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EFEITOS DA ADIÇÃO DE MANANOPROTEINAS DERIVADAS DA PAREDE 
CELULAR DE LEVEDURAS SOBRE PARÂMETROS IMUNOLÓGICOS DE CÃES 

ADULTOS E IDOSOS 
 

RESUMO - Acredita-se que as frações ativas de mananoproteinas (FAM), 
obtidas a partir da extração e fracionamento da parede celular de leveduras 
(Saccharomyces cerevisiae) possam modular de forma benéfica o sistema imune. 
Este estudo avaliou os efeitos imunológicos das FAM em cães adultos e idosos. 
Foram empregadas três dietas extrusadas, isonutritivas com inclusão de 0% (T0); 
0,04% (T400) e 0,08% de FAM (T800). No total, foram utilizados 36 cães da raça 
beagle. Os tratamentos resultaram da combinação de idade (adultos e idosos) e 
dieta (T0, T400 e T800), gerando seis tratamentos experimentais. Para cada dieta 
foram utilizados seis cães adultos (4,0±2,0 anos) e seis cães idosos (11,0±1,0 anos). 
O experimento seguiu delineamento em blocos, com três blocos de 12 cães (seis 
adultos e seis idosos, dois cães por idade e dieta). Nos dias zero, 14 e 28, amostras 
de sangue foram coletadas para fenotipagem dos leucócitos sanguíneos e ensaio de 
fagocitose. Nos dias zero e 28 foram realizados: hemogramas, análises bioquímicas, 
teste de linfoproliferação, produção de intermediários reativos do oxigênio (H2O2) e 
nitrogênio (NO), avaliação da concentração de imunoglobulina A fecal e teste de 
hipersensibilidade cutânea tardia (DTH). Os dados foram submetidos à análise de 
variância com medidas repetidas no tempo, exceto o DTH, no qual se analisou 
separadamente cada tempo do período experimental. As médias foram comparadas 
pelo teste de Tukey (p≤0,05). A FAM mostrou-se segura nos teores e períodos 
estudados. Aos 28 dias, cães adultos alimentados com a dieta T400 em relação à T0 
apresentaram contagens mais elevadas de linfócitos totais (p<0,05). Ao analisar a 
fenotipagem dos leucócitos sanguíneos demonstrou-se que, mais especificamente, o 
consumo de 0,04% de FAM pelos cães adultos elevou a contagem de linfócitos T 
totais (p=0,05). Independente da idade, neutrófilos de cães alimentados com T400, 
em relação à dieta T0, tenderam a produzir mais H2O2 (p=0,09). Maiores percentuais 
de atividade fagocítica de neutrófilos foram observados em cães adultos que se 
alimentaram de T400 em relação aos de dieta T800 (p<0,05). Aos 28 dias, o teste 
cutâneo mediante inoculações de vacina e fito-hemaglutinina (DTH) demonstrou que 
cães idosos que se alimentaram com as dietas com FAM em relação à dieta 
controle, apresentaram maior reação local, favorecendo tanto a reposta específica 
(p<0,05) quanto inespecífica (p=0,06). Cães idosos são afetados pelo processo de 
imunossenescência, evidenciados pelas menores contagens absolutas de linfócitos 
T (p<0,05), linfócitos B (p<0,05) e relação linfócitos T auxiliares/citotóxicos (p<0,05), 
menores contagens relativas de linfócitos T auxiliares (p<0,0001), maiores de T 
citotóxicos (p<0,01) e tendência a menor percentual linfoproliferativo (p=0,11) e por 
isso a resposta imune pode ser beneficiada com a inclusão de FAM em suas dietas. 
O estudo indica efeitos benéficos das FAM na dieta de cães adultos e idosos. As 
FAM demonstraram efeitos sobre alguns parâmetros das respostas imunes 
inespecíficas e específicas mediada por células, evidenciados pelo aumento da 
atividade funcional de neutrófilos de cães adultos e idosos, aumento da contagem de 
linfócitos T de cães adultos e maiores respostas cutâneas de cães idosos aos 
estímulos de vacina e fito-hemaglutinina. 

Palavras-chave: imunidade, Saccharomyces cerevisiae, senescência 
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EFFECTS OF ADDING MANANOPROTEINAS DERIVED FROM YEAST CELL 
WALL ON IMMUNOLOGIC PARAMETERS OF DOGS AND OLDER ADULTS 

 
 
ABSTRACT - It is believed that the active fractions mananoproteínas (AFM), 

obtained from the extraction and fractionation of cell wall of yeast (Saccharomyces 
cerevisiae), may beneficially modulate the immune system. This study evaluated the 
immunological effects of FAM in adults or elderly dogs. Three extruded diets with 
isonutritives including 0% (T0); 0.04% (T400) and 0.08% of AFM (T800) were used. 
In total, 36 beagle dogs were used. The treatments resulted from the combination of 
age (adults and elderly) and diet (T0, T400 and T800), generating six experimental 
treatments. For each diet six adult dogs (4.0 ± 2.0 years) and six elderly dogs (11.0 ± 
1.0 years) were used. The experiment was randomized complete block design with 
three blocks of 12 dogs (six older and six adults, two dogs by age and diet). At zero, 
14 and 28 days, blood samples were collected for phenotyping of blood leukocytes 
and evaluation of phagocytic activity. In zero and 28 days, hemogram, biochemical 
analysis, lymphocyte proliferation, production of hydrogen peroxide (H2O2), nitric 
oxide (NO), evaluation of the concentration of fecal immunoglobulin A and delayed 
test hypersensitivity (DTH) were performed. Data were subjected to analysis of 
variance with repeated measures, except DTH, in which we analyzed separately 
each time the trial period. Means were compared by Tukey test (p≤0.05). The AFM 
was safe in the levels and periods. At 28 days, adult dogs fed the diet T400 relative 
to T0 had higher counts of total lymphocytes (p<0.05). By analyzing the phenotype of 
the blood leucocytes was shown that, more specifically, adult dogs consuming 0.04% 
of the AFM increased the amount of total T-lymphocytes (p=0.05). Regardless of 
age, neutrophils from dogs fed T400, relative to T0 diet, tended to produce more 
H2O2 (p=0.09). Higher percentage of phagocytic activity of neutrophils were observed 
in adult dogs fed on T400 compared to the T800 diet (p<0.05). The skin response 
upon antigenic challenge (DTH) showed that at 28 days, diets with AFM compared to 
control showed greater local reaction in older dogs, both favoring specific response 
(p<0.05) and nonspecific (p=0.06). Older dogs are affected by immunosenescence 
process, evidenced by lower absolute counts of T lymphocytes (p<0.05), B 
lymphocytes (p<0.05), the ratio helper/citotoxic lymphocytes (p<0.05), lower relative 
counts of helper lymphocytes (p<0.0001), higher counts of citotoxic lymphocytes 
(p<0.01) and the lowest percentage lymphoproliferative (p=0.11) and therefore the 
inclusion of AFM in their diets may favor this animals. The study indicates beneficial 
effects of AFM in the diet of adults and elderly dogs. The AFM demonstrated effects 
on some parameters of nonspecific and specific cell-mediated immune responses, as 
evidenced by increased functional activity of neutrophils of adults and elderly dogs, 
increased numbers of T lymphocytes of adult dogs and greater skin responses to 
vaccine and phytohemaglutinin stimuli by elderly dogs. 

 
 

Keywords: Immunity, Saccharomyces cerevisiae, senescence 
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1.  INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVA 

 

A intervenção nutricional em cães idosos tem por objetivo prolongar e 

aumentar a qualidade de vida, assim como retardar o aparecimento das disfunções 

e doenças relacionadas ao envelhecimento. O envelhecimento pode ser definido 

como o conjunto de alterações progressivas que ocorrem em vários órgãos, com 

consequente diminuição em sua capacidade funcional. O processo de 

envelhecimento pode ser influenciado por alterações fisiológicas e metabólicas ainda 

não bem definidas em animais de companhia (FAHEY JR. et al., 2008). 

Para tal, é necessário entender as alterações e mecanismos decorrentes da 

idade para se definir as intervenções que realmente possam prolongar a vida do 

animal e mantê-lo clinicamente saudável por maior tempo ao longo de sua vida 

(DAY, 2010). O trato gastrintestinal possui além de sua reconhecida função em 

prover nutrientes ao organismo, função imunológica muito ativa determinada por sua 

estrutura complexa constituída por diversos tipos celulares especializados 

(CUNNINGHAM-RUNDLES & LIN, 1998). As fontes principais de nutrientes para a 

mucosa intestinal são os compostos absorvidos do lúmen gerados pelo processo 

digestivo e fermentativo. O fluxo sanguíneo apresenta menor importância no 

cumprimento dessa função. Estes compostos absorvidos do lúmen advêm dos 

ingredientes da dieta ou são produzidos e liberados pela microbiota intestinal. Os 

microrganismos intestinais cumprem importante papel na digestão e saúde local 

(NRC, 2006). A dinâmica inter-relação entre nutrição, imunologia e microbiota do 

intestino abre oportunidade para melhorar a saúde intestinal e o status imunológico 

de cães e gatos em envelhecimento através da formulação da dieta. Ingredientes, 

processamento industrial, composição nutricional e alguns carboidratos especiais, 

podem ser ferramentas potenciais para fornecer condições ideais de funcionamento 

ao intestino frente às alterações que ocorrem durante o envelhecimento.  

Desta forma, com o crescimento e envelhecimento da população de cães e 

gatos no mundo todo, a busca por novas informações sobre produtos e serviços que 

elevem a expectativa e qualidade de vida dos animais de estimação (BERNASCONI 

& ALCÂNTARA, 2007) e também, a maior conscientização com relação aos 

benefícios da alimentação industrializada para esses animais, como melhor 
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custo/benefício e maior promoção de saúde, tem-se elevado o uso de pet food nos 

últimos anos (HÁFEZ, 2002). Em 2012, a produção nacional de alimentos para cães 

e gatos alcançou 2,3 milhões de toneladas, aumento de aproximadamente 5,0% em 

relação ao ano anterior (SINDIRAÇÕES, 2013). Segundo a Associação Brasileira da 

Indústria de Produtos para Animais de Estimação (ABINPET), em 2012, o Brasil 

possuía 106,2 milhões de animais de estimação (37,1 milhões de cães e 21,3 

milhões de gatos) que movimentaram as cifras de aproximadamente R$ 14,2 bilhões 

e estima-se que em 2013 o faturamento com o mercado pet tenha aumentado 8,3% 

em relação a 2012. A alimentação contribuiu com 68,5% desse total em 2012, o que 

demonstra a importância do desenvolvimento deste segmento (ABINPET, 2013). 

Com a crescente expectativa deste mercado, buscam-se avanços na ciência 

e tecnologia de alimentos para fornecer para as indústrias, técnicas cada vez mais 

eficazes para controlar e melhorar a estrutura física e composição química de 

produtos alimentares. Os alimentos funcionais estão entre esses avanços e em 

virtude de incluírem componentes fisiologicamente ativos, provêem benefícios 

adicionais aos da nutrição básica e podem reduzir os riscos de doenças ou 

promover saúde (ROBERFROID, 2002; CUTRIGNELLI, 2011). Neste contexto, 

inserem-se os prebióticos, compostos não digeridos por enzimas, sais e ácidos 

produzidos pelo organismo animal, mas que são seletivamente fermentados pelos 

microrganismos do trato gastrintestinal (GIBSON & ROBERFROID, 1995).  

A obtenção de co-produtos que favorecem a otimização da nutrição é 

necessária não somente sob o ponto de vista nutricional como também comercial e 

ambiental. No entanto, as pesquisas com ingredientes, especialmente com relação 

aos teores de inclusão e propriedades funcionais, ainda são escassas, o que limita 

as opções de uso pela indústria. Os co-produtos são gerados a partir do 

processamento de produtos principais. Dentre eles destaca-se a levedura, produto 

derivado da fermentação de cana-de-açúcar e que é produzido em grande escala 

nos dias atuais (VASCONCELLOS, 2010). Diferentes tipos de leveduras são 

utilizados na alimentação animal, e estas deixaram de ser apenas uma alternativa 

viável de fonte proteica. O enfoque dos trabalhos zootécnicos mudou e objetiva-se 

com o seu uso melhorias de desempenho, prevenção de doenças e reforço do 

sistema imune. Como resultado, a indústria passou a utilizar as leveduras como um 
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aditivo profilático, tendo como exemplo a Saccharomyces cerevisiae, dentre as mais 

conhecidas (FREIRE, 2011).  

Os principais avanços atuais referentes ao uso de leveduras empregam 

tecnologias nutrigenômicas para extração e fracionamento da parede celular e 

obtenção das frações ativas de mananoproteinas (FAM) (FREIRE, 2011; HOOGE et 

al., 2013). Os possíveis efeitos benéficos na saúde e longevidade de cães 

resultantes do emprego das FAM na dieta são pouco estudados até o momento e 

espera-se que estes benefícios incluam o bloqueio da colonização de bactérias 

patogênicas e a modulação do sistema imune, com melhora da saúde dos animais. 
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2.  REVISÃO DE LITERATURA  

 

 

2.1 Imunidade associada à mucosa intestinal e suas alterações no cão 
idoso  

 

É sabido que, assim como ocorre em humanos, cães e gatos idosos são 

afetados pelo processo de imunossenescência, processo definido como o complexo 

multifatorial de mudanças que ocorrem no sistema imunológico, que predispõe ao 

aumento da morbidade e mortalidade devido à infecção e doenças associadas à 

idade (DAY, 2010).  

