdo pelos carnivoros (Baker et al., 1986).
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Porém, pesquisas mais recentes demonstraram que cées e gatos podem absorver
diferentes concentracdes de p caroteno (Chew et al.,, 1997; Weng et al., 1997) e
luteina (Chew et al., 1997; Cerveny et al., 1998; Park et al., 1999; Kim et al., 2000 a
e b) suplementadas na dieta e que as concentracfes plasmaticas de ambos
carotendides em cées sdo dose-dependentes (Weng et al.,, 1997; Cerveny et al.,
1998) e gatos (Chew et al., 1997; Chew et al., 1998).

O papel dos carotendides sobre a modulacdo das respostas
imunoldgicas foi demonstrado tanto em seres humanos (Alexander et al., 1985;
Watson et al., 1991; Hoskinson et al., 1992; Michal et al., 1994; Moriguchi et al.,
1996; Mayne, 1996; Burri, 1997) como em animais (Bendich & Shapiro, 1986;
Prabhala et al., 1991; Chew, 1995; Chew et al., 1996; Chew et al., 1997; Weng et al.,
1997).

O carotendide luteina pode ser obtido de extratos de flores de Tagetes
erecta e apresenta-se como um po amarelo a laranja. Tem despertado o interesse
dos pesquisadores, por ter demonstrado que em seres humanos, a sua absorcao é
mais eficiente do que o B caroteno (Gartner et al., 1996), além de possuir maior
eficacia em inibir a auto-oxidacéo de lipidios (Zhang et al., 1991), como também a
protecao das lesdes celulares induzidas pela oxidagéo (Martin et al., 1996).

Os estudos realizados a respeito da cinética da captacdo da luteina em
cées e gatos também demonstraram que apos a luteina suplementada na dieta ser
absorvida, ocorre a sua captacao pelas organelas subcelulares (nucleo, mitocéndrias,
microssomas e citosol) dos linfécitos e neutroéfilos. No entanto, 0 mecanismo de agéo
da luteina como imunomodulador ndo foi ainda compreendido (Cerveney et al., 1998;
Park et al., 1999).

Em animais as pesquisas que utilizaram a suplementacéo da dieta com
o carotendide Iluteina proporcionaram resultados bastante interessantes. Em
camundongos a luteina aumentou a producdo de anticorpos em resposta a
antigenos dependentes de linfécitos T (Jyonouchi et al., 1995), inibiu o crescimento
de tumor de mama (Chew et al., 1996; Park et al., 1998) e estimulou a proliferacdo
de linfécitos in vitro em resposta a fitohemaglutinina (Chew et al., 1996).

Em grupos de gatos com 10 meses de idade, as suplementacdes
diarias na dieta de 1, 5 e 10 mg de luteina por 12 semanas, mostraram a acao
moduladora do caroteno nas respostas imunes celular e humoral quando comparada

ao grupo nao suplementado. A luteina foi detectada no plasma apds a segunda
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semana e a concentracao plasmatica foi dose-dependente. Apos quatro semanas de
suplementacao ocorreu aumento da resposta proliferativa de linfécitos periféricos in
vitro aos mitdgenos concanavalina A e pokeweed. A quantificagdo da subpopulacéo
de linfécitos em gatos suplementados mostrou aumento significativo na porcentagem
de LT CD4+ na 12°% semana, indicando que a luteina modulou a expresséo desse
marcador de superficie, porém nédo apresentou efeito significativo sobre LT CD8+
(Kim et al., 2000 a).

Em grupos de cdes da raca Beagle, na faixa etaria entre 17 a 18
meses suplementados diariamente com 5, 10 ou 20 mg de luteina durante 12
semanas foi verificado que, apos a segunda semana a luteina ja era detectada no
plasma e a sua concentracdo plasmatica era dose-dependente. Nos parametros
imunoldgicos mensurados foi demonstrada, apdés quatro semanas nos grupos
suplementados, a proliferacdo de linfocitos periféricos in vitro aos mitdgenos
fitohemaglutinina, concanavalina A e pokeweed em comparacdo ao grupo nao
tratado. Um aumento acentuado na proliferacdo de linfocitos nos animais
suplementados com 20 mg de luteina ocorreu na 122 semana. A resposta de
hipersensibilidade tardia apds a injecdo intradérmica da fitohemaglutinina e de uma
vacina polivalente ocorreu com seis e 12 semanas de suplementacao e foi dose-
dependente. Todos 0s grupos suplementados apresentaram uma resposta maior a
fitohemaglutinina na 12% semana. Na quantificacdo das subpopulagdes dos LT, entre
a oitava e 122 semana, 0s grupos suplementados mostraram elevadas porcentagens
de linfécitos que expressam CD4+ e CD8+ diretamente relacionadas com a maior
concentracdo de luteina na dieta, sendo que os marcadores CD4+ foram 0s mais
expressivos (Kim et al., 2000 b).

Conforme os trabalhos consultados na literatura, a terapia
imunoestimulatoria € desejavel em qualquer fase da vida do animal, entretanto, ndo
foram encontrados até o presente momento, dados sobre a agdo desses agentes em

neonatos caninos.
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2 OBJETIVOS

Utilizando grupos de neonatos caninos, sem raga definida, clinicamente
saudavel, a partir de trés até 45 dias de idade, tratados com o carotendide luteina e
o Parapoxvirus ovis inativado, esta pesquisa teve como objetivos:
a) acompanhar o desenvolvimento dos neonatos, com vistas a possiveis
efeitos no desempenho;
b) verificar, um possivel efeito modulatério sobre a resposta imune
celular-mediada demonstrada pela quantificacdo das subpopulacdes

de LT CD4+ e CD8+ no sangue periférico.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local do experimento

A pesquisa foi desenvolvida no Setor do canil-maternidade da Pos-
Graduacdo, do Servico de Clinica de Pequenos Animais e no Laboratorio de
Patologia Clinica, da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ) da
Universidade Estadual Paulista (UNESP), Campus de Botucatu.

Para as avaliagdes das imunofenotipagens das subpopulacdes de LT
CD4+ e CD8+ foi utilizado o Laboratério de Citometria do Hospital das Clinicas da

Faculdade de Medicina da UNESP, Campus de Botucatu.

3.2 Obtencao dos neonatos

Foram utilizadas cinco cadelas adultas gestantes, sem raca definida,
de porte médio, pesando entre 15 a 20 kg, provenientes do Biotério Central da
UNESP, Campus de Botucatu. Os periodos gestacionais foram confirmados com
exames ultra-sonograficos realizados no Departamento de Reproducdo da FMVZ,
UNESP, Campus de Botucatu.

As cadelas foram mantidas em jaulas individuais no canil-maternidade
com fornecimento de ragéo comercial’, duas vezes ao dia e agua ad libitum. Duas
vezes ao dia foram realizados passeios ao ar livre com as cadelas contidas em
coleiras e acompanhadas. O estado de higidez das cadelas foi verificado
semanalmente, por meio de exames fisicos segundo McCurnin & Poffenbarger
(1991). Na primeira semana da aquisicdo das gestantes foram colhidos materiais
para a realizacdo de hemograma, urinalise, parasitolégico de fezes e para exame
soroldgico de toxoplasmose, leptospirose e brucelose. Aproximadamente 15 dias da
data prevista ao parto, novamente foram realizados hemograma, urindlise e

parasitologico de fezes.

! Pedigree® Junior- Waltham.
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As cadelas foram submetidas ao tratamento anti-helmintico, de amplo
espectro’, na dose Unica de 100 mg/kg de peso de fenbendazole e 5 mg/kg de peso
de praziquantel aos 30, 55 dias de gestagcdo e 21 dias apds o parto. Foi aplicada
uma dose de vacina?® contra parvovirose, cinomose, hepatite infecciosa, leptospirose,
coronavirose e parainfluenza aos 45 dias de gestacéo.

Proximo ao dia previsto do parto, para a acomodacao dos filhotes,
foram preparadas as caixas-maternidades. Estas foram confeccionadas de material
plastico e com dimensdes baseadas no porte das cadelas. A largura de 65 cm por 1
m de comprimento e 30 cm de profundidade, visou evitar a queda dos neonatos,
sem, contudo dificultar a entrada e a saida da mae. Nestas condi¢cbes houve espaco
suficiente para que a parturiente aquecesse e amamentasse seus filhotes com
comodidade, evitando-se a dispersdo indesejavel dos neonatos e traumas por
pisoteio ou esmagamento destes por parte da cadela. As caixas foram forradas com
cobertor visto ser este material confortavel e promover o aquecimento da méae e dos
neonatos nas primeiras trés semanas de vida. Os cobertores eram trocados
diariamente e devidamente lavados e higienizados. No assoalho do canil foi
colocado um tablado de madeira com a finalidade de isolante térmico, uma vez que
as jaulas foram confeccionadas com cimento. No inverno, principalmente no periodo

noturno, era mantido no canil-maternidade, um aparelho aquecedor.

3.3 Cuidados com 0s neonatos

Todos os animais, a partir do terceiro dia de vida até o décimo dia,
foram submetidos ao exame fisico neonatal indicado por Breasile (1978) e McCurnin
& Poffenbarger (1991) e posteriormente, uma vez por semana, até completarem 45
dias de idade. O acompanhamento do desenvolvimento dos neonatos quanto ao
ganho de peso, por meio de pesagem, foi realizado do terceiro ao décimo dia do
nascimento e apds, semanalmente até 31 dias de vida. Do nascimento até o 25 dia
de vida, os filhotes foram mantidos em companhia de suas respectivas maes nas

caixas-maternidades (Figura 1).

! Panacur® plus comprimidos - Hoechst Roussel Vet.
2 Recombitek® C6/CV — Merial.
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Figura 1- Caixa-maternidade. Cadela amamentando seus filhotes, com 24 dias de
vida.

A amamentacdo exclusivamente materna foi realizada até o 20° dia de
vida. A partir do 21° dia de idade, foi iniciado o desmame com uma dieta pastosa a
base de leite desnatado® e farindceo? fornecida trés vezes ao dia (Hoskins, 2001a).
Neste mesmo dia, os filhotes receberam por via oral, o anti-helmintico fenbendazole?,
na dose de 50 mg/kg, uma vez ao dia durante trés dias consecutivos.