Um animal é considerado sênior ou idoso quando este diminui sua atividade e 

desenvolve outras alterações físicas e comportamentais relacionadas à idade, 

portanto, relaciona-se à funcionalidade. Diferentemente, o termo "geriátrico e velho" 

refere-se à idade cronológica do animal. Geralmente, cães de raças grandes ou 

gigantes são considerados geriátricos aos 5 anos de idade, enquanto os de porte 

médio a pequeno são considerados geriátricos a partir dos 7 anos de idade (NRC, 

2006).  

Os efeitos do envelhecimento sobre o sistema imune consistem no 

decréscimo da resposta proliferativa de células sanguíneas mononucleares a 

mitógenos; redução do número de linfócitos sanguíneos periféricos, linfócitos B, T e 

linfócitos T CD4+ (auxiliares); aumento de linfócitos T CD8+ (citotóxicos), com 

consequente diminuição da relação CD4+/CD8+. Estas alterações em linfócitos do 

sangue periférico parecem ocorrer também no interior da lâmina própria intestinal do 

cão em envelhecimento, com redução do número de células T, e menor atividade 

proliferativa das populações de células intestinais (DAY, 2010). Embora haja 

consenso geral sobre as alterações no estado imunológico, resultados contraditórios 

têm sido produzidos por diferentes grupos de pesquisa (BLOUNT et al., 2005).  

Recentemente, estudos sobre as alterações fisiológicas relacionadas com a 

idade em cães e gatos tornaram-se mais frequentes provavelmente devido ao 

aumento da expectativa de vida desses animais (CARCIOFI & GOMES, 2010). Com 

o envelhecimento, ocorrem alterações fisiológicas importantes relacionadas à 
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digestão, dentre outras alterações. Fatores como microbiota intestinal, hormônios da 

digestão, morfologia e imunidade intestinal e a digestibilidade dos nutrientes podem 

ser modificados quando o animal envelhece (FAHEY-JR. et al., 2008). Em gatos 

idosos as alterações na função do trato gastrintestinal relacionam-se, 

principalmente, à diminuição na digestibilidade de nutrientes como proteina, gordura 

e amido (PÉREZ-CAMARGO, 2004; TESHIMA et al., 2010). Em cães idosos, por 

outro lado, não foi observada redução da digestibilidade dos nutrientes (SHEFFY et 

al., 1985; GOMES et al., 2011).  

O trato gastrintestinal é continuamente exposto a estímulos antigênicos. 

Reconhece-se que mais de 65% das células imunocompetentes do corpo estão 

presentes na mucosa intestinal, o que evidencia o importante papel do intestino 

como órgão com grande atividade imunológica (SATYARAJ, 2011). Componentes 

dietéticos e seus produtos da digestão estão intimamente em contato com o vasto 

tecido linfóide presente na mucosa intestinal conhecido como GALT (tecido linfóide 

associado ao intestino - gut asssociated lymphoid tissues) e podem influenciar 

ativamente a função imune nesse tecido (SCHLEY & FIELD, 2002). O GALT é 

constituído por células que residem na região da lâmina própria do intestino, entre as 

células epiteliais (linfócitos epiteliais) e por tecido linfático organizado (placas de 

Peyer e linfonodos mesentéricos). O sistema imune da mucosa intestinal é 

especializado em produzir grandes quantidades de imunoglobulina A (IgA). Esta é a 

única classe de anticorpos que é eficientemente secretada através das células 

epiteliais para o lúmen do trato gastrintestinal (GRIESHOP, 2002).  

Estudos recentes sugerem que o consumo de fibras dietéticas fermentáveis e 

compostos com efeitos prebióticos podem modular respostas imunológicas no 

GALT. Os mecanismos desses efeitos ainda não estão esclarecidos. Mudanças na 

microbiota intestinal que ocorrem com o consumo de prebióticos podem 

potencialmente mediar mudanças imunológicas através do contato direto com 

bactérias ácido lácticas, produtos da parede celular ou componentes citoplasmáticos 

com células imunes no intestino, pela produção de ácidos graxos de cadeia curta 

derivados da fermentação ou através de mudanças na produção de mucina. No 

entanto, mais estudos são necessários para melhor definição dessas alterações, dos 

mecanismos para imunomodulação e do impacto sobre a saúde imunológica 
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(SCHLEY & FIELD, 2002). Não se conhecem, também, os efeitos do 

envelhecimento sobre as respostas dos animais aos prebióticos e sua ação no 

intestino. É possível que cães idosos reajam de maneira diferente de cães adultos 

não idosos, ou que as doses efetivas difiram entre as faixas etárias. Esta 

pressuposição baseia-se no fato de cães idosos apresentarem menor atividade 

fermentativa no intestino grosso do que os adultos não idosos, com menor formação 

de ácidos graxos de cadeia curta (GOMES et al., 2011). 

 

 

2.2.  A parede celular da levedura Saccharomyces cerevisiae e suas 
frações com potencial função imune  

 

As leveduras são fungos, organismos unicelulares, eucariontes, usadas 

amplamente no campo das ciências, medicina e biotecnologia (OSUMI, 1998). A 

célula da levedura possui vários componentes, destacando-se os derivados de sua 

parede celular como os mais pesquisados em relação à ação sobre a imunidade e 

microbiota (ROBINOW & JOHNSON, 1991). A composição estrutural da parede 

celular da Saccharomyces cerevisiae, que está localizada do lado externo da 

membrana plasmática, consiste de uma camada interna que provém firmeza à 

parede celular e é constituída por glucanas beta-1,3 e beta-1,6, que estão 

complexadas com quitina, e uma camada externa que é composta por 

mananoproteinas ligadas à camada interna de glucanas (OSUMI, 1998; Figura 1).  
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Figura 1. Composição da parede celular de 
leveduras Sacharomyces cerevisiae (OSUMI, 1998). 

 
 

Stratford (1994) refere que a parede celular da levedura Saccharomyces 

cerevisae possui 80% a 85% de polissacarídeos, principalmente glucanos e 

mananos. A maioria das proteinas está relacionada com os mananoligossacarídeos 

(MOS) e é referido como complexo mananoproteinas (MORALES-LÓPEZ et al. 

2009). As mananoproteinas e sua porção de carboidrato (α-d-manano) são 

responsáveis pelo reconhecimento, interações célula-célula, interações com o meio 

e determinam a especificidade antigênica da levedura (RUIZ-HERRERA, 1991). Os 

constituintes principais da parede celular de levedura, beta-glucanos e alfa-

mananos, são capazes de modular pronunciadamente o sistema imune por meio de 

interações específicas com várias células imunocompetentes (MEDZHITOV & 

JANEWAY, 2000).  

Reconhece-se que a fração mananoligossacarídeos da parede celular de 

levedura tem um efeito prebiótico, não sendo digerida pelo organismo animal e 

sendo fermentada seletivamente no intestino grosso, estimulando o crescimento 

e/ou a atividade metabólica de bactérias benéficas (GOMES, 2009; SWANSON et 

al., 2002). Ao estimular o crescimento de bactérias benéficas atuam indiretamente 

sobre o sistema imune. Essas bactérias produzem substâncias com propriedades 

imuno-estimulatórias as quais interagem com o sistema imune de várias maneiras, 

incluindo produção de citocinas, proliferação de células mononucleares, fagocitose 

macrofágica e indução de síntese de maiores quantidades de imunoglobulinas em 

especial as de classe A (MACFARLANE & CUMMINGS, 1999). 
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Ademais, reconhece-se também a atuação direta do MOS na fase de 

colonização de bactérias patogênicas, ligando-se às fímbrias dessas bactérias, 

tornando-as indisponíveis para a aderência à mucosa intestinal e eliminando-as 

pelas fezes (HOOGE et al., 2013). Da mesma forma, sugere-se que as 

mananoproteinas e sua porção de carboidrato possuam o mesmo efeito devido à 

afinidade pelas fímbrias tipo 1 manose-específicas, de bactérias patogênicas como 

Escherichia coli e Salmonella (LEA et al., 2013). 

Outros benefícios da adição de MOS à dieta incluem: modificações benéficas 

nas características anatômicas do TGI, através da manutenção da integridade da 

parede intestinal e melhora na saúde intestinal como maior altura de vilosidades, 

maior número e/ou área de células caliciformes, as quais são responsáveis pela 

produção de mucina, glicoproteína presente no muco que protege a superfície 

intestinal. O aumento de sua produção sugere melhor resposta de defesa quando 

desafiadas por agentes patogênicos (LEA et al. 2013; HOOGE et al., 2013). 

O MOS também atua na ativação de macrófagos por ocupar os sítios 

receptores de manose nas glicoproteínas de sua superfície celular. Uma vez que 

esses sítios estejam ocupados, inicia-se uma reação em cascata que resulta em 

ativação dos macrófagos e liberação de citocinas, o que caracteriza ativação da 

resposta imune adquirida (SILVA, 2006).  

Hooge et al. (2013) referem-se à modulação do sistema imune pelos 

mananoligossacarídeos dietéticos através da presença destas frações e de bactérias 

patogênicas, que juntos no lúmen intestinal, funcionam como adjuvantes e um 

sistema antigênico, permitindo aumento da antigenicidade e resposta imune 

superior. Ademais, acredita-se que MOS possa estimular tanto a resposta sistêmica 

quanto a associada ao intestino, atuando como antígeno não patogênico e 

exercendo efeito semelhante a um adjuvante quando absorvidos pelas células M, 

localizadas no interior das placas de Peyer (LODDI, 2003).  

Swanson et al. (2002) estudaram a ação de MOS sobre a imunidade em cães 

adultos e demonstraram que o consumo desta fração aumentou a porcentagem de 

linfócitos sanguíneos, tendeu a elevar a concentração sérica de IgA e, quando 

consumido em associação com frutoligossacarídeos (FOS) levou ao aumento de IgA 

ileal. Outros autores (MIDDELBOS et al., 2007) relataram aumento da IgA ileal com 
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0,25% de inclusão de parede celular, achado que indica, portanto, aumento da 

imunidade local. Estudos de nosso grupo de pesquisa (GOMES, 2009; ZAINE, 2010) 

demonstraram que a inclusão de até 0,45% de parede celular de levedura na dieta 

de cães promove aumento de linfócitos T e B circulantes e maior resposta de 

imunidade cutânea tardia em cães, sugerindo importante efeito imunológico.  

No entanto, apesar dos avanços nos estudos com a parede celular e com a 

fração mananoligossacarídeos para elucidar seus papéis na inter-relação nutrição, 

microbiota e imunidade, para a fração de mananoproteinas muito pouco se sabe, 

principalmente em relação à seus efeitos sobre a modulação do sistema imune. 

Atualmente reconhece-se o efeito benéfico das mananoproteinas como promotores 

de crescimento em frangos de corte. Um estudo de meta-análise, com dezoito 

relatos de comparações entre dieta controle e dieta com inclusões variando de 200 a 

800g/ton de FAM, mostrou que para uma média de idade de 42 dias, as FAM 

alteraram benéfica e significativamente o peso corporal, diminuíram a taxa média de 

conversão alimentar e a porcentagem de mortalidade em frangos de corte (HOOGE 

et al., 2013). 

Lea e colaboradores (2013) avaliaram os efeitos das mananoproteinas 

adicionadas em diferentes teores (200g/t, 400g/t e 800g/t) sobre o desempenho de 

frangos de corte. Entretanto, avaliaram também morfologia intestinal, número e área 

de células caliciformes. As mananoproteinas quando utilizadas na alimentação 

dessas aves demonstraram efeito positivo sobre o desempenho de frangos de corte 

nas fases inicial e de crescimento, assim como aumentaram a área de células 

caliciformes no jejuno, tal fato que pode sugerir consequente aumento na produção 

de mucina.  

Já Che e colaboradores (2012) estudaram o mesmo produto e seus efeitos 

sobre o sistema imunológico de leitões experimentalmente infectados com o vírus da 

síndrome respiratória e reprodutiva (PRRSV) mostraram o efeito benéfico de 0,04% 

sobre as concentrações séricas de mediadores inflamatórios, importantes em 

potencializar tanto a imunidade inata quanto a mediadas por células.  

Estudos com frangos demonstraram que a adição ao alimento de parede 

celular de levedura, beta glucanos ou mananoproteinas foram igualmente eficazes 
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em induzir aumento nos pesos relativos do timo e fígado e aumento na altura das 

vilosidades intestinais (MORALES-LÓPEZ et al., 2009).  

Chizzotti (2012) iniciou os estudos com cães e avaliou os efeitos da 

administração de FAM por via oral, na forma de cápsulas (300ppm; 600ppm e 

900ppm em base de matéria seca), na digestibilidade, microbiota intestinal, 

imunidade humoral e inflamação. O estudo não observou efeitos relevantes sobre a 

digestibilidade dos nutrientes, microbiota intestinal e imunidade humoral 

(imunoglobulinas A, M e G), mas as mananoproteinas apresentaram forte relação 

com o status inflamatório de cães adultos. Nesse estudo, demonstrou-se 

comportamento quadrático na concentração plasmática de fibrinogênio em função 

da suplementação, com redução acentuada na suplementação de 300 e 600ppm de 

mananoproteina em comparação ao grupo controle. Sobre as proteinas c reativas, 

não houve diferença significativa entre os tratamentos (0, 300, 600 e 900ppm de 

FAM), porém observou-se interação entre tratamento x tempo, havendo a inversão 

desses valores no T0 e T600. Enquanto as concentrações de PCR do grupo controle 

foram menores no tempo zero, estas se apresentaram significativamente maior no 

tempo 35, o contrário foi observado com T600. 