Aos 28 dias de vida foi iniciado a alimentacdo com leite desnatado e
racdo comercial para filhotes em crescimento® intercalados com as mamadas. Aos
35 dias de vida, completamente desmamados e separados de suas maes passaram
a receber apenas a racao para filhotes em crescimento, oferecida quatro vezes ao

dia.

! Jtalac — Leite UHT desnatado. Usina de Benficiamento Goiasminas. Industria de Laticinios
Ltda. — Corumbaiba, GO.

2 Farinha Lactea Nestlé — Fabrica de Laticinios — Sdo José do Rio Pardo, SP.

? panacur®comprimidos — Hoechst Roussel Vet.

* Pedigree® Junior — Waltham.
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3.4 Metodologia da pesquisa

Todos 0s neonatos selecionados para este trabalho tiveram as
mesmas condicbes de manejo. Durante 0 experimento, estes permaneceram com
suas respectivas maes e receberam todos os cuidados de acomodacao ja referidos.

Ao todo foram utilizados trinta neonatos, compreendendo 14 machos e
16 fémeas, provenientes de cinco cadelas, separados por meio de sorteio em trés
grupos experimentais a partir do terceiro dia de vida e manipulados no decorrer do
experimento, até 45 dias de vida. Os animais de cada grupo foram identificados com
um bracelete confeccionado com esparadrapo fixado na regido do pulso, substituido

guando necessario. Os grupos foram formados como se segue:

3.4.1 Grupo Controle (GC)

Foram utilizados 10 filhotes que ndo receberam nenhum tratamento.

3.4.2 Grupo tratado com Luteina (GL)
10 filhotes receberam, por via oral, 2 mL de solu¢éo oleosa com 20 mg de
luteina®, uma vez ao dia, administradas com auxilio de uma seringa, no periodo da

manha a partir do terceiro dia do nascimento até o 38% dia de vida (Figura 2).

3.4.3 Grupo tratado com Parapoxvirus ovis (GP)
10 filhotes foram tratados com a suspensdo contendo Parapoxvirus® , por
via subcutanea, na dose de 1 mL, uma vez por semana, no periodo da manha, a

partir do terceiro dia do nascimento até o 38° dia de vida.

! PhD Farmécia de Manipulacdo — Rio de Janeiro.
? Baypamun® DC — Bayer, Satde Animal. Retirado do comércio nacional, por determinac&o
da matriz alemé em abril de 2003.
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4 2
Figura 2- Administracdo de 2 mL de luteina para neonato com 10 dias de vida.

3.5 Preparo dos imunogenos
3.5.1 Luteina

O carotendide luteina (Figura 3) adquirido encontrava-se ha
concentracdo de 1g/100mL de d6leo de milho, acondicionado em frasco de cor
ambar, em temperatura ambiente. No Anexo 1 esta apresentado o certificado de

analise de onde foi adquirido a matéria-prima pelo revendedor.
3.5.2 Parapoxvirus ovis

Este produto de uso exclusivo veterinario é apresentado em dois
frascos que contém respectivamente, a forma liofilizada e 1 mL de diluente. Os
frascos foram conservados em temperatura de 2 °C a 8 °C e o liofilizado foi diluido

no momento da aplicagéo (Figura 4).
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Figura 3- Frascos da cor ambar contendo 1g de luteina em 100mL de 6leo de milho.
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Baypamun®

Uso Veterinario

Contém: 10 frascos (10 doses) de Baypamun® DC,
sob a forma liofilizada e 10 frascos de 1 ml de diluente

Figura 4- Frascos contendo Parapoxvirus ovis sob a forma liofilizada (frasco de
tampa amarela) e 1 mL de diluente (frasco de tampa branca).
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3.6 Anticorpos monoclonais conjugados

Os anticorpos monoclonais caninos para LT CD4+ e CD8+ e o0s
controles sdo conjugados com os fluorocromos, FITC que emite luz verde com um
pico de emissdo de 520 nandmetros (hnm) e RPE que emite luz alaranjada com um
pico de emissdo de 580 nm. Para as quantificacbes dos LT CD4+ e CD8+ foram
usados, respectivamente, os testes' rat anti-canine CD4/FITC na concentracéo de
0,1 mg/mL de IgG diluido para uso e o rat anti-canine CD8/RPE que se apresenta
liofilizado e foi reconstituido com 1 mL de agua destilada (Figura 5). Os controles
negativos® (isotipos) utilizados foram o rat IgG2a negative control/FITC diluido para
uso, na concentracao de 10mg/mL de IgG e o rat IgG1 isotype control/RPE liofilizado
gue foi reconstituido com 1 mL de agua destilada. Os frascos foram conservados em
temperatura de 2 °C a 8 °C.

Figura 5- Frascos dos anticorpos monoclonais rat anti-canine CD4/FITC, rat anti-
canine CD8/RPE e respectivos controles negativos.

! Serotec Ltda. Kidlington, Oxford — Mega Comercial Cientifica Ltda, Botucatu, SP, Brasil.
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3.7 Amostras de sangue dos neonatos

As amostras de sangue foram colhidas da veia jugular aos trés, 10, 17,
24, 31, 38 e 45 dias de vida dos neonatos, correspondendo aos momentos 1 a 7 (M1
a M7), com agulha 25x7 e seringas plasticas descartaveis de 3 mL, apos tricotomia e
antissepsia do local com alcool iodado (Figura 6) e colocadas em frascos
identificados contendo o anticoagulante &cido etilenodiamonotetracético (EDTA)* a
10% (Paxton et al., 1989). Todas as amostras foram colhidas pela manha para

eliminar os efeitos da variacdo diurna (Malone et al., 1990).

3.8 Anédlises laboratoriais

As amostras de sangue, logo apés as colheitas, foram encaminhadas
ao Laboratorio de Patologia Clinica para a realizacdo do leucograma e, a segui,
para o Laboratério de Citometria de fluxo para as determinacbes das
imunofenotipagens das subpopulaces linfocitarias T.

Figura 6- Colheita de amostra da veia jugular de neonato canino.

1 EDTA sal tetrassodico, INLAB, INTERMAT, SP.
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3.8.1 Leucogramas

As contagens de leucdcitos totais foram realizadas no contador
eletrénico de células®. As contagens de linfécitos foram realizadas em esfregacos

sanguineos corados pelo Panético®.

3.8.2 Preparo da amostra do sangue periférico para avaliacdo

citométrica

Para andlise em aparelho de citometria de fluxo, a concentracdo de
leucécitos da amostra do sangue deve estar entre 5.000 a 10.000 leucdcitos/ulL.
Assim, eventualmente foi necessaria a realizagdo da diluicdo do sangue total para
padronizar a relacdo entre a concentracdo de leucécitos na amostra e o volume de
anticorpos monoclonais a ser utilizado. Para este procedimento, utilizou-se como
diluente, a solucdo isotdnica isenta de azida®, na proporcdo de 1:1 e a seguir,
procedia-se a recontagem de leucdOcitos em camara de Newbauer, segundo a
técnica descrita por Jain (1986).

3.8.3 Marcacdo dos linfocitos do sangue periférico canino com

anticorpos monoclonais e preparagéo das amostras

Para cada amostra de sangue total ou diluido, um tubo foi identificado
para analises conjuntas das subpopulacfes (dupla-marcacdo) T CD4+ e CD8+ e
outro tubo para os controles negativos. Nos tubos controles foram pipetados 100 uL
de sangue total, 10 uL de rat IgG2a negative control conjugado com FITC e 10 ulL de
rat IgG1 isotype control conjugado com RPE. Nos tubos testes foram pipetados 100
uL de sangue total, 10 uL de rat anti-canine CD4+ conjugado com FITC e 10 uL de
rat anti-canine CD8+ conjugado com RPE. Os tubos com as amostras foram
homogeneizados e incubados em temperatura ambiente por 10 minutos no escuro.

A seguir, cada amostra foi processada no preparador automatico de amostras®* que

! Contador eletrénico de células® - Celm - Modelo CC 510.
% Corante Pandético para Hematologia — Laborclin.

% Produtos para Laboratérios — Laborlab.

* Aparelho Coulter Q-Prep® - Beckman Coulter.



26

possui um sistema composto por uma unidade de preparacdo da amostra
(misturador a 35 ciclos/segundos, sistema de distribuicdo dos reagentes e relégio
eletrdnico) e uma unidade quimica que trabalha com os reagentes’ A, B e C que
respectivamente, proporcionam a lise eritrocitaria, estabiliza o pH da amostra e fixa
as células com paraformaldeido a 1%. Na Figura 7 estdo ilustrados os

procedimentos acima descritos.

3.8.4 Analise em citometro de fluxo das subpopulacdes linfocitarias

do sangue periférico canino marcadas com anticorpos fluorescentes

As amostras foram levadas ao aparelho citdmetro de fluxo? (Figura 8).
Este aparelho disp6e de um sistema que gera um fluxo laminar de células, de forma
que as células em suspensdo marcadas com os anticorpos fluorescentes, passam
uma a uma frente a um feixe de raios laser que causa excitacdo e consequente
emissdo de ondas luminosas de diferentes comprimentos. Estas ondas luminosas
sofrerdo desvios de acordo com as caracteristicas das células, e serdo captadas por
detectores ultra-sensiveis, denominados fotomultiplicadores (FMT), situados
diretamente a frente do emissor de raios laser ou a 90° deste. Os sinais captados
pelo detector diretamente a frente do feixe luminoso chamado de Forward Scatter
(FSC) refletem o tamanho celular, enquanto que os gerados pelo detector a 90°
chamados de Side Scatter (SSC) refletem a granularidade (ou complexidade)
citoplasmatica da célula.

As duas medidas celulares foram representadas em um histograma (ou
grafico de pontos), estando na ordenada, registrado o FSC, e na abscissa, 0 SSC.
Finalmente, todos esses sinais eletronicos dos detectores sdo retransmitidos para
um microcomputador, que registra os resultados. Os valores limites de fluorescéncia
gue definem a positividade, como também o gating, que é a regido demarcada no
histograma, correspondente a populagédo celular a ser analisada, sdo estabelecidos
primeiramente para cada amostra na analise do controle negativo. Os valores
obtidos dos linfocitos T CD4+ e CD8+ foram expressos em porcentagens (Dean et
al., 1991; Wheeless, 1991).

! Imunoprep Reagent for Multi® - Beckman Coulter.
2 FACSCalibur - Becton Dickinson.
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Figura 7- Amostras de sangue e material utilizado para o procedimento de marcagao
dos linfécitos com anticorpos monoclonais, frascos dos monoclonais, pipetas e
pipetadores de 100 e 10 uL (A). Aparelho Q-prep com os trés frascos contendo as
solucdes utilizadas (B).

Figura 8- Citbmetro de fluxo pertencente ao Laboratério da FMB, UNESP, Campus
de Botucatu com as amostras de sangue preparadas para analise.
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3.9 Andlise estatistica

No experimento foram utilizados trés grupos com 10 animais em cada,
avaliados em sete momentos. Foram calculados a média (x) e o desvio padrdo (s)
de cada varidvel nos momentos avaliados. Os valores foram apresentados em
tabelas (perfis dos grupos no conjunto dos sete momentos) e figuras. Para cada
variavel foi empregado a Analise de Perfil (Morrison, 1990), com os testes das

hipéteses descritas a seguir:

1. interagdo entre grupos e momentos: esta hipotese verificou a similaridade
(auséncia de interacdo) ou nao similaridade (presenca de interacdo) entre os perfis

médios de cada grupo;

2. diferenca entre grupos no conjunto dos momentos: esta hipétese so teve
sentido no caso de auséncia de interacdo em (1) e verificou se os perfis, além de
similares, sdo iguais ou em niveis diferentes;

3. diferenca entre momentos no conjunto dos grupos: esta hipétese, também,
s6 foi utilizada no caso de auséncia de interacédo e verificou efeito de momento, no
conjunto dos trés grupos;

4. diferenca entre grupos em cada momento;

5. diferenca entre momentos em cada grupo.

As estatisticas F calculadas foram consideradas significativas quando p

< 0,05. Quando 0,05 < p < 0,10 foi referida tendéncia a significancia.
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4 RESULTADOS
4.1 Manejo pré e pos-natal

A manutencdo das cadelas gestantes, em jaulas individuais no canil-
maternidade proporcionou tranquilidade as gestantes. Muito importante foram os
passeios realizados ao ar livre com as cadelas, fato que além de exercitar o animal,
mantém uma relagédo de amizade e confianga.

A realizacdo de hemograma, urindlise, parasitologico de fezes na
primeira semana de chegada das gestantes, e aproximadamente a 15 dias da data
prevista ao parto demonstrou que as cadelas, embora provenientes do Biotério,
apresentavam-se higidas.

Os exames sorolégicos de toxoplasmose, leptospirose e brucelose

realizados nesta fase, apresentaram resultados negativos.
4.2 Evolucéo dos pesos dos animais

O acompanhamento dos neonatos quanto ao ganho de peso, do
terceiro ao décimo dia do nascimento, e apds, semanalmente até 31 dias de vida,
mostrou que os tratamentos nao tiveram influéncia no crescimento dos filhotes. Foi
constatado que durante o periodo experimental, o comportamento foi muito
semelhante nos trés grupos, sendo os ganhos de pesos equivalentes, tanto na fase
de amamentacdo, como apds o inicio da alimentacdo pastosa que ocorreu no 21°
dia do nascimento (Figura 9).

A partir da primeira pesagem ()_( dos 3 grupos = 334 g) até a ultima

realizada aos 31 dias de vida (X dos 3 grupos = 1,267 g), o ganho de peso global

foi préximo dos 379%.



30

1600

1400 H

v

’@ ®
: o /
© J
(=2} -
& 800 e —m—GC
o
§ i "/ oc
600 — ,/. GP
N
< /=/ @
/3/0/.

400 —

200 fb———m——7—-"—F—"+—TF—"—F"—"7"T"—F"—T—"—T——T—

Dias de vida

Figura 9- Pesos médios obtidos nos dias 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 17, 24 e 31 dias de
vida, em animais nao tratados (Grupo Controle - GC), 10 tratados, vo, 1 x dia, com
20 mg de luteina (Grupo Luteina - GL) e 10 com administracdo de uma dose
semanal de Parapoxvirus, sc (Grupo Parapoxvirus - GP). Os valores
correspondentes ao terceiro dia representam os controles de cada grupo.

4.3 Comportamento dos leucécitos e linfocitos totais

Na Tabela 1 estdo mostrados as médias ()_() e os desvios padrdes (x
s) dos leucdcitos totais nas amostras de sangue periférico de neonatos de trés a 45
dias de vida submetidos ou ndo as terapias imunomodulatérias. No Anexo 2 esta
resumido a analise estatistica (perfil dos leucdcitos totais). Verificou-se interacao
significativa entre os trés grupos e os sete momentos, ou seja, perfis ndo similares,
fato que demonstrou a ocorréncia de diferencas entre grupos no conjunto dos
momentos, bem como, entre momentos no conjunto dos grupos.

Na andlise entre grupos em cada momento, constatou-se que néao
houve diferencas significativas entre os grupos em qualquer dos momentos testados.

Com relacdo a andlise entre momentos em cada grupo foram

constatadas diferencas significativas (p<0,05). No GC, os M 1 e M 3 foram iguais
()_(: 8.785) e, menoresque os M4 e M7 (X: 11.601) que foram iguais. Ressalta-se
que o M 7 ()_(: 11.639), foi significativamente maior que o M 1 (X: 8.740). Para o
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GL, os M 1 e M 6 foram iguais e inferiores ()_(: 8.315) aors M 2, M5 e M 7 que
apresentaram comportamentos iguais ()_(: 12.321). Da mesma forma que ocorreu

no GC o M 7 mostrou diferenca significativa e maior em relagcédo ao M 1 ()_(: 12.093
e 8.390, respectivamente). Ja o grupo GP, apresentou comportamento diferente dos
grupos anteriores, onde os M 1, M 3, M 4, M 6 e M 7 mostraram-se iguais ()_(:
9.989) e menores apenas que o M 2 ( X = 13.164). Neste grupo nao ficou
evidenciada diferenca significativa entre o M 7 (Y: 10.833) eo M 1 ()_(: 9.130). Na

Figura 10 esta representada a evolucdo das médias dos leucdcitos totais nos 3

grupos e respectivos momentos.

Na Tabela 2 estdo mostrados as X e os s dos linfocitos totais, cuja
analise estatistica (perfil dos linfécitos totais) esta resumida no Anexo 3. Verificou-se
auséncia de interacao significativa entre os 3 grupos e 0os 7 momentos, ou seja,
perfis similares. A analise da hip6tese de diferenca entre grupos no conjunto dos

momentos nao foi constatada, demonstrando perfis iguais. Na analise de diferenca
entre momentos no conjunto dos grupos foi verificado que o M 1 foi iguala M 3 (Y:

2.304 e 2.769, respectivamente) e menores que M2, M4 e M5 ()_(: 3.535, 3.576 e
3.646, respectivamente). De forma semelhante ao ocorrido na contagem de
leucdcitos totais, ndo foi demonstrada diferenca na analise entre grupos em cada
momento.

Na andlise entre momentos em cada grupo, foi constatada diferenca
significativa (p<0,05). Assim, no GC, os M 1 e M 3 foram iguais ()_(: 2.486) e
menores que os M 2, M4 e M 5 (X= 3.617), que foram também iguais. O M 7 (X=
3.194) ndo mostrou diferenca significativa do M 1 ()_(: 3.194). Quanto ao GL, os M
1, M 3 e M 6 foram iguais e inferiores ()_(: 2.517) aos M 2, M 4 e M 5 que
apresentaram comportamento igual (X: 3.538), sem entretanto, mostrar diferenca
significativa entre M 7 (¥= 3.102) e M 1 (X= 2.182). No GP apenas o M 1 ()_(:
2.391) mostrou-se inferior a igualdade entre M2, M4 e M 5 ()_(: 3.607). Nao ocorreu

diferenca entre M 1 e M 7 (X= 2.391 e 2.908, respectivamente). A evolucdo das X
dos linfcitos totais nos 3 grupos e respectivos momentos estd apresentada na

Figura 11.
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Com relacdo a analise dos linfocitos totais, diferencas estatisticamente
significativas (p<0,05) podem ser observadas entre alguns momentos nos trés
grupos, comparadas ao M 1. No M 2 dos 3 grupos, houve um aumento significativo,
engquanto que no M 3 ocorreu uma queda acentuada, principalmente no GC e no GL.
No M 4 ocorreu uma elevacéo dos linfécitos nos grupos e continuidade desta no M 5
apenas para os GL e GP, com retorno aos niveis basais no M 6 e M 7, embora com

tendéncia a superioridade.
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Tabela 1- Médias e desvios padrdes (+) dos leucdcitos totais (uL) do sangue periférico, de cdes neonatos aos 3, 10, 17, 24, 31,
38 e 45 dias de vida, correspondendo respectivamente aos momentos M1 a M7, em 10 animais nao tratados (Grupo Controle -
GC), 10 tratados, vo, 1 x dia, com 20 mg de luteina (Grupo Luteina - GL) e 10 com administracdo de uma dose semanal de
Parapoxvirus, sc (Grupo Parapoxvirus - GP). Os valores correspondentes ao momento 1 representam os controles de cada
grupo e a partir do momento 6 nenhuma droga foi mais utilizada

Momentos
M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 Médias
dos
Grupos Grupos
GC 8.740 10.170 8.831 11.563 10.058 9.815 11.639 10.116
+ 1812 b* +2.442 ab +2.014 b +2.640 a +2.392 ab +2.156 ab + 3574 a
GL 8.390 12.427 9.443 10.052 12.444 8.241 12.093 10.441
+1520b +4.108 a +2.261 ab + 3.083 ab + 3.888 a +1.205b + 2964 a
GP 9.130 13.164 9.897 10.434 11.181 9.655 10.833 10.614
+1.823b + 3.089 a +2572b +1.499Db +3.314 ab +3.223Db +2.121b
Médias
dos 8.753 11.920 9.391 10.683 11.228 9.237 11.522
Momentos

* Letras diferentes na mesma linha indicam diferencas significativas (p<0,05) entre momentos dentro de cada grupo.
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Figura 10- Evolucédo das médias dos leucdcitos totais (uL) do sangue periférico, de
cdes neonatos aos 3, 10, 17, 24, 31, 38 e 45 dias de vida, correspondendo
respectivamente aos momentos M1 a M7, em 10 animais ndo tratados (Grupo
Controle - GC), 10 tratados, vo, 1 x dia, com 20 mg de luteina (Grupo Luteina - GL) e
10 com administracdo de uma dose semanal de Parapoxvirus, sc (Grupo
Parapoxvirus - GP). Os valores correspondentes ao momento 1 representam 0s
controles de cada grupo e a partir do momento 6 nenhuma droga foi mais utilizada.