Diferentes frações extraídas da parede celular de leveduras podem ter 

diversas propriedades imunológicas relatadas devido ao fato de cada fração diferir 

no grau de polimerização de mananos, tipos de ligações terminais das sequências 

de mananos, estrutura e proporção de mananos e beta-glucanos (CHE et al., 2012). 

É possível assim, devido ao importante papel das mananoproteinas sobre o 

reconhecimento celular e interação da levedura com o meio externo, que esta fração 

tenha importante efeito imunomodulador quando consumida pelo animal. 

 

 

 

 

 

 

 

 



11 
 

3. OBJETIVOS  

 

Com base no exposto, objetivou-se avaliar a ação de frações ativas de 

mananoproteinas derivadas da parede celular de Saccharomyces cerevisiae sobre a 

resposta imune de cães idosos e adultos. Para alcançar este objetivo, foram 

avaliados em cães idosos e adultos, diferentes teores de inclusão de frações ativas 

de mananoproteinas no alimento sobre a resposta imunológica. Para tais avaliações, 

realizaram-se técnicas de fenotipagem de leucócitos, análise de imunoglobulina A 

fecal, determinação da produção de intermediários reativos do oxigênio e nitrogênio 

por monócitos e neutrófilos, ensaio de proliferação de linfócitos, fagocitose por 

monócitos e neutrófilos e teste de hipersensibilidade cutânea tardia. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS  

 

O estudo foi realizado no Laboratório de Pesquisas em Nutrição e Doenças 

Nutricionais de Cães e Gatos “Prof. Dr. Flávio Prada”, da Faculdade de Ciências 

Agrárias e Veterinárias, FCAV/Unesp, Câmpus de Jaboticabal, SP. 

O projeto de pesquisa foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de 

Animais (CEUA) da mesma instituição (protocolo n°019122/12).  

 

 

4.1. Animais  

 

Foram utilizados 36 cães da raça beagle. Para cada dieta experimental foram 

utilizados seis cães adultos com idade entre dois a seis anos e seis cães idosos com 

idade superior a 10 anos, machos ou fêmeas, não castrados, com escore de 

condição corporal 5 (LAFLAMME, 1997), imunizados com as vacinas polivalentes 

(Duramune® Max - 5CvK/4L, contra parvovirose, cinomose, adenovírus tipo 2, 

hepatite, parainfluenza, coronavirose e leptospirose sorovares L. canicola, L. 

icterohaemorrhagiae, L. gripppotyphosa e L. pomona; Fort Dodge Saúde Animal, 

Campinas, Brasil) e anti-rábica (Canigen R®, Virbac Saúde Animal, São Paulo, 

Brasil). A condição de higidez dos animais foi verificada previamente por meio de 

exames físico, sanguíneo e coproparasitológico. Os cães foram alojados em canis 

com solário de 1,5m x 4,0m, durante o período do estudo. 

 

 

4.2. Dietas experimentais  

 

Inicialmente, os animais foram submetidos à adaptação pré-experimental 

realizada com uma dieta comercial (Herói Adulto Carne, Mogiana Alimentos S.A., 

Campinas, Brasil), em quantidade suficiente para manter o peso corporal durante o 

período de quatro semanas, atendendo os padrões mínimos recomendados pela 

AFFCO (2009). Utilizou-se esta dieta para adaptação, por ser ela desprovida da 
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adição de derivados de levedura e desta forma, excluir-se a possibilidade de 

interferência de ingredientes presentes nesta dieta na coleta basal, na tentativa de 

uniformizar os grupos experimentais e homogeneizar as variáveis biológicas em 

estudo.  

Para a pesquisa, as dietas experimentais foram formuladas com o auxílio do 

software SuperCrac (TD Software, Viçosa, Brasil). As fórmulas e as composições 

químicas analisadas das dietas encontram-se apresentadas na Tabela 1. Para a 

execução do estudo foram empregadas três dietas extrusadas, isonutrientes, 

formuladas de modo que suas composições nutricionais atendessem as 

recomendações para cães adultos em manutenção (AAFCO, 2009). Estas foram 

produzidas na Fábrica de Rações do Departamento de Zootecnia da Faculdade de 

Ciências Agrárias e Veterinárias, Câmpus de Jaboticabal – SP.  

A mistura dos ingredientes de cada dieta foi moída previamente à extrusão 

em moinho com peneira de 0,8mm e em seguida extrusada (Extrusora MAB 400S). 

As condições de processamento foram controladas (produtividade, pressão de 

vapor, temperatura de extrusão, temperatura de secagem, umidade do extrusado, 

densidade do extrusado, umidade do alimento após a secagem e atividade de água 

do alimento seco), procurando-se manter as mesmas condições de processamento 

para todos eles. 

Na formulação e processamento, foram utilizados três teores de inclusão da 

fração ativa de mananoproteina (FAM), com base na matéria natural: T0: controle 

negativo, com 0% de FAM; T400: com 0,04% de FAM e T800: com 0,08% de FAM. 

A mananoproteina empregada no estudo (ActigenTM, Alltech, Lexington, Kentucky) é 

derivada da parede celular de Saccharomyces cerevisiae. Sua inclusão na fórmula 

substituiu o milho e os demais ingredientes foram mantidos em porcentagens fixas. 

Os ingredientes foram obtidos a partir de um único lote para se evitar a variabilidade 

entre os tratamentos. 

A quantidade de alimento administrada aos cães foi calculada de acordo com 

a energia metabolizável da dieta e a necessidade energética de cada animal (NRC, 

2006). Os cães foram pesados semanalmente, sendo então a quantidade de 

alimento fornecida ajustada para que os animais mantivessem peso constante. A 
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quantidade total diária foi dividida em duas refeições iguais, oferecidas às 8:30 e 

17:30 horas.  

 

Tabela 1. Fórmula e composição química analisada das dietas experimentais. 
Jaboticabal, 2014. 

Fórmula das dietas 

Ingredientes 
Valores sobre a matéria natural (%) 

T0 T400 T800 
Milho grão 10,00 9,96 9,92 
FAM1 - 0,04 0,08 
Farinha de vísceras de frango 36,00 36,00 36,00 
Quirera de arroz 40,00 40,00 40,00 
Polpa de beterraba 2,00 2,00 2,00 
Óleo de vísceras de frango 8,20 8,20 8,20 
Palatabilizante 2,50 2,50 2,50 
Cloreto de potássio 0,40 0,40 0,40 
Sal comum 0,40 0,40 0,40 
Premix mineral e vitamínico2 0,30 0,30 0,30 
Cloreto de colina 0,20 0,20 0,20 
Antifúngico3 0,10 0,10 0,10 

Antioxidante4 0,05 0,05 0,05 

Composição química analisada das dietas 
Matéria Seca (%) 93,60 93,30 94,10 

 Valores sobre a matéria seca 

 T0 T400 T800 
Proteina bruta (%) 32,90 30,70 32,00 
Extrato etéreo (%) 12,30 12,40 12,70 
Matéria fibrosa (%) 1,60 1,70 1,70 
Matéria mineral (%) 9,10 8,30 8,80 
Cálcio (%) 1,80 1,60 1,70 
Fósforo (%) 1,10 1,00 1,10 
Ca:P 1,60 1,60 1,50 

Energia bruta (kcal/kg) 4680,00 4681,00 4636,00 
T0 - 0% de FAM; T400 - 0,04% de FAM; T800 - 0,08% de FAM. 1- FAM - Frações ativas de 
mananoproteinas, ActigenTM Alltech, Lexington, Kentucky (proteína bruta mínima = 280g/Kg; 
indicação: 200 a 800g/ton - dados informados pelo fabricante). 2- Adição por quilograma de dieta: 
Ferro 100mg, Cobre 10mg, Manganês 10mg, Zinco 150mg, Iodo 2mg, Selênio 0,3mg, Vitamina A 
18000UI, Vit. D 1200UI, Vit. E 200UI, Tiamina 6mg, Riboflavina 10mg, Ácido pantotênico 40mg, 
Niacina 60mg, Piridoxina 6mg, Ácido fólico 0,30mg,  Vit. B12 0,1mg. 3- Mold Zap Aquativa, Alltech 
Brasil Agroindustrial Ltda: propionato de amônio, propanodiol, ácido propiônico, ácido acético, ácido 
lático, ácido ascórbico, ácido fórmico, sorbato de potássio, veículo q.s.p. 4 - Banox, Alltech Brasil 
Agroindustrial Ltda: BHA, BHT, galato de propila e carbonato de cálcio. 
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4.3. Delineamento experimental  

 

Os tratamentos foram conduzidos em esquema fatorial 2x3, com duas faixas 

etárias (adultos e idosos) e três dietas (T0, T400 e T800) que resultaram em seis 

tratamentos experimentais. O experimento seguiu delineamento em blocos, com três 

blocos de doze cães cada um (seis adultos e seis idosos), tendo como fator de bloco 

a repetição experimental. Conforme mostrado na Figura 2, cada período 

experimental durou 28 dias. Nos dias zero, 14 e 28, amostras de sangue foram 

coletadas para quantificação fenotípica dos leucócitos sanguíneos e ensaio de 

fagocitose e nos dias zero e 28, amostras de sangue foram coletadas para a 

realização de hemogramas, exames bioquímicos, ensaio de proliferação celular e 

determinação da produção de intermediários reativos do oxigênio e nitrogênio. 

Adicionalmente, nos dias zero e 28 foram realizados o teste de hipersensibilidade 

cutânea tardia e avaliação da concentração de IgA fecal.  

 

Figura 2. Análises experimentais e seus respectivos dias em que 
foram realizadas durante o período experimental. 
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4.4.  Hemogramas e determinações bioquímicas  

 

Foram realizados hemogramas (contagens de hemácias, leucócitos, 

plaquetas, hemoglobina e hematócrito) e determinações bioquímicas (mensuração 

da atividade sérica da alanina aminotransferase (ALT) e fosfatase alcalina (FA) e 

das concentrações séricas de uréia, creatinina, proteínas totais, albumina, 

triglicérides e colesterol), utilizando-se cinco mililitros de sangue coletados por 

venipunção da veia jugular. As amostras foram divididas em duas alíquotas: uma de 

4mL transferida para um tubo de ensaio sem anticoagulante e a outra de 1mL 

transferida para um tubo contendo anticoagulante EDTA. Estas coletas foram 

realizadas antes do início do experimento e ao final do período experimental (dias 

zero e 28) e analisadas no Laboratório de Patologia Clínica do Hospital Veterinário 

da FCAV/Unesp, Jaboticabal, SP.  

As contagens de hemácias, leucócitos, plaquetas, hemoglobina e hematócrito 

foram obtidas logo após a coleta sanguínea, com auxílio de um contador automático 

de células veterinário ABC (Horiba ABX Brasil, São Paulo). A contagem diferencial 

dos leucócitos foi obtida através de esfregaços sanguíneos corados com mistura de 

Metanol – May Grunwald – Giemsa (MGG) e avaliados em microscopia óptica. A 

fórmula leucocitária absoluta foi obtida a partir das contagens global e diferencial das 

células leucocitárias, por regra de três direta.  

Para as análises bioquímicas, os tubos contendo sangue sem anticoagulante 

foram centrifugados a 2500rpm por 5 minutos para a coleta do soro e, então, foram 

armazenadas em freezer -20ºC. As análises foram realizadas em sua totalidade no 

final do estudo com o emprego de kits de reagentes específicos para cada 

parâmetro, e as leituras realizadas em aparelho analisador bioquímico semi-

automático (modelo LABQUEST, Labtest Diagnóstica Ltda, Lagoa Santa – MG).  
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4.5.  Avaliação da concentração de IgA fecal  

 

No início e final do período experimental (dias zero e 28), amostras de fezes 

frescas (no máximo 15 minutos após eliminação) foram recolhidas em três dias 

consecutivos (início: dias -2, -1 e 0; final: dias 26, 27 e 28), imediatamente 

armazenadas em sacos hermeticamente fechados e congeladas em freezer -20ºC. 

Antes das análises laboratoriais, as amostras foram descongeladas e 

homogeneizadas, de modo a se compor uma amostra por período e animal. A 

extração de imunoglobulina A (IgA) fecal foi realizada por extração salina de acordo 

com Peters et al. (2004), onde a matéria fecal foi descongelada à temperatura 

ambiente, na sequência pesado 1g da amostra (peso úmido). A esta foi adicionada 

10mL de solução composta por PBS (0,01M; pH 7,2-7,4); 0,5% tween 80 e 0,05% de 

azida sódica, com posterior homogeneização. A suspensão foi centrifugada a 1500G 

por 20 minutos à 5ºC. Uma porção do sobrenadante (2mL) foi transferida para um 

microtubo graduado contendo 20 microlitros de coquetel inibidor de protease® 

(Sigma-Aldrich, São Paulo-Brasil), sendo então, a amostra homogeneizada e depois 

centrifugada a 15.000G por 10 minutos à 5ºC e o sobrenadante transferido a um 

microtubo graduado estéril e novamente armazenado em freezer -20ºC para 

posterior análise. A quantificação da concentração total de IgA no extrato de fezes 

foi realizada em sua totalidade no final do estudo, através do emprego de um kit de 

ELISA específico para IgA canina (Bethyl Laboratories, Montgomery, USA. A leitura 

foi realizada em leitor de microplacas de ELISA (Microplate Reader MRX TC Plus, 

Dynex Technology, Chantilly, Virginia, EUA) em filtro de 450nm. Os resultados foram 

expressos em ng/mL a partir de curva padrão realizada no momento da análise com 

concentrações conhecidas e transformados para mg/g de fezes (MS). 

 

 

4.6.  Teste de hipersensibilidade cutânea tardia  

 

Este teste foi realizado conforme metodologia adaptada de Kim et al. (2000). 

Para a sua realização foram inoculados pela via intradérmica, na fossa paralombar 
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dos animais, após a devida tricotomia e assepsia, 100μL de cada uma das soluções 

que seguem: 1) solução salina (0,9%) como controle negativo; 2) fito-hemaglutinina 

(2mg/mL) (FHG - Lectina obtida de Phaseolus vulgaris; cat. L8754 - Sigma-Aldrich) 

para mensurar a resposta inespecífica; 3) vacina polivalente para cães (Duramune® 

Max - 5CvK/4L, contra parvovirose, cinomose, adenovírus tipo 2, hepatite, 

parainfluenza, coronavirose e leptospirose sorovares L. canicola, L. 

icterohaemorrhagiae, L. gripppotyphosa e L. pomona; Fort Dodge Saúde Animal, 

Campinas, Brasil) para mensurar a resposta específica. A espessura da pele foi 

mensurada com o medidor digital de espessura (Mitutoyo modelo 700-122, Tóquio, 

Japão) calibrado para exercer pressão automática no local da leitura, com força de 

2N, nos momentos zero, 24, 48 e 72h após as inoculações intradérmicas. Este teste 

foi conduzido nos dias zero e 28 do período experimental.  

 

 

4.7. Fenotipagem de leucócitos  

 

As subpopulações leucocitárias foram avaliadas por citometria de fluxo. 

Foram quantificados os linfócitos T totais (CD5+), T auxiliares (CD4+), T citotóxicos 

(CD8+), linfócitos B (CD21+) e monócitos (CD14+) no sangue periférico. Estas 

contagens foram obtidas nos dias zero, 14 e 28 do período experimental. Os estudos 

citofluorométricos foram realizados num prazo máximo de 24 horas após a coleta do 

sangue. Para tanto, as alíquotas do sangue periférico foram encaminhadas ao 

Laboratório de Citometria de Fluxo da Faculdade de Ciências Farmacêuticas de 

Ribeirão Preto - USP. A cada tubo foram adicionados 100μL de sangue com EDTA 

e, na sequência, 2μL dos respectivos anticorpos (AbDSerotec, Raileigh, USA), 

conforme esquema: Tubo 1: somente células: sem anticorpo; Tubo 2: IgG1 PE + 

IgG2a FITC (Isotipo controle); Tubo 3: CD5/CD4: CD5 FITC + CD4 PE (linfócitos T 

auxiliares); Tubo 4: CD5/CD8: CD5 FITC + CD8 PE (linfócitos T citotóxicos); Tubo 5: 

CD21 PE (linfócitos B) e Tubo 6: CD14 FITC (monócitos). 

Após estas etapas, os tubos foram incubados por 20 minutos à 4ºC, 

protegidos da luz. Um mililitro de solução de lise de hemácias 1:10 (FACS 
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LysingSolution – Becton Dickinson) foi adicionado a cada tubo, seguido da 

homogeneização e incubação por dez minutos à 4ºC protegidos da luz. 

Posteriormente, foi realizada a lavagem do material com PBS (tampão fosfato-salino; 

137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 8,1 mM Na2HPO4, 1,5 mM KH2PO4; 0,01M; pH 7,2-7,4) por 

três vezes, que consistiu na centrifugação a 2000rpm por três minutos, 

desprezando-se o sobrenadante, seguido da adição de dois mililitros de PBS. 

Depois de desprezado o sobrenadante, foram adicionados 500μL de PBS + formol 

(1%) e as amostras foram, então, submetidas à análise no citofluorômetro 

(FACSCanto®, Becton Dickinson Immunocytometry System, Mountain View, CA, 

USA) para classificação e contagem das subpopulações linfocitárias. As 

porcentagens de células foram aplicadas às contagens de leucócitos do hemograma 

para se obterem os valores absolutos. A relação CD4/CD8 também foi calculada, 

dividindo-se, individualmente, as contagens de CD4+ pelas de CD8+.  

 

 

4.8.  Determinação da produção de intermediários reativos do oxigênio 
(H2O2) e do nitrogênio (NO) 

 

Nos dias zero e 28 do período experimental foram coletados 24mL de sangue 

periférico de cada animal e colocados em tubos de ensaio estéreis contendo 

10µL/mL de heparina (Hepamax-S®, Blausiegel, Cotia, SP, Brasil). Inicialmente, 

realizou-se a separação celular, conduzida em capela com fluxo laminar de forma 

asséptica, para a determinação da produção de peróxido de hidrogênio (H2O2), óxido 

nítrico (NO) e ensaio de proliferação posteriormente descrita. Em um tubo falcon de 

15mL foram colocados vagarosamente pela parede do tubo para que não se 

misturassem 4,5mL de Histopaque 1119 (cat. 11191 – Sigma-Aldrich), 3mL de 

Histopaque 1077 (cat. 10771 – Sigma-Aldrich) e, por último, 6mL de sangue total. 

Para cada animal foram utilizados quatro tubos e estes foram centrifugados a 700G, 

por 30 minutos à temperatura ambiente. De cada tubo centrifugado, os dois halos 

ricos em células mononucleares e polimorfonucleares foram coletados, adicionados 

em outro tubo falcon separadamente e lavados com PBS estéril (tampão fosfato-

salino; 137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 8,1 mM Na2HPO4, 1,5 mM KH2PO4; 0,01M; pH 7,2-
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7,4). A lavagem consistiu na adição de PBS e centrifugação a 360G por 10 minutos, 

desprezando-se o sobrenadante e desfazendo-se do botão celular. Para a lise de 

hemácias, foram adicionados 2mL de solução de lise estéril (4,01g de NH4Cl 0,15M; 

0,5g de KHCO3 10 mM; 0,0186g de EDTA 0,1mM e 500mL de água Mili Q qsp), e 

homogeneizado por dois minutos, seguido da complementação do volume do tubo 

com PBS. Repetiu-se a centrifugação, descartou-se o sobrenadante e o botão 

celular desfez-se. Repetiu-se a lavagem com PBS e, então, as células foram 

ressuspensas em 1mL de meio de cultura RPMI-1640 (cat. R8758, Sigma Aldrich, St. 

Louis, EUA) suplementado com 40 mg/mL de gentamicina e 10% de soro heterólogo 

inativado (Fetal Bovine Serum, cat. 10437077, Life Technologies, Carlsbad, EUA).  

A contagem, identificação e viabilidade dos neutrófilos foram realizadas 

através da coloração em azul tripan e dos monócitos através da incorporação pelo 

vermelho neutro e incubação em estufa a 37ºC por 10 a 20 minutos. A concentração 

foi ajustada para 3x106 neutrófilos/mL ou monócitos/mL com posterior plaqueamento 

em triplicata da suspensão celular (100µL/poço) em placas de microculturas de 

fundo chato com 96 orifícios. As placas com células mononucleares foram incubadas 

por uma hora a 37ºC com 5% de CO2 (Thermo Fisher Scientific Revco, Mod. 

RCO3000T-9-ABC, Waltham, MA, EUA), para aderência dos monócitos. Tanto para 

as células mononucleares quanto para polimorfonucleares foram plaqueados poços 

com somente células e poços em que as células foram estimuladas com 1µg/poço 

de LPS (E. coli Lipopolysaccharide, cat. L2654 – Sigma-Aldrich) e então, as placas 

foram incubadas por mais 36 horas a 37ºC com 5% de CO2 . 

Após a separação celular e a cultura das células mononucleares e 

polimorfonucleares determinou-se a produção de H2O2 segundo método descrito por 

Pick & Keisari (1980) e adaptado por Pick & Mizel (1981). Para os monócitos, o 

sobrenadante foi retirado dos poços das placas de culturas, já que as células 

permaneceram aderidas ao fundo da placa. Para a cultura de neutrófilos o 

sobrenadante foi mantido. Em cada poço foi acrescentado 100μL de solução 

tampão. A solução tampão foi constituída de 7,8mL de água destilada; 0,8mL de 

solução A (800mL de H2O destilada; 80g de NaCl; 2,0g de KCl; 2,0g de KH2PO4; 

11,5g de Na2HPO4); 0,1mL de solução B (100mL de H2O destilada; 1,0g CaCl2); 

0,1mL de solução C (100mL de H2O destilada; 1,0gr MgCl2); 0,1mL de vermelho 
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fenol (100mL de H2O destilada; 1,0g de phenol red); 0,1mL de peroxidase (10mg de 

peroxidase; 2,0mL de tampão fosfato) e 1,0mL de glicose (100mL de H2O destilada; 

1,0g de glicose). Posteriormente, acrescentou-se 10μL de PMA (phorbol myristate 

acetate) nos poços previamente mapeados e as placas foram incubadas por 60 

minutos a 37ºC com 5% de CO2. Após esse período, a reação foi bloqueada com 

10μL de NaOH 1N. A leitura foi realizada em leitor de ELISA com filtro de 630nm e 

os resultados expressos em nanomols (nmols) de H2O2 por 3x105 células, a partir de 

curva padrão estabelecida em cada ensaio, constituída por concentrações molares 

conhecidas com variação de 0,25 a 16,00nM.  

Após a separação celular e a cultura das células mononucleares e 

polimorfonucleares determinou-se também a produção de óxido nítrico, o qual foi 

dosado no sobrenadante, tanto de células mononucleares quanto de 

polimorfonucleares. O NO decompõe-se em nitritos (NO-2) e nitratos (NO-3) no meio 

de cultura. A produção de NO-2 pelos neutrófilos foi dosada pelo método 

colorimétrico baseado na reação de GRIESS (GREEN et al., 1982). Aos 

sobrenadantes foram adicionados 100μL de reagentes de GRIESS, que contém n-

(1-naftil)-etil-enediamina (NEED - Sigma Chemical Co. St Louis, MO) diluído a 0,1% 

em água destilada, e sulfanilamida (Sigma Chemical Co., St Louis, MO) diluída a 1% 

em H2PO4 5%. Estes reagentes, NEED e sulfanilamida, foram misturados em 

volumes iguais no momento da reação. A leitura foi realizada em leitor de ELISA a 

550nm e os resultados expressos em μmoles de NO por 3x105 células, a partir de 

curva padrão estabelecida em cada ensaio, constituída de concentrações molares 

conhecidas com variação de 0,78 a 100,00µM.  

 

 

4.9.  Ensaio de proliferação  

 

O ensaio de proliferação foi realizado com o auxílio do kit comercial Cell 

TraceTM CFSE Cell Proliferation (cat. C34554, Molecular Probes, Oregon, USA) que 

permite a marcação e visualização de células por citometria de fluxo. O kit contém o 

corante fluorescente CFSE (carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester) o qual 

por difusão passiva penetra nas células onde ocorre a ativação da molécula 
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fluorescente que através da mitose é herdado pelas células filhas, sem ocorrer 

transferência da fluorescência para células adjacentes (BRONNER-FRASER, 1985; 

NOSE & TAKEICHI, 1986; LYONS & PARISH, 1994; WESTON & PARISH, 1990; 

HODGKIN et al., 1996).  

Nos dias zero e 28 do período experimental foram coletadas amostras de 

sangue para a separação de células mononucleares como descrito no item 5.8. 

Entretanto, para o ensaio de proliferação celular, as células mononucleares foram 

ressuspensas em 1mL de meio de cultura RPMI 1640 simples (cat. R8758 - Sigma-

Aldrich). A contagem, identificação e viabilidade das células foram realizadas através 

da coloração em azul tripan. A concentração celular foi ajustada para 5x106 

células/mL. 

Para a cultura celular foi utilizado uma placa de microcultura de fundo em “U”, 

adicionando-se em duplicata: 100µL da suspensão celular + 100µL do meio de 

cultura completo (RPMI-1640 - cat. R8758, Sigma Aldrich, St. Louis, EUA - 

suplementado com 40 mg/mL de gentamicina e 10% de soro heterólogo inativado - 

Fetal Bovine Serum, cat. 10437077, Life Technologies, Carlsbad, EUA) para a 

determinação das células não marcadas (controle negativo); 100µL de células 

marcadas com CFSE + 100µL de meio de cultura completo, para a determinação 

das células marcadas com CFSE (controle positivo); e 100µL de células marcadas 

com CFSE + 100µL de solução de Concanavalina A (ConA; 100µg/mL) diluída em 

meio completo 1:10. A placa foi então incubada em estufa a 37ºC com 5% de CO2 

por cinco dias. Após a cultura, as células foram transferidas para seus respectivos 

tubos de citometria, de maneira que a duplicata se somasse em um único tubo. Os 

tubos foram centrifugados para a retirada do sobrenadante e adição de PBS (tampão 

fosfato-salino; 137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 8,1 mM Na2HPO4, 1,5 mM KH2PO4; 0,01M; 

pH 7,2-7,4) + formol (1%). Os estudos citofluorométricos (FACSCanto®, Becton 

Dickinson Immunocytometry System, Mountain View, CA, USA) foram realizados 

num prazo máximo de 24 horas após a coleta do sangue. Para tanto, as amostras 

foram encaminhadas ao Laboratório de Citometria de Fluxo da Faculdade de 

Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto – USP. Os resultados adquiridos pelo 

citômetro foram analisados pelo Software FlowJo®. 
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4.10. Ensaio de fagocitose  

 

O ensaio de fagocitose foi realizado nos dias zero, 14 e 28 do período 

experimental, com o auxílio do kit comercial pHrodoTM E. coli Bio Particles® (cat. 