Tabela 2- Médias e desvios padrdes () dos linfocitos totais (uL) do sangue periférico, de cdes neonatos aos 3, 10, 17, 24, 31, 38
e 45 dias de vida, correspondendo respectivamente aos momentos M1 a M7, em 10 animais néo tratados (Grupo Controle - GC),
10 tratados, vo, 1 x dia, com 20 mg de luteina (Grupo Luteina - GL) e 10 com administracdo de uma dose semanal de
Parapoxvirus, sc (Grupo Parapoxvirus - GP). Os valores correspondentes ao momento 1 representam os controles de cada
grupo e a partir do momento 6 nenhuma droga foi mais utilizada

Momentos
M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 Médias
Grupos dos
b Grupos
GC 2.340 3.449 2.632 3.957 3.447 3.178 3.194 3.171
+ 740 b* +942 a +992 b +1.526 a +1.293 a + 884 ab +1.197 ab
GL 2.182 3.660 2.672 3.369 3.565 2.697 3.102 3.035
+733 b +589 a +712 b +1.187 a +1.090 a +797 b +1.051 ab
GP 2.391 3.496 3.003 3.400 3.925 2.826 2.908 3.136
+824 Db + 657 a +1.131 ab +904 a +1.595 a +923 ab + 963 ab
Médias dos
Momentos 2.304 b 3.535a 2.769 b 3.576 a 3.646 a 2.900 ab 3068 ab

* Letras diferentes na mesma linha indicam diferengas significativas (p<0,05) entre momentos dentro de cada grupo.
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Figura 11- Evolucdo das médias dos linfocitos totais (uL) do sangue periférico, de
cdes neonatos aos 3, 10, 17, 24, 31, 38 e 45 dias de vida, correspondendo
respectivamente aos momentos M1 a M7, em 10 animais ndo tratados (Grupo
Controle - GC), 10 tratados, vo, 1 x dia, com 20 mg de luteina (Grupo Luteina - GL) e
10 com administracdo de uma dose semanal de Parapoxvirus, sc (Grupo
Parapoxvirus - GP). Os valores correspondentes ao momento 1 representam 0s
controles de cada grupo e a partir do momento 6 nenhuma droga foi mais utilizada.
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4.4 Comportamento dos LT CD4+ e CD8+ e evolucgéo da relagédo CD4+ e
CD8+ (CD4+:CD8+) do sangue periférico

Nas Tabelas 3, 4 e 5 estdo mostradas as X e os + s dos percentuais
das subpopulagbes de LT CD4+, LT CD8+ e a relagio CD4+:CD8+,
respectivamente, das amostras de sangue periférico de neonatos de trés a 45 dias
de vida submetidos ou ndo as terapias imunomodulatorias. Nos Anexos 4, 5 e 6
estdo resumidos as analises estatisticas, correspondentes ao perfil dos percentuais
respectivos das subpopulacdes de LT CD4+, LT CD8+ e da CD4+:CD8+.

Na interacdo entre 0s grupos e momentos, verificou-se significancia
(p<0,05), ou seja, perfis ndo similares, fato que demonstrou a ocorréncia de
diferencas entre grupos no conjunto dos momentos, bem como, entre momentos no
conjunto dos grupos.

Na analise entre grupos em cada momento para ambas subpopulacdes
de LT CD4+ e CD8+, ndo houve diferencas significativas.

As analises entre os momentos em cada grupo, para LT CDA4+,
demonstraram diferencas significativas (p<0,05). Assim, no GC, o M 1 ()_( = 24,9%)
foi menor do que os M 2, M 4 e M 5 que foram iguais ()_( = 35,5%). Parao GL, oM 1
()_( = 20,6%) foi também menor do que os momentos M2, M3, M4, M5, M6e M7
que foram iguais ()_( = 30,5%). No grupo GP, o M 1 ()_( = 26,4%) foi menor que a a

média dos M 2, M 4, M 5 e M 7 que também foram iguais (X = 33,7%).

Com relacédo aos LT CD8+, também ocorreram diferencas significativas.
No GC,o M 1 (X = 2,7%) foi menor do que as médias de M 2 e M 5 que foram
iguais (X = 7,7%) e menores que M 3 e M 4 (X = 12,4%). Para os GL e GP, os M 1

apresentaram X = 3,6% e 2,7%, respectivamente, ambas menores que os demais

momentos, que foram iguais e apresentaram X =10,1% e 10,0% nesta ordem.

Na andlise da relagdo CD4:CD8 entre momentos em cada grupo foram
constatadas diferengas significativas (p<0,05). No GC, o M 1 ()_( = 10) foi maior que
osM 3, M4, M6 eM7 que apresentaram médias iguais ()_( =3,5).Parao GL, oM

1 e M 2 foram iguais (X = 6,5) e maior que M 7 (X = 3) que foi iguais aos demais
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momentos. No GP, o M 1 ()_( = 11) foi maior do que M 2 (X = 6) e ambos foram

maiores que 0s demais momentos, que foram iguais ()_( =3,4).

Os valores de CD4+ e CD8+ foram expressos em porcentagens de
células positivas marcadas em histograma, como pode ser observado nas Figuras
12, 13 e 14, provenientes dos filhotes de numero 6 do GC, de numero 1 do GL e de
namero 6 do GP, respectivamente. Assim, visando a comparacdo dos percentuais
obtidos no citbmetro, com os valores absolutos calculados a partir do numero total

de linfécitos, na Tabela 6 estio mostradas as X e os + s dos valores absolutos das
subpopulacdes de LT CD4+ e T CD8+ (uL), o que permitiu avaliar a relagcéo
CD4+:CD8+ em numeros absolutos para comparacdo com a relacdo CD4+:CD8+
em valores percentuais (Tabela 7).

O desenvolvimento pdés-natal das subpopulagdes linfocitarias CD4+ e
CD8+, no terceiro dia de vida (M 1) dos trés grupos, foi analisado levando-se em
consideracdo os 30 animais, pois, além de ndo evidenciar diferenca estatistica,
neste periodo ainda ndo havia sido administrado a luteina e Parapoxvirus nos
grupos GL e GP, respectivamente.

Nas analises dos momentos seguintes em cada grupo, a partir do M 2,
a populacdo de LT CD4+, demonstrou um processo de elevagao, estatisticamente
significativa (p<0,05), quando comparada ao M 1, mantendo-se sempre acima até o
M 7, como demonstrado na média dos momentos na Tabela 3, com uma breve
tendéncia de declinio apenas no M 5, voltando a subir no momento seguinte. Quanto
ao LT CD8+, a elevacao foi também estatisticamente significativa (p<0,05), em
relacdo ao M 1, contudo caracterizada por oscilacées nas médias dos momentos de
3 pontos percentuais (Tabela 4). Na Figura 15, esta representada a evolucdo das
médias dos percentuais das subpopulacdes de LT CD4+ e CD8+ e na Figura 16

suas respectivas relacoes.
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Tabela 3- Médias e desvios padrdes () dos percentuais das subpopulacfes de linfécitos T CD4+, do sangue periférico,
marcados com anticorpos monoclonais rat anti-canine CD4+ conjugado ao isotiocianato de fluoresceina e rat anti-canine CD8+
conjugados a ficoeritrina e analisados no citbmetro de fluxo, de caes neonatos aos 3, 10, 17, 24, 31, 38 e 45 dias de vida,
correspondendo respectivamente aos momentos M1 a M7, em 10 animais nao tratados (Grupo Controle- GC), 10 tratados, vo, 1
x dia, com 20 mg de luteina (Grupo Luteina- GL) e 10 com administracdo de uma dose semanal de Parapoxvirus, sc (Grupo
Parapoxvirus- GP). Os valores correspondentes ao momento 1 representam os controles de cada grupo e a partir do momento 6
nenhuma droga foi mais utilizada

Momentos
M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 Médias
Grupos dos
b Grupos
GC 249+16,8b 36,8+8,4a 35,1+10,4 ab 355+59a 34,2+19,4a 335+99ab 30,2+9,7ab 33
GL 206+£8,4b 31,1 +10,6 a 332+143a 30,3+15,2a 25,9+10,6 a 326+109a 30,3x99a 29
GP 264+10,2b 35,0+11,2a 30,7 £11,7 ab 32,6 +85a 30,0+6,6a 28,3+9,1ab 374+93a 31
Médias dos 24 34 33 33 30 31 33
Momentos

* Letras diferentes na mesma linha indicam diferengas significativas (p<0,05) entre momentos dentro de cada grupo.
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Tabela 4- Médias e desvios padrdes () dos percentuais das subpopulacbes de linfécitos T CD8+, do sangue periférico,
marcados com anticorpos monoclonais rat anti-canine CD4+ conjugado ao isotiocianato de fluoresceina (FITC) e rat anti-canine
CD8+ conjugados a ficoeritrina (PE) e analisados no citbmetro de fluxo, de cdes neonatos aos 3, 10, 17, 24, 31, 38 e 45 dias de
vida, correspondendo respectivamente aos momentos M1 a M7, em 10 animais néo tratados (Grupo Controle- GC), 10 tratados,
vo, 1 x dia, com 20 mg de luteina (Grupo Luteina- GL) e 10 com administracdo de uma dose semanal de Parapoxvirus, sc
(Grupo Parapoxvirus- GP). Os valores correspondentes ao momento 1 representam os controles de cada grupo e a partir do
momento 6 nenhuma droga foi mais utilizada