A10025, Molecular Probes, Inc., Oregon, USA). O método baseia-se na mensuração 

da atividade fagocítica das células presentes no sangue total através da acidificação 

do corante pHrodoTM que, quando dentro do fagossomo, emite seu máximo de 

fluorescência devido ao pH ácido (SAHLIN et al., 1983; TAKAHASHI et al., 1993). 

Para cada amostra experimental preparou-se um tubo de citometria com 100µL de 

sangue total heparinizado (10µL/mL) + 20µL de solução PHrodoTM. Os tubos foram 

incubados em banho-maria a 37ºC por 15 minutos. Para uma amostra experimental 

foram realizados dois controles negativos, colocando-se um tubo no gelo e outro em 

banho-maria a 37ºC, ambos sem a solução de PHrodoTM, e um controle positivo 

colocando-se um tubo no gelo com a solução de PHrodoTM. Após a lise de hemácias 

e lavagens de todos os tubos, conforme descrito pelo kit, as células foram 

ressuspensas para análises citofluorométricas (FACSCanto®, Becton Dickinson 

Immunocytometry System, Mountain View, CA, USA) no Laboratório de Citometria 

de Fluxo da Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto - USP. Os 

resultados são apresentados como a porcentagem de células positivas para cada 

marcação, dentro das populações de neutrófilos ou monócitos (as populações foram 

classificadas de acordo com o volume celular e complexidade interna), indicando a 

proporção de células que realizaram a fagocitose da biopartícula. 
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5. ANÁLISE ESTATÍSTICA  

 

Os tratamentos resultaram da combinação de dois fatores, idade com 

dois níveis (adultos e idosos) e ração com três níveis (T0, T400 e T800), o que 

resultou em seis tratamentos. Estes foram distribuídos em três blocos, tendo 

como fator de bloco a repetição experimental. Os dados foram submetidos à 

análise de variância com medidas repetidas no tempo, exceto para o teste de 

hipersensibilidade cutânea tardia, no qual analisou-se separadamente cada 

tempo do período experimental. 

Para a quantificação imunofenotípica dos leucócitos sanguíneos e 

ensaio de fagocitose, cada tratamento foi avaliado nos tempos zero, 14 e 28 

dias. Para as avaliações hematológicas, bioquímicas, ensaio de proliferação 

celular, determinação da produção de intermediários reativos do oxigênio e 

nitrogênio, avaliação da concentração de IgA fecal e teste de hipersensibilidade 

cutânea tardia, cada tratamento foi avaliado nos tempos zero e 28 dias, 

conforme esquema de análise de variância descrito pelo Quadro 1. As análises 

estatísticas foram realizadas pelo procedimento MIXED do programa 

computacional Statistical Analysis System (Versão 8.2, SAS Institute Inc., Cary, 

NC, USA). Para tanto, os dados foram previamente submetidos à normalidade 

dos resíduos pelo teste de Shapiro Wilk e também testados quanto à 

esfericidade. Foi escolhida a estrutura da matriz de variância/ covariância mais 

adequada de acordo com o valor de AIC (critério de informação de Akaike), 

conforme citado por Xavier (2000). Foram considerados significativos valores 

de p≤0,05 e tendências de p≤0,15. As médias foram comparadas pelo teste de 

Tukey (p≤0,05). 
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 Quadro 1. Esquema da análise de variância dos resultados. 

Fonte de Variação 
Graus de Liberdade 

Avaliações dos tempos     
0, 14 e 28 (dias) 

Avaliações dos tempos      
0 e 28 (dias) 

Bloco 2 2 
Tratamento (5) (5) 

Idade 1 1 
Ração 2 2 

Idade x Ração 2 2 
Erro (a) Bloco x Tratamento 10 10 
Tempo 2 1 
Tempo x Tratamento (10) (5) 

Idade x Tempo 2 1 
Ração x Tempo 4 2 

Ração x Idade x Tempo 4 2 
Erro (b) Resíduo 60 30 
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6. RESULTADOS 
 

6.1. Peso corporal, considerações gerais sobre o ingrediente e 
consumo da dieta 

 

As dietas apresentaram boa aceitação pelos animais e estes mantiveram o 

peso corporal constante ao longo do estudo (Tabela 2) conforme proposto 

inicialmente, com o objetivo de controle e que, desta forma, não interferisse nos 

resultados dos testes analisados. Entretanto, verificou-se efeito significativo de idade 

(p<0,0001). O grupo de animais idosos tinha média de peso corporal maior que os 

adultos desde o início do período experimental. Também foi possível observar efeito 

significativo da dieta (p<0,005) independente do tempo e da idade. Os animais que 

foram alimentados com a dieta formulada com 0,08% de FAM apresentaram média 

de peso similar aos alimentados com a dieta controle, mas ambos diferiram 

significativamente do grupo que recebeu a dieta composta por 0,04% de FAM. 

Não foi verificada recusa ou redução na ingestão das dietas com a utilização 

das mananoproteinas. Da mesma forma, não se verificou alteração na qualidade das 

fezes e nenhuma alteração clínica nos animais. 

 

Tabela 2. Peso corporal médio dos cães no início e fim do estudo. Valores 
expressos em quilogramas. Jaboticabal, 2014. 

TEMPO 
TRATAMENTOS 

MÉDIAS EPM1 ADULTO IDOSO 
T0 T400 T800 T0 T400 T800 

DIA 0 11,83 11,75 11,77 12,12 11,92 12,22 11,94 0,20 
DIA 28 11,93 11,58 11,90 12,08 11,92 12,32 11,96 
MÉDIAS 11,88 11,67 11,84 12,10 11,92 12,27   

EFEITOS VALOR DE P 
Dieta 0,0014 
Idade <0,0001 
Tempo 0,6860 
Dieta x Idade 0,2327 
Tempo x Dieta 0,3347 
Tempo x Idade 0,9999 
Tempo x Idade x Dieta                                         0,5261 

1 – EPM = erro padrão da média; n=6 repetições por tratamento. T0 - 0% de FAM; T400 - 
0,04% de FAM; T800 - 0,08% de FAM. 
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6.2. Hemogramas e exames bioquímicos 

 

Os resultados dos hemogramas (contagens de leucócitos, plaquetas, 

hemácias, hematócrito e hemoglobina) estão apresentados na Tabela 3 e os 

resultados das análises bioquímicas (atividade sérica da alanina aminotransferase - 

ALT e fosfatase alcalina - FA, concentrações séricas de uréia, creatinina, proteinas 

totais, albumina, triglicérides e colesterol) na Tabela 4. Os valores de referência de 

tais parâmetros para a espécie canina encontram-se no apêndice A, segundo o 

Laboratório de Patologia Clínica Veterinária do Hospital Veterinário “Governador 

Laudo Natel” UNESP/ Jaboticabal. 

Nos parâmetros contagem de hemácias e leucócitos, hematócrito e 

hemoglobina houve efeito significativo de idade (p<0,005) que mostrou maiores 

valores no grupo de cães adultos (Figura 3). Houve efeito significativo na interação 

dieta x idade (p<0,05) para contagem de hemácias, hemoglobina e hematócrito 

(Figuras 4, 5 e 6, respectivamente). A contagem de linfócitos apresentou efeito 

significativo de idade (Figura 3), tendência a efeito de dieta (p=0,09), efeito de 

interação dieta x idade e efeito de interação tripla tempo x dieta x idade (p<0,05; 

Figura 7). Os cães adultos que se alimentaram com a dieta T400 apresentaram 

maiores contagens de linfócitos, comparados aos que se cães de mesma idade que 

se alimentaram com a dieta controle e T800 aos 28 dias do período experimental. 

Observou-se também que os cães adultos que se alimentaram com a dieta T400 

apresentaram maiores contagens de linfócitos em relação aos cães idosos que se 

alimentaram com a mesma dieta. Já o número de eosinófilos mostrou efeito 

significativo de tempo e interação tempo x idade (p<0,05). Já para os neutrófilos 

observaram-se efeito significativo de idade (p<0,0001) em NS (neutrófilos 

segmentados; Figura 3) e de interação dieta x idade (p<0,05) em NB (neutrófilos 

bastonetes), que ao se comparar as médias não mostrou dados relevantes. A 

contagem de monócitos apresentou apenas tendências a efeito de tempo (p=0,12) e 

de interação dieta x tempo (p=0,07), com diminuição na contagem de monócitos aos 

28 dias comparados ao momento inicial, sobretudo em cães alimentados com a 

dieta T80. Contudo, embora tenha se observado tendências a outros efeitos 
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(p<0,15), os parâmetros do hemograma apresentaram-se dentro dos valores de 

referência para a espécie canina, exceto a contagem de monócitos (Apêndice A). 

Com relação às análises bioquímicas, independente da dieta oferecida e 

idade, observou-se efeito significativo no tempo (p<0,05), com aumento nas 

concentrações séricas de FA e colesterol aos 28 dias em relação ao tempo zero. Do 

mesmo modo, observou-se tendência a diminuição nas concentrações séricas de 

creatinina e aumento nas de albumina em relação ao tempo zero. Efeito significativo 

de idade (p<0,0001) também foi verificado nos exames bioquímicos ALT, FA, 

triglicérides e albumina, além da tendência desse efeito com relação ao colesterol 

(p<0,15). Os animais idosos apresentaram menores concentrações séricas de 

albumina e maiores concentrações séricas de ALT, FA, triglicérides e colesterol em 

relação aos adultos (Figura 8). Apesar destes efeitos e interações, os resultados dos 

exames bioquímicos apresentaram-se dentro dos valores de referência, exceto os 

da variável ALT no tratamento T800 idoso (Apêndice A).  
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Tabela 3. Hemogramas (média ± erro padrão da média) de cães adultos e 
idosos, mediante o consumo das dietas experimentais, no início e fim do 
estudo. Jaboticabal, 2014. 

ITEM TEMPO 
TRATAMENTOS 

MÉDIAS EPM1 ADULTO IDOSO 
T0 T400 T800 T0 T400 T800 

HE 
(x 106/µL) 

DIA 0 6,64 6,74 6,59 6,33 6,10 6,35 6,46 
0,09 

DIA 28 6,95 7,28 6,52 6,01 6,33 6,53 6,60 
MÉDIAS 6,80 7,01 6,56 6,17 6,22 6,44   

EFEITOS VALOR DE P 
Dieta 0,5646 
Idade <0,0001 
Tempo 0,1915 
Dieta x Idade 0,0369 
Tempo x Dieta 0,2935 
Tempo x Idade 0,2988 
Tempo x Idade x Dieta 0,2366 

HB  
(g/dL) 

 

DIA 0 14,98 15,17 14,83 14,08 13,70 14,48 14,54 
0,19 

DIA 28 15,75 16,48 14,75 13,57 14,28 14,78 14,94 
MÉDIAS 15,37 15,83 14,79 13,83 13,99 14,63   

EFEITOS VALOR DE P 
Dieta 0,5226 
Idade <0,0001 
Tempo 0,0883 
Dieta x Idade 0,0105 
Tempo x Dieta 0,2310 
Tempo x Idade 0,2336 
Tempo x Idade x Dieta 0,3156 

HT  
(%) 

 

DIA 0 45,15 45,75 44,75 42,80 41,97 44,15 44,10 
0,55 

DIA 28 47,20 49,35 44,20 41,38 43,25 44,63 45,00 
MÉDIAS 46,18 47,55 44,48 42,09 42,61 44,39   

EFEITOS VALOR DE P 
Dieta 0,5545 
Idade 0,0002 
Tempo 0,2166 
Dieta x Idade 0,0223 
Tempo x Dieta 0,3288 
Tempo x Idade 0,2800 
Tempo x Idade x Dieta 0,4254 

PLAQ 
(x 103/µL) 

DIA 0 292 299 326 286 336 332 312 
7,62 

DIA 28 326 330 327 329 308 311 322 
MÉDIAS 309 314 326 308 322 322   

EFEITOS VALOR DE P 
Dieta 0,3976 
Idade 0,8184 
Tempo 0,2263 
Dieta x Idade 0,9177 
Tempo x Dieta 0,0879 
Tempo x Idade 0,3200 
Tempo x Idade x Dieta 0,3768 

 Continua...         
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 Continuação         

LE 
(x 103/µL) 

DIA 0 9,12 8,97 10,02 7,33 7,50 7,02 8,33 
0,21 

DIA 28 9,78 8,70 9,12 7,23 7,28 7,63 8,29 
MÉDIAS 9,45 8,84 9,57 7,28 7,39 7,33   
EFEITOS VALOR DE P 
Dieta 0,5579 
Idade <0,0001 
Tempo 0,8991 
Dieta x Idade 0,3953 
Tempo x Dieta 0,6864 
Tempo x Idade 0,6128 
Tempo x Idade x Dieta 0,2107 

NB 
(céls/μL) 

DIA 0 207 60 139 79 130 94 118 
9,70 

DIA 28 81 56 102 88 119 48 82 
MÉDIAS 144 58 121 84 125 71   
EFEITOS VALOR DE P 
Dieta 0,6284 
Idade 0,0688 
Tempo 0,4150 
Dieta x Idade 0,0215 
Tempo x Dieta 0,6002 
Tempo x Idade 0,6522 
Tempo x Idade x Dieta 0,4650 

NS 
(céls/µL) 