Momentos
M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 Médias
Grupos dos
b Grupos
GC 27+x14c 82+3,7b 121+36a 128z*4,7a 72+41b 10,7+52ab 10,5+3,0ab 9
GL 36+18b 7,7+t48a 10,1+26a 8,8+30a 95+55a 128+74a 12,1+6,2a 9
GP 27+140b 68+2,3a 106+49a 116*+38a 86+49a 10,7+t44a 114+29a 9
Médias dos 3 8 11 11 8 8 11
Momentos

* Letras diferentes na mesma linha indicam diferencas significativas (p<0,05) entre momentos dentro de cada grupo.
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Tabela 5- Médias e desvios padrbes () das relacbes das subpopulacdes de linfocitos T CD4+:CD8+, do sangue periférico,
marcados com anticorpos monoclonais rat anti-canine CD4+ conjugado ao isotiocianato de fluoresceina (FITC) e rat anti-canine
CD8+ conjugados a ficoeritrina (PE) e analisados no citbmetro de fluxo, de cades neonatos aos 3, 10, 17, 24, 31, 38 e 45 dias de
vida, correspondendo respectivamente aos momentos M1 a M7, em 10 animais néo tratados (Grupo Controle- GC), 10 tratados,
vo, 1 x dia, com 20 mg de luteina (Grupo Luteina- GL) e 10 com administracdo de uma dose semanal de Parapoxvirus, sc
(Grupo Parapoxvirus- GP). Os valores correspondentes ao momento 1 representam os controles de cada grupo e a partir do
momento 6 nenhuma droga foi mais utilizada. Os valores médios foram calculados utilizando-se as médias das relacbes
CD4+:CD8+ de cada animal no respectivo grupo

Momentos
M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 Médias

Grupos dos

b Grupos
GC 10+5a 5+3ab 3+1b 3+1b 5+5ab 4+2Db 3+1b 5
GL 7+3a 6+4a 4+2ab 4+1ab 4+3ab 4+3ab 3+1b 5
GP 11+10a 6x2b 3+x2c 3+x2c 5+2c 3+x2c 3x1c 5

Médias dos

Momentos 9 6 3 3 4 3 3

* Letras diferentes na mesma linha indicam diferengas significativas (p<0,05) entre momentos dentro de cada grupo.



42

& 6C.005
=
=
% CAO 6C
o
L==4
531
L
5] A
HhS ]
o T
(=]
=
o™
L  BRBTE I, S R T A RI3 = e TN S W
0 200 400 600 200 1000
FSC-Height
- 6C.005
23
3 Sample ID: 6C
L _ Tube: controle 1gG1
w L) Acquisition Date: 03-Jul-02
Cxifa Gate: G3
%ﬂni B Gated Events: 658
- 2
9 Quad Events % Gated % Total
el UL 1 015 001
2 _ : UR 0 0.00 0.00
8 ﬁ LL 657 9985 657
=) ey =P e LR 0 000 000
W 10! 10° 100 10*
Mouse IgG1 FITC
- 6C.006
21
] Sample ID: 6C
o 1 Tube: CD4/CD8
=i Acquisition Date: 03-Jul-02
o Gate: G3
By : c Gated Events: 465
w 2 o
® 2
< Quad Events % Gated % Total
= UL 31 B6.67 0.31
b T ‘ UR 1 022 0.01
A : - LL 320 68.82 3.20
Dcr i r R LR 113 24.30 1.13
10° 10! 102 w0 10t

CDAFITC

Figura 12- Analise por citometria de fluxo do sangue periférico do neonato canino
de namero 6 do GC. Histograma de FSC x SSC para delimitar as populagdes
leucocitarias e gating em regido de linfocitos (A). Divisdo do histograma em
quatro quadrantes (UL: upper left; superior esquerdo; UR: upper right; superior
direito; LL: lower left, inferior esquerdo e LR: lower right, inferior direito) e regiéo
marcada de negatividade (LL) (B). Histograma de parametros de linfécitos
marcados com dois anticorpos monoclonais expressos nos quadrantes superior
esquerdo (UL) e inferior direito (LR) correspondendo respectivamente, aos
linfocitos T CD8+ e CD4+ (C).
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Figura 13- Andlise por citometria de fluxo do sangue periférico do neonato canino
de numero 1 do GL. Histograma de FSC x SSC para delimitar as populacdes
leucocitarias e gating em regido de linfécitos (A). Divisdo do histograma em
guatro quadrantes (UL: upper left; superior esquerdo; UR: upper right; superior
direito; LL: lower left, inferior esquerdo e LR: lower right, inferior direito) e regiao
marcada de negatividade (LL) (B). Histograma de parametros de linfécitos
marcados com dois anticorpos monoclonais expressos nos quadrantes superior
esquerdo (UL) e inferior direito (LR) correspondendo respectivamente, aos

linfécitos T CD8+ e CD4+ (C).
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Figura 14- Andlise por citometria de fluxo do sangue periférico do neonato canino
de numero 6 do GP. Histograma de FSC x SSC para delimitar as populacdes
leucocitarias e gating em regido de linfécitos (A). Divisdo do histograma em
quatro quadrantes (UL: upper left; superior esquerdo; UR: upper right; superior
direito; LL: lower left, inferior esquerdo e LR: lower right, inferior direito) e regido
marcada de negatividade (LL) (B). Histograma de parametros de linfécitos
marcados com dois anticorpos monoclonais expressos nos quadrantes superior
esquerdo (UL) e inferior direito (LR) correspondendo respectivamente, aos

linfécitos T CD8+ e CD4+ (C).
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Figura 15- Evolucdo das médias dos percentuais das subpopulagbes de linfocitos T
CD4+ e CD8+, do sangue periférico, marcados com anticorpos monoclonais rat anti-
canine CD4+ conjugado ao isotiocianato de fluoresceina (FITC) e rat anti-canine
CD8+ conjugados a ficoeritrina (PE) e analisados no citbmetro de fluxo, de cées
neonatos aos 3, 10, 17, 24, 31, 38 e 45 dias de vida, correspondendo
respectivamente aos momentos 1 a 7, em 10 animais né&o tratados (Grupo Controle-
GC), 10 tratados, vo, 1 x dia, com 20 mg de luteina (Grupo Luteina- GL) e 10 com
administracdo de uma dose semanal de Parapoxvirus, sc (Grupo Parapoxvirus- GP).
Os valores correspondentes ao momento 1 representam os controles de cada grupo
e a partir do momento 6 nenhuma droga foi mais utilizada.
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Figura 16- Relacdes das subpopulacdes de linfocitos T CD4+ e CD8+, do sangue
periférico, marcados com anticorpos monoclonais rat anti-canine CD4+ conjugado ao
isotiocianato de fluoresceina (FITC) e rat anti-canine CD8+ conjugados a ficoeritrina
(PE) e analisados no citometro de fluxo, de cdes neonatos aos 3, 10, 17, 24, 31, 38
e 45 dias de vida, correspondendo respectivamente aos momentos M1 a M7, em 10
animais nédo tratados (Grupo Controle- GC), 10 tratados, vo, 1 x dia, com 20 mg de
luteina (Grupo Luteina- GL) e 10 com administracdo de uma dose semanal de
Parapoxvirus, sc (Grupo Parapoxvirus- GP). Os valores correspondentes ao
momento 1 representam os controles de cada grupo e a partir do momento 6
nenhuma droga foi mais utilizada. Os valores médios foram calculados utilizando-se
as médias das relacdes CD4+:CD8+ de cada animal no respectivo grupo.



Tabela 6- Médias e desvios padrées (x) das subpopulacdes de linfocitos T (LT) CD4+ (células/uL) e T CD8+ (células/uL) do
sangue periférico, marcados com anticorpos monoclonais rat anti-canine CD4+ conjugado ao isotiocianato de fluoresceina (FITC)
e rat anti-canine CD8+ conjugados a ficoeritrina (PE) e analisados no citdmetro de fluxo, de cdes neonatos aos 3, 10, 17, 24, 31,
38 e 45 dias de vida, correspondendo respectivamente aos momentos M1 a M7, em 10 animais nao tratados (Grupo Controle-
GC), 10 tratados, vo, 1 x dia, com 20 mg de luteina (Grupo Luteina- GL) e 10 com administracdo de uma dose semanal de
Parapoxvirus, sc (Grupo Parapoxvirus- GP). Os valores correspondentes ao momento 1 representam os controles de cada grupo
e a partir do momento 6 nenhuma droga foi mais utilizada. Os valores foram calculados utilizando-se o numero total de linfocitos

e 0s percentuais obtidos na citometria de fluxo

Grupos Momentos
M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7
LT
CD4+ 565 + 426 1267 + 413 915 + 407 1375 + 544 1207 + 912 1075 + 485 996 + 530
e CD8+ 58 +31 285 + 140 315+ 129 516 + 320 246 + 144 330+ 191 348 + 179
CD4+ 441 + 221 1039 + 285 922 + 569 904 + 287 929 + 429 854 + 288 910 + 393
ot CD8+ 75+41 275 + 169 266 + 88 282 + 105 356 + 316 349 + 214 380 + 272
CD4+ 565 + 349 1180 + 353 852 + 276 1080 + 343 1110 + 255 785 + 346 1052 + 337
°F CD8+ 59 + 26 239 + 102 326 + 194 388 + 149 340 + 202 317 + 210 334 + 156
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Tabela 7- Comparacdo das médias e desvios padrées (x) das relacdes das subpopulacdes de linfécitos T CD4+:CD8+, do
sangue periférico, marcados com anticorpos monoclonais rat anti-canine CD4+ conjugado ao isotiocianato de fluoresceina (FITC)
e rat anti-canine CD8+ conjugados a ficoeritrina (PE) e analisados no citbmetro de fluxo, de cdes neonatos aos 3, 10, 17, 24, 31,
38 e 45 dias de vida, correspondendo respectivamente aos momentos M1 a M7, em 10 animais nao tratados (Grupo Controle-
GC), 10 tratados, vo, 1 x dia, com 20 mg de luteina (Grupo Luteina- GL) e 10 com administracdo de uma dose semanal de
Parapoxvirus, sc (Grupo Parapoxvirus- GP). Os valores correspondentes ao momento 1 representam os controles de cada
grupo e a partir do momento 6 nenhuma droga foi mais utilizada

Grupos Momentos
M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7
CD4+:CD8+
1 10+5 5+3 3x1 31 55 4+2 3x1
GC
2 10+5 52 3x1 31 727 4+2 3x1
1 7+3 64 4+2 4+1 4+3 4+3 3x1
GL
2 7+3 64 4+2 4+1 4+3 33 3x1
1 11+10 6+2 32 32 52 32 3x1
GP
2 12+10 6+2 32 32 4+3 31 3+1

1 Calculados utilizando-se as médias das relacdes CD4+:CD8+ de cada animal no respectivo grupo;
2 Calculados utilizando-se o numero total de linfocitos (células/pL) a partir dos percentuais obtidos na citometria de fluxo.



5 DISCUSSAO

5.1 Manejo pré e pos-natal

O acompanhamento gestacional € um procedimento de extrema
importancia tanto para a gestante como para os desenvolvimentos embrionario e
fetal (Hoskins, 2001a). As avaliagbes clinicas semanais, principalmente das
condicgbes fisicas das cadelas bem como o desenvolvimento pds-natal dos filhotes
durante o experimento, serviram como subsidios para confirmar que o uso de uma
alimentacdo balanceada e ricamente protéica procedente de racdo comercial, de
boa qualidade, suplementou de modo satisfatério as necessidades nessa fase.

Um manejo criterioso em relacao a profilaxia de doencas e higiene do
ambiente, enriquecido com muita dedicagéo e carinho aos animais, teve um aspecto
altamente positivo. Como resultado péde-se observar que tanto as gestantes como
os filhotes apresentaram boas condi¢cfes fisicas, as parturientes demonstraram
instinto materno elogiavel e tanto elas como os filhotes, durante todo o experimento,
tiveram um comportamento ativo e de grande sociabilidade, o que facilitou
sobremaneira as manipulacdes de que se fizeram necesséarias. Os exames
laboratoriais do hemograma e da urinalise também forneceram indicativos de que as
gestantes apresentavam-se em boas condi¢des de saude.

Por se tratar de cadelas adquiridas do Biotério Central da UNESP,
Campus de Botucatu no terco inicial de prenhez, foi importante a realizacdo dos
exames sorolégicos para toxoplasmose, leptospirose e brucelose, cujos resultados
negativos, mostraram que esses animais, mesmo sendo de Biotério, ndo tiveram
contato com esses agentes patoldgicos.

Na administracdo do vermifugo para as gestantes, o esquema utilizado
em dose Unica, aos 30 e 55 dias de gestacao, e no 21° dia apds o parto, juntamente
com a primeira dose nos neonatos, levou em consideracéo o fato de que as fémeas
apresentavam-se no primeiro terco de gestacdo, e nas principais helmintoses, que
afetam as cadelas suscetiveis, as larvas ao atingirem os pulmdes podem migrar para
0s musculos esqueléticos, onde permanecerao latentes. Na prenhez, durante as trés
dltimas semanas, essas larvas ao serem reativadas, migram dos tecidos da cadela
para os fetos, ocasionando a transmisséo placentaria. Ap0s o parto, as migracdes

destas larvas persistem, e ao atingirem a glandula mamaria, podem,
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conseqguentemente ser transmitidas aos filhotes pelo leite, por um periodo
aproximado de trés semanas apdés o parto (Germano & Ogassawara, 1986; Urquhart
et al., 1998).

A administracdo da vacina O6ctupla no 45° dia de gestagcdo visou
proporcionar aos neonatos uma oferta maior de anticorpos colostrais contra as
principais viroses que poderiam afetd-los na fase neonatal, uma vez que a
guantidade dos anticorpos presentes no colostro € proporcional aos anticorpos
séricos maternos (Chappuis, 1998). Como as cadelas eram provenientes do Biotério,
fez-se a opcédo de vacina-las ao final da gestacdo no sentido de proporcionar uma
maior oferta de anticorpos aos neonatos.

A preparacdo de um ambiente favoravel especifico para abrigar as
parturientes, como o canil-maternidade, foi um dos cuidados iniciais, que deve ser
providenciado para a gestante neste periodo. A familiarizagcdo com o local do parto
foi um fator que, além de proporcionar confiangca a gestante, trouxe a conveniéncia
de eliminar o estresse que poderia ocorrer se mudancas ambientais sucessivas
fossem impostas nesta fase.

As dimensdes da caixa-maternidade foram escolhidas para confinar os
neonatos mais proximos da mae, impedindo a dispersdo indesejavel dos mesmos,
fato que poderia acarretar a falta de contato materno, levando a hipotermia neonatal,
com consequente, rejeicdo por parte da mée. Nesta situacdo, 0s neonatos tornar-se-
iam fracos em virtude da queda na alimentacdo, necessitando de intervencao
medicamentosa, 0 que seria indesejavel nesta pesquisa. Neste sentido, se as
dimensdes desta caixa ndo estivessem proporcionais ao porte da mae e o tamanho
da ninhada, poderiam também ter ocasionado pisoteio dos neonatos por parte da
mae, quando da necessidade de entrada e saida da caixa-maternidade.

Quanto ao desmame gradativo, iniciado a partir do 21° dia de idade
com a introducéo de uma dieta lactea, associada com farinaceos em forma de papa,
e aos 28 dias a alimentacdo com leite desnatado e racdo comercial para filhotes em
crescimento® proporcionou um periodo de adaptacdo importante, para o desmame
completo que foi realizado aos 35 dias de vida. Esta ac&o, portanto, repercutiu no
bom desenvolvimento corpéreo e comportamental dos filhotes. Esta transicdo do

leite materno para outros alimentos neste periodo de desmame, realizado de forma

! Pedigree® Janior — Waltham.
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gradual, fez parte de um manejo dietético adequado e, portanto, ndo foram
presenciados quaisquer sinais de distarbios digestivos.

As mudancgas subitas da alimentacdo durante a fase de desmame é
indesejavel, podendo levar a diarréia, e proporcionar elevada mortalidade nesta fase.
Além de que a época do desmame é considerada um periodo estressante para 0s
neonatos, podendo ocasionar uma baixa resisténcia, e maior susceptibilidade a
enfermidades. Dentre estas, a manifestacdo de uma parasitose intestinal. Portanto, a
administracdo da primeira dose de anti-helmintico aos neonatos nesta fase foi
aconselhavel (Barr et al., 1998), e visou eliminar uma provavel infestacdo de
Toxocara sp e Ancylostoma sp., que poderiam ter sido adquiridas pela vias
placentaria ou pela secre¢éo lactea (Germano & Ogassawara, 1986).

Todas as intervencbes realizadas nesta fase visaram, portanto, a
obtencdo de neonatos saudaveis como também proporcionar o bem-estar aos
mesmos. O conhecimento de que na fase neonatal a relacéo entre a imaturidade do
sistema imune e a maior susceptibilidade as enfermidades (Chappuis, 1998), poderia
acarretar em prejuizos no desenvolvimento da presente pesquisa, caso 0s cuidados

no manejo acima descritos nao fossem realizados.

5.2 Evolucao dos pesos dos animais

O peso corporal é um dos aspectos mais importante do exame fisico
dos animais jovens (Hoskins, 2001b). O desenvolvimento dos neonatos tendo como
base o ganho de peso relativo ao periodo do terceiro ao décimo dia do nascimento e
apos, semanalmente, até 31 dias de vida, mostrou-se adequado para esta fase.
Mesmo considerando a variabilidade de pesos obtidos dentro dos grupos, por se
tratarem de animais sem raca definida e de paternidade desconhecida, o ganho de
peso médio diario encontrou-se dentro da faixa dos padrdes gerais para filhotes
caninos que é de 1 a 2 g/dia (Hoskins, 2001a).

Na fase de amamentacdo, os animais alimentaram-se de forma
vigorosa e ativa em maes saudaveis e bem nutridas (Hoskins, 2001a), bem como na
fase de desmame o que pode ser demonstrado no ganho de peso médio de
40,87g/dia durante os 31 dias de acompanhamento (Figura 9). Deve ser considerado
que tais indices favoraveis foram obtidos a partir de uma alimentacdo adequada

para filhotes caninos, constituida de colostro e leite materno ad libitum até a terceira
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semana de vida e substituida gradualmente pelo leite de vaca esterilizado, farinha
de cereais e racdo balanceada, inicialmente pastosa e posteriormente soélida
(Hoskins, 2001a).

Os imunomoduladores néo influenciaram no ganho de peso dos
neonatos tratados, o mesmo fato foi verificado na pesquisas realizadas em gatos e
cées adultos suplementados com o carotendide luteina (Kim et al., 2000 a, b) e ndo
existe registro de tal efeito na literatura com o uso do Parapoxvirus. Desse modo, a
principal funcdo do acompanhamento do ganho de peso realizado no presente
experimento foi determinar se a alimentacéo lactea fornecida pela mée e a da fase

de transicao foi condizente com o desenvolvimento corpéreo neonatal.

5.3 Comportamento dos leucocitos e linfécitos totais

Analisando o comportamento dos leucdcitos totais dos grupos em cada
momento (Tabela 1 e Figura 10) constatou-se que nao houve diferenga significativa
entre os trés grupos em quaisquer dos momentos testados, indicando que o perfil
leucocitario ndo foi modificado independentemente dos tratamentos administrados.
Com relacdo a analise dos linfécitos totais (Tabela 2 e Figura 11), verificou-se a
auséncia de interacdo significativa entre os trés grupos e 0s sete momentos,
indicando, que os tratamentos também ndo proporcionaram mudang¢as nos numeros
de linfocitos totais.

No entanto, péde-se verificar a ocorréncia de oscila¢cdes dos leucdcitos
e linfocitos totais durante as avaliagbes semanais nos trés grupos, porém sempre
superiores aos niveis basais. Essas variacdes fisioldgicas podem refletir um sistema
imune imaturo o que concorda com os resultados apresentados por Eal et al. (1973);
Jain (1993) e Toman et al. (2002).