DIA 0 6216 6014 7247 5060 4998 4762 5716 
217,33 

DIA 28 7740 5491 6514 4762 5111 5525 5857 
MÉDIAS 6978 5753 6881 4911 5055 5144   
EFEITOS VALOR DE P 
Dieta 0,1752 
Idade <0,0001 
Tempo 0,6228 
Dieta x Idade 0,1380 
Tempo x Dieta 0,4839 
Tempo x Idade 0,8570 
Tempo x Idade x Dieta 0,0610 

EOS 
(céls/µL) 

DIA 0 633 792 878 465 531 380 613 
49,45 

DIA 28 345 364 445 493 435 307 398 
MÉDIAS 489 578 662 479 483 344   
EFEITOS VALOR DE P 
Dieta 0,8879 
Idade 0,0827 
Tempo 0,0102 
Dieta x Idade 0,2708 
Tempo x Dieta 0,7475 
Tempo x Idade 0,0405 
Tempo x Idade x Dieta 0,9932 

LINF 
(céls/µL) 

DIA 0 1973 2041 1649 1624 1733 1682 1784 
76,94 

DIA 28 1520 2703 2044 1787 1543 1739 1889 
MÉDIAS 1747 2372 1847 1706 1638 1711   
EFEITOS VALOR DE P 
Dieta 0,0911 
Idade 0,0077 
Tempo 0,3271 
Dieta x Idade 0,0253 
Tempo x Dieta 0,2632 
Tempo x Idade 0,3753 
Tempo x Idade x Dieta 0,0266 

 Continua...         
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 Continuação         

MO 
(céls/µL) 

DIA 0 88 32 91 92 82 86 79 
8,88 

DIA 28 98 87 13 26 75 14 52 
MÉDIAS 93 60 52 59 79 50   
EFEITOS VALOR DE P 
Dieta 0,4635 
Idade 0,7417 
Tempo 0,1239 
Dieta x Idade 0,4422 
Tempo x Dieta 0,0667 
Tempo x Idade 0,2005 
Tempo x Idade x Dieta 0,5607 

1 EPM = erro padrão da média; n=6 repetições por dieta. HE - hemácias; HB - hemoglobina; HT - hematócrito; 
PLAQ - plaquetas; LE - leucócitos; NB - neutrófilos bastonetes; NS - neutrófilos segmentados; EOS - eosinófilos; 
LINF - linfócitos; MO - monócitos. T0 - 0% de FAM; T400 - 0,04% de FAM; T800 - 0,08% de FAM.
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Tabela 4. Exames bioquímicos (média ± erro padrão da média) de cães 
adultos e idosos, mediante o consumo das dietas experimentais, no início e 
fim do estudo. Jaboticabal, 2014. 

ITEM TEMPO 
TRATAMENTOS 

MÉDIAS EPM1 ADULTO IDOSO 
T0 T400 T800 T0 T400 T800 

ALT 
(U/L) 

DIA 0 62,69 62,22 56,93 49,07 87,15 99,88 69,66 
5,70 

DIA 28 57,54 73,09 50,98 73,22 85,45 96,30 72,76 
MÉDIAS 60,11 67,65 53,96 61,15 86,30 98,09   

EFEITOS VALOR DE P 
Dieta 0,0024 
Idade <0,0001 
Tempo 0,4067 
Dieta x Idade 0,0003 
Tempo x Dieta 0,2941 
Tempo x Idade 0,3961 
Tempo x Idade x Dieta 0,0849 

FA 
(U/L) 

DIA 0 48,17 50,18 44,76 69,53 59,29 76,05 57,17B 
3,88 

DIA 28 52,34 59,94 48,26 84,10 68,98 86,37 66,67A 
MÉDIAS 50,26 55,06 46,51 76,82 64,14 81,21   

EFEITOS VALOR DE P 
Dieta 0,1906 
Idade <0,0001 
Tempo 0,0021 
Dieta x Idade <0,0001 
Tempo x Dieta 0,6864 
Tempo x Idade 0,7785 
Tempo x Idade x Dieta 0,3658 

 
CREAT 
(mg/dL) 

DIA 0 0,88 0,82 0,93 0,76 0,90 0,81 0,85 
0,03 

DIA 28 0,78 0,80 0,92 0,80 0,74 0,76 0,80 
MÉDIAS 0,83 0,81 0,93 0,78 0,82 0,79   

EFEITOS VALOR DE P 
Dieta 0,6947 
Idade 0,2891 
Tempo 0,0688 
Dieta x Idade 0,5182 
Tempo x Dieta 0,6806 
Tempo x Idade 0,9242 
Tempo x Idade x Dieta 0,1566 

UR 
(mg/dL) 

DIA 0 32,56 32,23 32,48 38,23 30,61 36,24 33,73 
1,50 

DIA 28 29,59 29,88 36,08 36,68 30,51 34,03 32,80 
MÉDIAS 31,08 31,06 34,28 37,46 30,56 35,14   

EFEITOS VALOR DE P 
Dieta 0,3162 
Idade 0,3269 
Tempo 0,6835 
Dieta x Idade 0,4295 
Tempo x Dieta 0,8635 
Tempo x Idade 0,8737 
Tempo x Idade x Dieta 0,7275 

 Continua...         
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 Continuação         

COL 
(mg/dL) 

DIA 0 211,67 202,44 190,36 239,83 210,31 202,59 209,59B 
4,89 

DIA 28 219,38 217,33 230,98 243,61 223,31 210,59 224,20A 
MÉDIAS 215,53 209,89 210,67 241,72 216,81 206,77   

EFEITOS VALOR DE P 
Dieta 0,0222 
Idade 0,1021 
Tempo 0,0169 
Dieta x Idade 0,1153 
Tempo x Dieta 0,4379 
Tempo x Idade 0,2719 
Tempo x Idade x Dieta 0,4785 

TRIGL 
(mg/dL) 

DIA 0 67,98 52,60 61,18 78,95 69,86 67,46 66,34 
2,57 

DIA 28 57,26 55,51 55,68 83,57 75,42 60,76 64,70 
MÉDIAS 62,62 54,06 58,43 81,26 72,64 64,11   

EFEITOS VALOR DE P 
Dieta 0,0118 
Idade <0,0001 
Tempo 0,5739 
Dieta x Idade 0,1232 
Tempo x Dieta 0,3345 
Tempo x Idade 0,3386 
Tempo x Idade x Dieta 0,4786 

PT 
 (g/dL) 

DIA 0 6,70 6,78 6,53 6,91 6,74 6,60 6,71 
0,06 

DIA 28 6,88 6,80 6,61 6,71 6,65 6,78 6,74 
MÉDIAS 6,79 6,79 6,57 6,81 6,70 6,69   

EFEITOS VALOR DE P 
Dieta 0,2093 
Idade 0,8325 
Tempo 0,7088 
Dieta x Idade 0,5432 
Tempo x Dieta 0,6717 
Tempo x Idade 0,4319 
Tempo x Idade x Dieta 0,4693 

ALB 
(g/dL) 

DIA 0 3,34 3,23 3,03 3,11 3,09 3,00 3,13 
0,03 

DIA 28 3,41 3,24 3,24 3,11 3,05 3,11 3,19 
MÉDIAS 3,38 3,24 3,14 3,11 3,07 3,06   

EFEITOS VALOR DE P 
Dieta 0,0119 
Idade <0,0001 
Tempo 0,0924 
Dieta x Idade 0,2099 
Tempo x Dieta 0,1236 
Tempo x Idade 0,3111 
Tempo x Idade x Dieta 0,9571 

1 EPM = erro padrão da média; n=6 repetições por dieta. ALT- atividade sérica da alanina aminotransferase; FA - 
fosfatase alcalina; CREAT - creatinina; UR - uréia; COL - colesterol; TRIGL - triglicérides; PT - proteina total; ALB - 
albumina. T0 - 0% de FAM; T400 - 0,04% de FAM; T800 - 0,08% de FAM. A, B médias na coluna sem uma letra em 
comum diferem pelo teste de Tukey (p≤0,05). 
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Figura 3. Parâmetros do hemograma de cães adultos e idosos, 
independente do tempo e da dieta. 

 
HE - hemácias (x 106/µL); HB - hemoglobina (g/dL); HT - hematócrito (%); LE - leucócitos (x 103/µL); 
LINF - linfócitos (x 103/µL); NS - neutrófilos segmentados (x 103/µL); NB - neutrófilos bastonetes (x 
10/µL); EOS - eosinófilos (x 102/µL). A, B Comparando-se as idades, médias nas barras sem uma letra 
em comum diferem pelo teste de Tukey (p≤0,05).  

 
 

Figura 4. Contagem de hemácias de cães adultos e idosos, 
mediante o consumo das dietas experimentais, 
independente do tempo. 

 
T0 - 0% de FAM; T400 - 0,04% de FAM; T800 - 0,08% de FAM. A, B Comparando-
se as idades, médias nas barras sem uma letra em comum diferem pelo teste de 
Tukey (p≤0,05). Não houve diferença ao se comparar as dietas em cada idade. 

 
 
 

HE HB HT LE LINF NS NB EOS

Adulto 6,79 15,33 46,07 9,29 1,99 6,54 10,80 5,76

Idoso 6,28 14,15 43,03 7,33 1,69 5,04 9,30 4,35
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Figura 5. Hemoglobina de cães adultos e idosos, mediante 
o consumo das dietas experimentais, independente do 
tempo. 

 
T0 - 0% de FAM; T400 - 0,04% de FAM; T800 - 0,08% de FAM. A, B Comparando-
se as idades, médias nas barras sem uma letra em comum diferem pelo teste de 
Tukey (p≤0,05). Não houve diferença ao se comparar as dietas em cada idade. 
 
 
 
Figura 6. Hematócrito de cães adultos e idosos, mediante o 
consumo das dietas experimentais, independente do tempo. 

 
T0 - 0% de FAM; T400 - 0,04% de FAM; T800 - 0,08% de FAM. A, B Comparando-
se as idades, médias nas barras sem uma letra em comum diferem pelo teste de 
Tukey (p≤0,05). Não houve diferença ao se comparar as dietas em cada idade. 
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Figura 7. Contagem de linfócitos de cães adultos e idosos, 
aos 28 dias do período experimental. 

 
T0 - 0% de FAM; T400 - 0,04% de FAM; T800 - 0,08% de FAM. A, B Comparando-
se as idades em cada dieta, médias nas barras sem uma letra em comum 
diferem pelo teste de Tukey (p≤0,05). a,b Comparando-se as dietas em cada 
idade, médias nas barras sem uma letra em comum diferem pelo teste de Tukey 
(p≤0,05). 

 
 

 
Figura 8. Parâmetros bioquímicos de cães adultos e idosos, 
independente do tempo e da dieta. 

 
ALT- alanina aminotransferase (U/L); FA - fosfatase alcalina (U/L); COL - colesterol (mg/dL); 
TRIGL - triglicérides (mg/dL); ALB - albumina (g/dL). A, B Comparando-se as idades, médias 
nas barras sem uma letra em comum diferem pelo teste de Tukey (p≤0,05). 
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6.3. Avaliação da concentração de IgA fecal 
 

Os resultados da concentração de imunoglobulina A (IgA) fecal estão 

apresentados na Tabela 5 e foram expressos em miligramas de IgA por grama de 

fezes (com base na matéria seca). Obteve-se apenas efeito significativo na interação 

tempo x dieta (p=0,05), o qual mostrou, ao comparar as médias, apenas a tendência 

da concentração de IgA ser maior em cães alimentados com T400 em relação aos 

cães que se alimentaram com dieta controle no tempo zero. Ao avaliar a tendência 

de efeito triplo tempo x idade x dieta (p<0,10), notou-se que foram os cães idosos 

que tenderam a diferir entre as dietas controle e T400 no tempo zero.  

 
Tabela 5. Concentração de IgA fecal (média ± erro padrão da média) de 
cães adultos e idosos, mediante o consumo das dietas experimentais no 
início e fim do estudo. Valores expressos em mg de IgA/ g de fezes (com 
base na MS). Jaboticabal, 2014. 

TEMPO 
TRATAMENTOS 

MÉDIAS EPM1 ADULTO IDOSO 
T0 T400 T800 T0 T400 T800 

DIA 0 13,17 14,37 11,30 9,03 18,39 12,45 13,12 1,07 
DIA 28 12,75 13,82 10,02 15,97 10,54 15,96 13,18 
MÉDIAS 12,96 14,10 10,66 12,50 14,47 14,21   

EFEITOS VALOR DE P 
Dieta 0,4174 
Idade 0,2626 
Tempo 0,7614 
Dieta x Idade 0,6177 
Tempo x Dieta 0,0481 
Tempo x Idade 0,9124 
Tempo x Idade x Dieta 0,0774 

1 – EPM = erro padrão da média; n=6 repetições por dieta. T0 - 0% de FAM; T400 - 0,04% 
de FAM; T800 - 0,08% de FAM. 

 
 

6.4. Teste de Hipersensibilidade cutânea tardia 

 

Para a avaliação das respostas médias de hipersensibilidade cutânea tardia, 

os resultados foram expressos tanto em espessura cutânea (milímetros), 

apresentados na Tabela 6, como em variação percentual da espessura cutânea em 

relação à hora zero, apresentados na Tabela 7. Em virtude deste teste possuir 
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muitas variáveis, a variável tempo não fez parte do modelo estatístico e, portanto, 

analisou-se separadamente cada tempo do período experimental. Foram 

apresentados apenas os resultados do dia 28, uma vez que o teste realizado no 

momento inicial (tempo zero) serviu apenas para assegurar a igualdade entre os 

grupos experimentais. A inoculação intradérmica de solução salina foi eficiente em 

promover o controle negativo, visto que levou ao aumento da espessura cutânea 

logo após sua inoculação (0h), apresentou rápida absorção e regrediu aos valores 

basais (dados não mostrados). 