5.4 Aplicacdo da técnica de citometria de fluxo, comportamento dos LT
CD4+ e CD8+ e evolucédo da relacdo CD4+ e CD8+ (CD4+:CD8+) do

sangue periférico

Na preparacdo das amostras de sangue para a citometria de fluxo, o
emprego da lise do sangue total, segundo a recomendacédo das diretrizes da

National Institute of Allergy and Infectious Diseases (Paxton et al., 1989) empregada
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em gatos (Dean et al., 1991; Davidson et al., 1993; Sellon et al., 1996; Kim et al.,
2000 a) e em cées (Kim et al., 2000 b; Faldyna et al., 2001; Toman et al., 2002),
mostrou ser uma técnica muito simples, pratica e rapida. Além de nao ser necessario
o isolamento dos linfécitos pela técnica de diferenca de gradiente de densidade, o
que necessitaria de um volume bem maior de sangue, apenas 100 uL de sangue
total de cada amostra foi suficiente para a realizacdo da imunofenotipagem. Portanto,
a colheita semanal, de apenas 1 mL de sangue de cada neonato, propiciou, rapidez
e menor estresse aos animais.

Com relacdo ao comportamento de ambas populagcbes de LT, na
analise entre grupos em cada momento, a auséncia de diferencas significativas entre
0os GC, GL e GP em qualquer dos momentos testados, indica que independente dos
tratamentos administrados, 0s grupos apresentaram o mesmo perfil, o que reflete a
nao interferéncia dos imunomoduladores testados na quantificacdo de LT CD4+ e
CD8+ nos neonatos. Muito embora as pesquisas tenham demonstrado o efeito do
carotendide luteina no aumento da porcentagem de linfécitos que expressam os
marcadores CD4+ e CD8+ em gatos e cades suplementados (Kim et al., 2000 a e b),
estes animais pesquisados eram adultos e receberam o carotendide por 12
semanas. Estas pesquisas também demonstraram que os linfécitos dos animais
tratados por um tempo menor, ndo apresentaram uma resposta mitogénica in vitro
significativa, sugerindo que o tempo de terapia é importante para a luteina exercer
sua acédo moduladora (Kim et al., 2000 a e b). Como o objetivo da nossa pesquisa foi
avaliar o efeito modulador da luteina na fase neonatal durante cinco semanas, o
tempo de tratamento inferior ao das pesquisas acima citadas, poderia ter entao,
contribuido para que o carotendide Iluteina ndo proporcionasse seu efeito
imunomodulador como ficou demonstrado.

Quanto as pesquisas realizadas com o imunomodulador de origem
viral, sua acao na resposta imune inespecifica dirigida para macréfagos, neutrofilos e
células NK na espécie canina foi demonstrada (Mayr, 1978 apud Bayer; 1996,
Battner, 1993 e Mayr & Bduttner, 1984 apud Bayer, 1996). No entanto, gatos
naturalmente infectados com o virus da leucemia felina e tratados com este
imunomodulador, ndo foram demonstrados os aumentos quantitativos de LT CD4+,
CD8+ bem como na relacdo CD4+:CD8+ em comparacao aos animais controles
(Hartmann et al. 1998). Na nossa pesquisa, 0 grupo de neonatos tratado com o

indutor de paraimunidade também nado apresentou mudancas quantitativas das
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subpopulacdes linfocitarias, o que sugere que o Parapoxvirus ovis inativado néo
modulou as células participantes da resposta imune celular.

A falta de resposta a ambos imunomoduladores, testados nesta
pesquisa, poderia entdo sugerir, a imaturidade do sistema imune de neonatos de
zero a quatro semanas de idade que também ficou demonstrada na pesquisa sobre
a transformacao blastica dos LT ao mitdgeno fitohemaglutinina que se apresentou
significativamente reduzida, comparada aos filhotes de seis a 12 semanas de idade
(Gerber & Brown, 1974), como também a elevada susceptibilidade de neonatos a
infeccdo pelo virus da cinomose (Krakowka & Koestner, 1976).

Em pesquisas realizadas em neonatos para o conhecimento da sua
imunocompeténcia, ficou demonstrado que 0 neonato canino apresenta um sistema
imune subdesenvolvido que gradualmente amadurece somente nas primeiras seis a
oito semanas de vida (Jacoby et al., 1969; Shifrine et al., 1971; Gerber & Brown,
1974; Stokes & Bourne, 1989 apud Poffenbarger et al., 1991). Por outro lado, esta
falta de resposta de neonatos segundo Banks (1982) e Poffenbarger et al. (1991)
poderia ser atribuido a fatores como diferencas nas subpopulacées dos linfocitos T e
de seus estagios de diferenciacdo ou ainda a fatores supressivos derivados do
colostro da cadela como anticorpos e a atividade excessiva de LT supressores.

Embora, o conhecimento dos nimeros absolutos de linfécitos permitam
melhores interpretacées do que os percentuais obtidos na contagem diferencial a
microscopia (Jain, 1993), nos trabalhos com a imunofenotipagem de LT CD4+ e
CD8+, a interpretacdo pode ocorrer tanto sobre o0s valores expressos em
percentagens de células positivas marcadas na amostra de sangue obtida no
aparelho de citometria (Greeley et al., 1996; Kim et al., 2000 a, b; Byrne et al., 2000)
como nos valores absolutos calculados (Dean et al., 1991; Sellon et al., 1996;
Faldyna et al.,, 2001). De fato foi constatado no presente experimento, que a
comparacao das proporgoes CD4+:CD8+ tanto dos percentuais obtidos no citbmetro
como dos valores absolutos calculados, sdo muito préximos (Tabela 7) ao longo de
todos os momentos verificados.

Ao avaliar os valores percentuais dos LT CD4+ e CD8+ desta pesquisa
com os da literatura consultada, apenas a primeira avaliacdo (M1) correspondente a
média obtida dos 30 neonatos aos trés dias de vida para CD4+ (24,0%) verificada na
Tabela 3 e para CD8+ (3,0%) na Tabela 4, poderia ser comparada aos valores de

normalidade pesquisados nos dois Unicos trabalhos que utilizaram neonatos,
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embora com idade diferente dos animais desta pesquisa. Os valores encontrados
por Faldyna et al. (2001) em seis neonatos caninos de cinco a seis dias de vida da
raca Beagle (45,6% para CD4 e 7,7% para CD8) e por Toman et al. (2002), em trés
neonatos da mesma raga com um dia de vida (36,9% para CD4 e 2,7% para CD8)
foram superiores comparados aos nossos valores encontrados. Contudo a relacéo
CD4+:CD8+ dos neonatos desta pesquisa no M1 (9,0) demonstrado na Tabela 5 foi
superior a obtida pelo primeiro autor (7,0) e néo foi realizada pelo segundo.

Deve-se levar em consideragcdo que, ao comparar os valores obtidos
nesta pesquisa com os valores de Faldyna et al. (2001) e Tomam et al., (2002),
pdde-se observar que além da idade e do numero de animais avaliado,
principalmente, as diferengas genotipicas entre racas podem provocar variagdo na
atividade do sistema imune, fato este ressaltado por Faldyna et al. (2001). Por outro
lado, valores percentuais de CD4+ superiores aos de CD8+, que sempre ocorreram
neste experimento devem ser considerados como dentro dos padrbes de
normalidade (Greeley et al., 1996, Sellon et al., 1996, Faldyna et al., 2001, Toman et
al., 2002). Este fato deve ser considerado importante uma vez que a subpopulacdo
de linfécitos T auxiliares CD4+ desempenham papel fundamental na regulacédo da
resposta imunoldgica (Lydyard & Grossi, 1994, Williams, 1997; Tizard, 2000; Rogers,
2001), justificando assim a sua presenca em niveis superiores aos LT CD8+,
ocorrido em toda a fase de avaliagao.

Comparando os percentuais de LT CD4+ e CD8+ (respectivamente,
Tabelas 3 e 4) desta pesquisa, com os valores obtidos da 1% a 4 ® semana de vida
em neonatos por Toman et al. (2002), verificou-se que 0s percentuais dessas
células, ao longo das semanas avaliadas nesta pesquisa, foram inferiores, porém, a
ocorréncia de variagcdes das subpopulacbes linfocitarias ficou demonstrada em
ambas as pesquisas.

E interessante salientar que a influéncia da idade nas distribuicdes das
subpopulacdes de LT CD4+ e CD8+ demonstradas nas pesquisas realizadas
principalmente em gatos e caes adultos (George et al., 1993; English et al., 1994;
Greeley et al., 1996; Byrne et al., 2000; Faldyna et al., 2001), mostraram padrdes de
diminuicdo dos LT CD4+ e aumento de CD8+, promovendo a queda da relacdo
CD4+:CD8+. Isto sugere, conforme os autores consultados, uma relagédo entre o
envelhecimento do animal, a involugédo do timo e o declinio da resposta imunoldgica

gue irdo resultar na depressdao da atividade dos LT CD4+, importante por
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desempenhar um papel central em promover e regular a resposta imune (Makinoden
& Kay, 1980, Gillis et al.,, 1981, Murasko et al.,, 1987, Thoman & Weigle, 1989,
Beckman et al., 1991 e Song et al.,, 1993). Neste aspecto, nas avaliagbes aqui
realizadas, bem como nas de Toman et al. (2002); p6de-se observar que os valores
percentuais de ambas populacdes linfocitarias T aumentaram, demonstrando a
dindmica dessas populacfes neste periodo.

Por outro lado, a obtenc&o das quantificacbes das subpopulacdes de
LT CD4+ e CD8+, apesar de recente, tem sido utilizada tanto em estudos de
mapeamento dos padrdes normais, quanto no auxilio de uma melhor caracterizacao
de enfermidades de seres humanos (Byrne et al., 2000) sendo ja praticada com
certa rotina em laboratérios humanos. Na veterinaria, no entanto, a técnica de
citometria de fluxo até o presente momento, ndo esta sendo utilizada como rotina
laboratorial, mas as pesquisas demonstram a sua aplicabilidade no conhecimento do
comportamento dos linfécitos em algumas enfermidades dos animais (May et al.,
1992; Chabanne et al., 1995a; Chabanne et al., 1995b; Caswell et al., 1997;
Bourdoiseau et al., 1997; Sinke et al., 1997). Este fato se deve em parte aos altos
custos da técnica, principalmente no que se refere aos anticorpos monoclonais,
como também do aparelho de citometria de fluxo.

Assim, considerando que nao houve diferengas estatisticamente
significativas no que se refere a um esperado efeito imunoestimulante tanto do
carotendide como do antigeno viral, que foram semelhantes aos neonatos do grupo
controle, os dados obtidos, no presente experimento poderdao ser utilizados como
parametros bésicos para a caracterizacdo das populagcbes de LT CD4+ e CD8+ em
neonatos caninos, sem raca definida, com faixa etéria entre trés a 45 dias de vida,

cujos dados séo escassos na literatura.
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6 CONCLUSOES

Nas condi¢gOes experimentais em que esta pesquisa foi realizada péde-

se concluir que:

1. Os imunomoduladores carotendide luteina e Parapoxvirus ovis nao
interferiram no desenvolvimento dos neonatos;

2. O imunomodulador carotenéide luteina ndo produziu mudancas
quantitativas nas subpopulac¢des linfocitarias T;

3. O imunomodulador Parapoxvirus ovis ndo produziu mudancas
quantitativas nas subpopulacdes linfocitérias T;

4. As subpopulacdes de LT CD4+ e CD8+ sofrem oscilagbes durante o
desenvolvimento pds-natal, sendo estas crescentes em relagdo aos niveis obtidos
na primeira quantificacéo;

5. Em todas as fases, a relacdo CD4+:CD8+ mostrou superioridade
para o primeiro tipo celular, sendo que a maior relagéo entre CD4+ e CD8+ ocorreu
no 3° dia de vida;

6. O estabelecimento da quantificagdo das subpopulacdes de LT CD4+
e CD8+, bem como da sua relacdo, pode ser referido tanto pela percentagem quanto

pelo calculo do niumero absoluto de células.
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8 ANEXOS

Anexo 1- Certificado de analise do carotendide luteina

CERTIFICADO DE ANALISE

NOTA FISCAL N°

67

MATERIA PRIVA: LUTEIN 10%
PROCEDENCIA: INDIA
| N° LOTE: IBPL/L/001

| DATA DE FABRICACAQ: MAI0/2002.

DATA DE ANALISE: 28/08/2002.

DATA DE VALIDADE: MAIO/2005.

"~ CONDIGOES DE ARMAZENAGEM: TEMPERATURA NAO MAIS QUE 30°C
TESTES ESPECIFICACOES RESULTADOS
DESCRICAQ* Po amarelo a laranja. Po laranja.
SOLUBILIDADE* Muito pouco solivel em
agpa. Conforme.
'DENSIDADE APARENIE® Informativo. Sem compactagio 0.29
Informativo. Com compactagio 0.33
UMIDADE =< 10% 3.2%
XANTHOPHYLLS (LUTEIN) >10% 13.11%
CONTAGEM TOTAL MICROBIOLOGICA S000UFC/e 25UFC/g
E.Coli Ausente. Ausente.
Salmonella Ansente, Ausente,
Staphylococus Ausente. Ausente.
Fzendomonas Ausents, Ausente.
METAIS PESADOS < 10ppm Conforme. |
CHUMBO < 4ppm. Conforme. [

* Resultados obtidos em analises realizadas no Laboratorio de Controle de Qualidade Pharma Nostra,

*Fe=7061

T
Responsavel pelo Lab. Cfigilro le de Qualidade
Solange Maere B. Gebrim“/ CRF-GO N°.: 1796

CONCLUSAQ: Conforme especificagoes do fabricante.

Responsavel Téenico

Amin Gabriel Gebrim — CRF.GO N° -

i i
{1 A
“.-'n\-}' I

Pharma Nostra Comercial Ltda.

-~
FILIAL CAMPINAS:

AUA ALBANO DE AUMEIDA LIMA, 236 - JD. GUANABARA I.
CAMPIMAS - SP - CEP 13073.130 -
PABX: (5518) 3241-383% |
CHP.LL: 0497 Z200000-22 |
INESC. E5T.: 244.910.175.110

MATRIZ:

A

1

RUA ACUIDARA, 1142 - MEIER

RIO DE JANEIROD - AJ - CEP 20730-200

TEL: {S521) 2591-1555 - FAX: (S521) 2591-1683
CN P 03457 220/0001-80

INSC. EST.: 77,002,782

A

FILIAL ANAPOLIS: ]
VIA PRIMARIA - 50 - OD, 10- MDD, 01 - 8N |
BAIRAD DAIA - ANAPOLIS - GO - CEP 75133-80( I
TEL J FAX: (5562) 316-5226

GNP 03457 Z200002-41 |
INSC. EST: 10.336.118-5 I

D.D.G. MAGISTRAL 0800-7070706
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Anexo 2- Hipoteses da interacdo entre grupos e momentos (1), diferenca entre
grupos em cada momento (4) e diferengca entre momentos em cada grupo (5)
testadas, estatisticas calculadas e comentarios da analise de perfil dos leucdcitos
totais (uL) expressos na Tabela 1

Hipoteses Estatistica Comentério

1 F=1,85; p<0,05 Existe interacéo significativa.

4 M1: F=0,46; p > 0,50 GC=GL=GP
M2: F=2,26; p > 0,10 GC=GL=GP
M3: F=0,54; p > 0,50 GC=GL=GP
M4: F=0,99; p > 0,10 GC=GL=GP
M5: F=1,34; p > 0,10 GC=GL=GP
M6: F=1,37; p > 0,10 GC=GL=GP
M7: F=0,47; p > 0,50 GC=GL=GP

5 GC: F=15,43;p<0,05 (M1=M3) < (M4=M7);

(M2=M5=M6) intermediarios.

GL: F=16,39; p < 0,05 (M1=M6) < (M2=M5=M7);
(M3=M4) intermediarios.

GP: F= 15,00; p < 0,05 (M1=M3=M4=ME=M7) < M2;
(M5) intermediario.
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Anexo 3- Hipoteses da interacdo entre grupos e momentos (1), diferenca entre
grupos no conjunto dos momentos (2); diferenca entre momentos no conjunto dos
grupos (3); diferenca entre grupos em cada momento (4) e diferenca entre
momentos em cada grupo (5) testadas, estatisticas calculadas e comentéarios da
andlise de perfil dos linfocitos (uL) correspondentes a Tabela 2

HipoOteses Estatistica Comentéario

1 F=0,46; p > 0,50 N&o foi constatada interacao significativa.
2 F=0,19; p> 0,50 N&o foi constatada entre grupos.

3 F=7,23;p<0,05 (M1= M3) < (M2= M4= M5); (M6=MT7)

intermediarios

4 M1: F= 0,20; p> 0,50 GL= GL=GP
M2: F= 0,10; p> 0,50 GL= GL=GP
M3: F= 0,45; p> 0,50 GL= GL=GP
M4: F= 0,72; p> 0,10 GL= GL=GP
M5: F= 0,34; p> 0,50 GL= GL=GP
M6: F= 0,82; p> 0,10 GL= GL=GP
M7: F=0,19; p> 0,50 GL= GL=GP

5 GL: F= 10,93; p< 0,05 (M1=M3) < (M2=M4=M5);

(M6=M7) intermediarios
GL: F=10,64; p< 0,05 (M1=M3=M6) < (M2=M4=M5) intermediarios

GP: F=10,42; p< 0,05 M1 < (M2=M4=M5); (M3=M6=M7) intermediarios
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Anexo 4- Hipo6teses da interacdo entre grupos e momentos (1), diferenca entre
grupos em cada momento (4) e diferengca entre momentos em cada grupo (5)
testadas, estatisticas calculadas e comentarios da analise dos percentuais das
subpopulacdes de linfocitos T CD8, correspondentes a Tabela 4

Hipoteses Estatistica Comentério
1 F=3,05; p < 0,05 Existe interacao significativa.
4 M1: F=0,82; p> 0,10 GC=GL=GP
M2: F=0,29; p> 0,50 GC= GL=GP
M3: F=1,05; p> 0,10 GC=GL=GP
M4: F= 3,04; 0,05<p< 0,10 GC> GL; (GP) intermediério
M5: F=0,68; p> 0,10 GC=GL=GP
M6: F= 0,06; p> 0,50 GC= GL=GP
M7: F=0,13; p> 0,50 GC=GL=GP
5 GC: F=37,20; p< 0,05 M1< (M2=M5) < (M3=M4);
(M6=M7) s6 diferem de M1;
M1< (M6=M7).
GL: F=20,56; p< 0,05 M1< (M2=M3=M4=M5=M6=M7).
GP: F= 19,24; p< 0,05 M1< (M2=M3=M4=M5=M6=M7).
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Anexo 5- Hipoteses da interacdo entre grupos e momentos (1), diferenca entre
grupos em cada momento (4) e diferengca entre momentos em cada grupo (5)
testadas, estatisticas calculadas e comentarios da analise de perfil das relacdes das
subpopulacdes de linfocitos T CD4 e CD8, correspondentes a Tabela 5

Hipoteses Estatistica Comentério
1 F=3,36; p< 0,50 Existe interacao significativa.
4 M1: F=1,53; p> 0,10 GC=GL=GP
M2: F= 0,04; p> 0,50 GC=GL=GP
M3: F=0,60; p> 0,10 GC=GL=GP
M4: F= 0,47; p> 0,50 GC=GL=GP
M5: F=1,35; p> 0,10 GC=GL=GP
M6: F= 0,30; p> 0,50 GC=GL=GP
M7: F=0,92; p> 0,10 GC=GL=GP
5 GC: F=13,82; p< 0,05 M1> (M3=M4=M6=M7);

(M2=M5) intermediérios.

GL: F=9,48; p< 0,05 (M1=M2)> M7,
(M3=M4=M5=M®6) intermediarios.

GP: F=17,37; p< 0,05 M1> M2> (M3=M4=M5=M6=M7).
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