Nos resultados expressos em espessura cutânea observaram-se efeitos 

significativos de dieta (p<0,005) na inoculação de fito-hemaglutinina (FHG; Figura 9) 

e de idade (p<0,0001) na de vacina e tendência a esse efeito na inoculação de FHG 

(p≤0,15; Figura 10). Verificou-se também, efeito significativo de hora nas duas 

inoculações (p<0,0001; Figura 11).  

Por fim houve efeito significativo na interação dieta x idade (p<0,005) no 

estímulo vacinal, apresentado na Figura 12, e tendência de efeito na interação hora 

x idade (p<0,10), das inoculações de FHG e vacina, apresentados nas Figuras 13 e 

14, respectivamente. 

Nos resultados expressos como variação percentual da espessura cutânea 

em relação à hora zero, observaram-se efeitos significativos de dieta (p<0,005), 

idade (p<0,0005) e hora (p<0,05) nas inoculações de FHG e vacina, apresentados 

nas Figuras 15, 16 e 17 respectivamente. 

Por fim houve efeito significativo na interação idade x dieta (p≤0,05; Figuras 

18 e 19) e hora x idade (p<0,05) nas inoculações de FHG e vacina (Figuras 20 e 21, 

respectivamente). 
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Tabela 6. Resposta de hipersensibilidade cutânea tardia (média ± erro padrão 
da média) de cães adultos e idosos mediante o consumo das dietas 
experimentais ao fim do estudo (28 dias). Valores expressos em espessura da 
pele (milímetros). Jaboticabal, 2014. 

ITEM HORAS 
TRATAMENTOS 

MÉDIAS EPM1 ADULTO IDOSO 
T0 T400 T800 T0 T400 T800 

FHG 

0 HORA 3,39 3,20 3,52 3,04 2,87 3,05   3,18BC 

0,05 
24 HORAS 3,46 3,37 3,77 3,47 3,46 3,78 3,55A 
48 HORAS 3,19 3,06 3,40 3,27 2,97 3,65 3,26B 
72 HORAS 3,07 3,01 3,27 2,96 2,73 2,94 3,00C 
MÉDIAS 3,28 3,16 3,49 3,19 3,01 3,37    
EFEITOS VALOR DE P 
Dieta 0,0041 
Idade 0,1476 
Horas <0,0001 
Dieta x Idade 0,9081 
Hora x Dieta 0,4713 
Hora x Idade 0,0019 
Hora x Idade x Dieta 0,7593 

 
Vacina 

0 HORA 3,77 3,62 3,96 3,57 3,25 3,19 3,56C 

0,06 24 HORAS 4,32 4,25 4,50 4,12 4,28 4,12 4,27A 
48 HORAS 4,35 4,28 4,43 4,00 4,05 3,97 4,18B 
72 HORAS 4,23 4,19 4,40 3,80 4,03 3,63 4,05B 
MÉDIAS 4,17 4,09 4,32 3,87 3,90 3,73    
EFEITOS VALOR DE P 
Dieta 0,6962 
Idade <0,0001 
Horas <0,0001 
Dieta x Idade 0,0022 
Hora x Dieta 0,6386 
Hora x Idade 0,0754 
Hora x Idade x Dieta 0,6331 

1 EPM = erro padrão da média; n=6 repetições por dieta. FHG = fito-hemaglutinina; Vacina - Duramune® 
Max - 5CvK/4L FortDoge Saúde Animal, Campinas. T0 - 0% de FAM; T400 - 0,04% de FAM; T800 - 
0,08% de FAM. A, B médias nas colunas sem uma letra em comum diferem entre si pelo teste de Tukey 
(p≤0,05). 
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Figura 9.  Valores médios de 72 horas de avaliação da espessura 
cutânea mediante consumo das dietas experimentais, independente da 
idade. 

 
FHG = fito-hemaglutinina. T0 - 0% de FAM; T400 - 0,04% de FAM; T800 - 0,08% de FAM.A, B 
Comparando-se as dietas em cada injeção, médias nas barras sem uma letra em comum 
diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).  

 

 
 

Figura 10. Valores médios de 72 horas de avaliação da espessura 
cutânea de cães adultos e idosos, independente da dieta. 

 
FHG = fito-hemaglutinina. A, B Comparando-se as idades em cada injeção, médias nas barras 
sem uma letra em comum diferem pelo teste de Tukey (p<0,05). 
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Figura 11. Espessura cutânea nas diferentes horas, independente da idade e 
da dieta.  

 
FHG = fito-hemaglutinina. A, B Comparando-se as horas em cada injeção, médias nas barras sem uma 
letra em comum diferem pelo teste de Tukey (p<0,05). 

 

 

 
Figura 12. Valores médios de 72 horas de avaliação da espessura 
cutânea de cães adultos e idosos após a inoculação de vacina, 
mediante o consumo das dietas experimentais.  

 
T0 - 0% de FAM; T400 - 0,04% de FAM; T800 - 0,08% de FAM. A, B Comparando-se as dietas 
em cada idade, médias nas barras sem uma letra em comum diferem pelo teste de Tukey 
(p<0,05). a,b Comparando-se as idades em cada dieta, médias nas barras sem uma letra em 
comum diferem pelo teste de Tukey (p<0,05). 

 

 

 

FHG VACINA

0 HORA 3,18 3,56

24 HORAS 3,55 4,27

48 HORAS 3,26 4,18

72 HORAS 3,00 4,05

BC

CA

A

B

AB

C

B

0

0,5

1

1,5

2

2,5

3

3,5

4

4,5
Es

p
e

ss
u

ra
 d

e
 p

e
le

 (
m

ilí
m

et
ro

s)

ADULTO IDOSO

T0 4,17 4,09

T400 4,32 3,87

T800 3,9 3,73

ABa
Ab

Aa

AaBa
Ab

3,4

3,6

3,8

4

4,2

4,4

Es
p

e
ss

u
ra

 e
d

 p
e

le
 

(m
ilí

m
et

ro
s)



42 
 

Figura 13. Espessura cutânea de cães adultos e idosos nas diferentes 
horas após a inoculação de fito-hemaglutinina. 

 
A, B Comparando-se as horas em cada idade, médias nas barras sem uma letra em comum 
diferem pelo teste de Tukey (p<0,05). a,b Comparando-se as idades em cada hora, médias nas 
barras sem uma letra em comum diferem pelo teste de Tukey (p<0,05). 

 

 

 

Figura 14. Espessura cutânea de cães adultos e idosos nas diferentes 
horas após a inoculação de vacina. 

 
A, B Comparando-se as horas em cada idade, médias nas barras sem uma letra em comum 
diferem pelo teste de Tukey (p<0,05). a,b Comparando-se as idades em cada hora, médias nas 
barras sem uma letra em comum diferem pelo teste de Tukey (p<0,05). 
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Tabela 7. Resposta de hipersensibilidade cutânea tardia (média ± erro padrão 
da média) de cães adultos e idosos mediante o consumo das dietas 
experimentais no fim do estudo (28 dias). Valores expressos como variação 
percentual (%) da espessura cutânea em relação à hora zero. Jaboticabal, 
2014. 

ITEM HORAS 
TRATAMENTOS 

MÉDIAS EPM1 ADULTO IDOSO 
T0 T400 T800 T0 T400 T800 

FHG 

24 HORAS 2,49 5,59 7,10 16,41 21,19 23,33 12,69A 
1,65 48 HORAS -6,18 -4,35 -3,11 10,98 4,47 20,72  3,76B 

72 HORAS -9,93 -5,93 -7,05 0,37 -3,39 2,34 -3,93C 
MÉDIAS -4,54 -1,56 -1,02 9,25 7,42 15,46   
EFEITOS VALOR DE P 
Dieta 0,0039 
Idade <0,0001 
Horas <0,0001 
Dieta x Idade 0,0517 
Hora x Dieta 0,2397 
Hora x Idade 0,0074 
Hora x Idade x Dieta 0,3301 

 
Vacina 

24 HORAS 15,46 17,68 13,62 15,30 33,45 32,25 21,29A 
1,45 48 HORAS 16,05 18,39 12,28 11,94 25,84 26,95 18,58B 

72 HORAS 12,60 16,00 11,11 6,55 28,66 15,35 15,05C 
MÉDIAS 14,70 17,36 12,34 11,26 29,32 24,85   
EFEITOS VALOR DE P 
Dieta <0,0001 
Idade <0,0001 
Horas 0,0025 
Dieta x Idade <0,0001 
Hora x Dieta 0,4814 
Hora x Idade 0,0210 
Hora x Idade x Dieta 0,4069 

1 EPM = erro padrão da média; n=6 repetições por dieta. FHG = fito-hemaglutinina; Vacina - 
Duramune® Max - 5CvK/4L FortDoge Saúde Animal, Campinas. T0 - 0% de FAM; T400 - 0,04% de 
FAM; T800 - 0,08% de FAM. A, B médias nas colunas sem uma letra em comum diferem entre si pelo 
teste de Tukey (p≤0,05).  
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Figura 15. Valores médios de 72 horas de avaliação da espessura 
cutânea, expressos como variação percentual em relação à hora zero, 
mediante consumo das dietas experimentais, independente da idade. 

 
FHG = fito-hemaglutinina. T0 - 0% de FAM; T400 - 0,04% de FAM; T800 - 0,08% de FAM. A, B 
Comparando-se as dietas em cada injeção, médias nas barras sem uma letra em comum 
diferem pelo teste de Tukey (p<0,05). 
 

 

Figura 16. Valores médios de 72 horas de avaliação da espessura 
cutânea de cães adultos e idosos, expressos como variação 
percentual em relação à hora zero, independente da dieta. 

 
FHG = fito-hemaglutinina. A, B Comparando-se as dietas em cada injeção, médias nas barras 
sem uma letra em comum diferem pelo teste de Tukey (p<0,05). 
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Figura 17. Variação percentual de espessura cutânea nas diferentes 
horas em relação à hora zero, independente da dieta e da idade. 

 
FHG = fito-hemaglutinina. A, B Comparando-se as horas em cada injeção, médias nas barras sem 
uma letra em comum diferem pelo teste de Tukey (p<0,05). 

 

 

Figura 18. Valores médios de 72 horas de avaliação da espessura 
cutânea de cães adultos e idosos, expressos como variação 
percentual em relação à hora zero, mediante o consumo das 
dietas experimentais, após a inoculação de fito-hemaglutinina. 

 
T0 - 0% de FAM; T400 - 0,04% de FAM; T800 - 0,08% de FAM. A, B Comparando-se as 
dietas em cada idade, médias nas barras sem uma letra em comum diferem pelo teste 
de Tukey (p<0,05). a,b Comparando-se as idades em cada dieta, médias nas barras sem 
uma letra em comum diferem pelo teste de Tukey (p<0,05). 
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Figura 19. Valores médios de 72 horas de avaliação da espessura 
cutânea de cães adultos e idosos, expressos como variação 
percentual em relação à hora zero, mediante o consumo das dietas 
experimentais, após a inoculação de vacina. 

 
T0 - 0% de FAM; T400 - 0,04% de FAM; T800 - 0,08% de FAM. A, B Comparando-se as dietas 
em cada idade, médias nas barras sem uma letra em comum diferem pelo teste de Tukey 
(p<0,05). a,b Comparando-se as idades em cada dieta, médias nas barras sem uma letra em 
comum diferem pelo teste de Tukey (p<0,05). 

 

Figura 20. Variação percentual de espessura cutânea de cães 
adultos e idosos, nas diferentes horas em relação à hora zero, 
independente da dieta, após a inoculação de fito-hemagluitinina. 

 
A, B Comparando-se as idades em cada hora, médias nas barras sem uma letra em comum 
diferem pelo teste de Tukey (p<0,05). a,b Comparando-se as horas em cada idade, médias 
nas barras sem uma letra em comum diferem pelo teste de Tukey (p<0,05). 
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Figura 21. Variação percentual de espessura cutânea de cães 
adultos e idosos, nas diferentes horas em relação à hora zero, 
independente da dieta, após a inoculação de vacina 

 
A, B Comparando-se as idades em cada hora, médias nas barras sem uma letra em 
comum diferem pelo teste de Tukey (p<0,05). a,b Comparando-se as horas em cada 
idade, médias nas barras sem uma letra em comum diferem pelo teste de Tukey 
(p<0,05). 

 
 

6.5. Fenotipagem de leucócitos 
 

 

Os resultados das subpopulações leucocitárias, apresentados em números 

absolutos (células x 103 por microlitro de sangue) e em valores percentuais 

encontram-se nas Tabelas 8 e 9, respectivamente.  

 Para a contagem absoluta de CD5+ observou-se efeito significativo de idade 

(p<0,05) no qual os animais adultos obtiveram maiores valores que os idosos (Figura 

22). A tendência a efeito de dieta (p=0,10) demonstrou que cães alimentados com a 

dieta contendo 0,04% de FAM apresentaram contagens mais elevadas de CD5+ em 

relação aos que se alimentaram com dieta controle. Houve também tendência a 

efeito de interação dieta x idade (p=0,13), porém ao se comparar as médias, a 

diferença entre os animais adultos que receberam 0,04% de FAM em relação aos 

que receberam a dieta controle com a mesma idade foi significativa (Figura 23).  

Observou-se efeito significativo de tempo, independente da dieta oferecida e 

da idade, nas contagens absolutas de CD4, CD8+, CD21+, CD14+ e na relação 

Cd4+/CD8+ (p<0,005). As contagens de CD21+ e CD8+ diminuíram aos 14 dias em 

relação ao tempo zero e mantiveram-se sem alterações aos 28 dias. A contagem de 
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CD14+ diminuiu aos 14 dias e, embora tenha se elevado aos 28 dias, manteve-se 

abaixo do valor inicial. Para a contagem de CD4+ houve diminuição aos 14 dias com 

posterior aumento aos 28 dias que não diferiu do tempo zero. Já a relação 

CD4+/CD8+ aumentou aos 14 dias e manteve-se sem alterações aos 28 dias. 

A contagem absoluta de CD21+ e a relação CD4+/CD8+ também 

apresentaram efeito significativo de idade (p<0,05). Os cães adultos apresentaram 

maiores valores em relação aos animais idosos (Figura 22). 

Os resultados também foram expressos em valores percentuais, os quais 

mostraram, independente da dieta e da idade, efeito significativo de tempo 

(p<0,0001) em todas as variáveis. A contagem de CD4+, CD8+ e CD14+ diminuíram 

aos 14 dias e, embora tenham se elevado aos 28 dias, mantiveram-se abaixo do 

valor inicial. A contagem de CD5+ comportou-se de forma similar, entretanto, houve 

tendência dessa contagem aos 28 dias ser abaixo do valor inicial. Já a contagem de 

CD21+ diminui aos 14 dias e manteve-se sem alterações aos 28 dias. A relação 

CD4+/CD8+ elevou-se aos 14 dias e manteve-se sem alterações aos 28 dias.  

Nas contagens de CD4+, CD8+ e relação CD4+/CD8+ observou-se efeito de 

idade (p<0,01), no qual os animais adultos em relação aos idosos obtiveram maiores 

valores percentuais na contagem de CD4+ e relação CD4+/CD8+ e menores na 

contagem de CD8+ (Figura 24).  

Notou-se tendência a efeito de interação idade x dieta (p=0,13) na contagem 

de CD4+. Ao se comparar as médias, tanto os cães idosos que se alimentaram com 

a dieta T40 quanto os cães idosos que se alimentaram com a dieta controle 

mostraram significativamente menores porcentagens de CD4+ em relação aos cães 

adultos (p<0,005). Entretanto, não foi verificada tal significância ou tendência para os 

cães idosos que se alimentaram com a dieta T80 em relação aos adultos que se 

alimentaram com a mesma dieta (Figura 25). Notou-se também, tendência a efeito 

de interação tempo x idade (p=0,15) na contagem de CD5+. Tanto os cães adultos 

como os idosos tiveram contagens de CD5+ diminuídas significativamente aos 14 

dias e elevadas aos 28 dias (p<0,0001), entretanto, apenas os cães idosos 

apresentaram tendência dessa contagem aos 28 dias ser abaixo do valor inicial 

(p=0,07).  
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Tabela 8. Subpopulações leucocitárias (média ± erro padrão da média) de 
cães adultos e idosos, mediante o consumo das dietas experimentais nos 
tempos zero, 14 e 28 dias. Valores expressos em células x 103/µL de 
sangue. Jaboticabal, 2014. 

ITEM TEMPO 
TRATAMENTOS 

MÉDIAS EPM1 ADULTO IDOSO 
T0 T400 T800 T0 T400 T800 

CD5+ 

DIA 0 1,32 1,49 1,24 1,27 1,32 1,29 1,32 
0,05 DIA 14 1,24 1,32 1,31 0,87 1,26 1,21 1,20 

DIA 28 1,15 1,99 1,49 1,27 1,17 1,28 1,39 
MÉDIAS 1,24 1,60 1,35 1,14 1,25 1,26   

EFEITOS VALOR DE P 
Dieta 0,1034 
Idade 0,0126 
Tempo 0,4627 
Dieta x Idade 0,1269 
Tempo x Dieta 0,5238 
Tempo x Idade 0,2951 
Tempo x Idade x Dieta 0,1585 

CD4+ 

DIA 0 0,67 0,67 0,54 0,49 0,49 0,60 0,58A 
0,02 DIA 14 0,39 0,43 0,41 0,23 0,37 0,41 0,37B 

DIA 28 0,44 0,81 0,60 0,47 0,42 0,46 0,53A 
MÉDIAS 0,50 0,64 0,52 0,40 0,43 0,49   

EFEITOS VALOR DE P 
Dieta 0,7736 
Idade 0,3447 
Tempo <0,0001 
Dieta x Idade 0,6080 
Tempo x Dieta 0,3699 
Tempo x Idade 0,3954 
Tempo x Idade x Dieta 0,1637 

 
CD8+ 

DIA 0 0,25 0,28 0,25 0,32 0,31 0,27 0,28A 
0,01 DIA 14 0,08 0,14 0,11 0,09 0,16 0,10 0,11B 

DIA 28 0,14 0,21 0,18 0,16 0,17 0,16 0,17B 
MÉDIAS 0,16 0,21 0,18 0,19 0,21 0,18   

EFEITOS VALOR DE P 
Dieta 0,2178 
Idade 0,7790 
Tempo <0,0001 
Dieta x Idade 0,4721 
Tempo x Dieta 0,7730 
Tempo x Idade 0,3990 
Tempo x Idade x Dieta 0,8646 

 Continua...         
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CD21+ 

DIA 0 0,33 0,31 0,24 0,21 0,22 0,18 0,25A 
0,02 DIA 14 0,05 0,07 0,10 0,06 0,04 0,04 0,06B 

DIA 28 0,13 0,22 0,19 0,16 0,09 0,11 0,15B 
MÉDIAS 0,17 0,20 0,18 0,14 0,12 0,11   

EFEITOS VALOR DE P 
Dieta 0,6898 
Idade 0,0131 
Tempo 0,0023 
Dieta x Idade 0,6018 
Tempo x Dieta 0,8922 
Tempo x Idade 0,8052 
Tempo x Idade x Dieta 0,6193 

CD14+ 

DIA 0 0,46 0,42 0,52 0,42 0,44 0,44 0,45A 
0,02 DIA 14 0,31 0,23 0,30 0,23 0,18 0,24 0,25C 

DIA 28 0,37 0,38 0,35 0,33 0,24 0,35 0,34B 
MÉDIAS 0,38 0,34 0,39 0,33 0,29 0,34   

EFEITOS VALOR DE P 
Dieta 0,7300 
Idade 0,4899 
Tempo <0,0001 
Dieta x Idade 0,9885 
Tempo x Dieta 0,6505 
Tempo x Idade 0,8452 
Tempo x Idade x Dieta 0,1865 

CD4+/ 
CD8+ 

DIA 0 2,74 2,59 2,58 1,98 2,12 2,33 2,39B 
0,15 DIA 14 5,48 3,11 4,15 2,95 2,83 4,02 3,76A 

DIA 28 3,68 4,10 3,80 3,59 2,88 3,09 3,52A 
MÉDIAS 3,97 3,27 3,51 2,84 2,61 3,15   

EFEITOS VALOR DE P 
Dieta 0,4161 
Idade 0,0019 
Tempo <0,0001 
Dieta x Idade 0,2845 
Tempo x Dieta 0,7606 
Tempo x Idade 0,6295 
Tempo x Idade x Dieta 0,1913 

1 EPM = erro padrão da média; n=6 repetições por dieta. T0 - 0% de FAM; T400 - 0,04% de FAM; 
T800 - 0,08% de FAM.A, B médias na coluna sem uma letra em comum diferem pelo teste de Tukey 
(p<0,05). 
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Tabela 9. Subpopulações leucocitárias (média ± erro padrão da média) de 
cães adultos e idosos, mediante o consumo das dietas experimentais nos 
tempos zero, 14 e 28 dias. Valores expressos em percentuais de células. 
Jaboticabal, 2014. 

ITEM TEMPO 
TRATAMENTOS 

MÉDIAS EPM1 ADULTO IDOSO 
T0 T400 T800 T0 T400 T800 

CD5+ 

DIA 0 73,28 73,58 74,37 77,86 76,43 78,13 75,61A 
0,98 DIA 14 57,45 60,21 56,71 55,89 59,68 59,86 58,30B 

DIA 28 75,23 73,70 72,88 68,87 74,95 73,52 73,19A 
MÉDIAS 68,65 69,16 67,99 67,54 70,35 70,50   

EFEITOS VALOR DE P 
Dieta 0,9136 
Idade 0,7057 
Tempo <0,0001 
Dieta x Idade 0,9477 
Tempo x Dieta 0,8894 
Tempo x Idade 0,1534 
Tempo x Idade x Dieta 0,4207 

CD4+ 

DIA 0 47,40 45,02 43,05 37,25 38,02 40,62 41,89A 
0,88 DIA 14 31,30 31,68 31,95 25,90 29,13 32,85 30,47C 

DIA 28 39,18 40,38 41,23 33,70 35,02 35,86 37,56B 
MÉDIAS 39,29 39,03 38,74 32,28 34,06 36,44   

EFEITOS VALOR DE P 
Dieta 0,4595 
Idade <0,0001 
Tempo <0,0001 
Dieta x Idade 0,1278 
Tempo x Dieta 0,7392 
Tempo x Idade 0,3144 
Tempo x Idade x Dieta 0,2902 

 
CD8+ 

DIA 0 18,47 18,72 18,53 23,90 22,30 21,32 20,54A 
0,75 DIA 14 6,33 10,45 8,00 9,35 11,63 8,73 9,08C 

DIA 28 11,35 10,60 12,05 11,82 14,23 12,98 12,17B 
MÉDIAS 12,05 13,26 12,86 15,02 16,05 14,34   

EFEITOS VALOR DE P 
Dieta 0,6398 
Idade 0,0061 
Tempo <0,0001 
Dieta x Idade 0,6771 
Tempo x Dieta 0,7176 
Tempo x Idade 0,5998 
Tempo x Idade x Dieta 0,7871 

CD21+ 

DIA 0 15,30 14,15 12,00 11,60 11,47 11,57 12,68A 
0,85 DIA 14 2,35 2,95 4,30 3,23 2,15 2,00 2,83B 

DIA 28 9,20 7,92 8,67 8,38 6,70 6,22 7,85B 
MÉDIAS 8,95 8,34 8,32 7,74 6,77 6,60   

EFEITOS VALOR DE P 
Dieta 0,8571 
Idade 0,4521 
Tempo <0,0001 
Dieta x Idade 0,9924 
Tempo x Dieta 0,4542 
Tempo x Idade 0,4312 
Tempo x Idade x Dieta 0,4922 

 Continua...         
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CD14+ 

DIA 0 5,08 4,65 5,23 6,02 6,07 6,33 5,56A 
0,19 DIA 14 3,80 2,65 3,00 3,65 2,58 3,50 3,20C 

DIA 28 3,73 4,47 3,77 4,80 3,38 4,37 4,09B 
MÉDIAS 4,20 3,92 4,00 4,82 4,01 4,73   

EFEITOS VALOR DE P 
Dieta 0,9573 

Idade 0,7577 

Tempo <0,0001 

Dieta x Idade 0,9961 

Tempo x Dieta 0,4998 

Tempo x Idade 0,1804 

Tempo x Idade x Dieta 0,1609 

CD4+/ 
CD8+ 

DIA 0 2,75 2,58 2,55 1,95 2,13 2,32 2,38B 
0,15 DIA 14 5,26 3,10 4,28 3,05 2,83 4,05 3,76A 

DIA 28 3,71 4,12 3,87 3,66 2,85 3,10 3,55A 
MÉDIAS 3,91 3,27 3,57 2,89 2,60 3,16   

EFEITOS VALOR DE P 
Dieta 0,4370 

Idade 0,0075 

Tempo <0,0001 

Dieta x Idade 0,4752 

Tempo x Dieta 0,7145 

Tempo x Idade 0,6925 

Tempo x Idade x Dieta 0,2319 
1 EPM = erro padrão da média; n=6 repetições por dieta. T0 - 0% de FAM; T400 - 0,04% de FAM; T800 - 
0,08% de FAM. A, B médias na coluna sem uma letra em comum diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Figura 22. Contagens absolutas de CD5+, CD21+ e relação 
CD4+/CD8+ em cães adultos e idosos, independente do 
tempo e da dieta. 

 
A, B Comparando-se as idades, médias nas barras sem uma letra em comum 
diferem pelo teste de Tukey (p<0,05). 

 

 

 

 

Figura 23. Contagem absoluta de CD5+ em cães 
adultos e idosos mediante o consumo das dietas 
experimentais, independente do tempo. 

 
T0 - 0% de FAM; T400 - 0,04% de FAM; T800 - 0,08% de FAM. A, B 
Comparando-se as dietas em cada idade, médias nas barras sem uma 
letra em comum diferem pelo teste de Tukey (p≤0,05). a, b 
Comparando-se as idades em cada dieta, médias nas barras sem uma 
letra em comum diferem pelo teste de Tukey (p≤0,05). 
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Figura 24. Contagens relativas de CD4+, CD8+ e relação 
CD4+/CD8+ em cães adultos e idosos, independente do 
tempo e da dieta.  

 
A, B Comparando-se as idades, médias nas barras sem uma letra em comum 
diferem pelo teste de Tukey (p≤0,05). 

 
 

 

Figura 25. Contagem relativa de CD4+ em cães adultos e idosos, 
mediante o consumo das dietas experimentais, independente do 
tempo. 

 
T0 - 0% de FAM; T400 - 0,04% de FAM; T800 - 0,08% de FAM. A, B Comparando-se as 
idades em cada dieta, médias nas barras sem uma letra em comum diferem pelo teste 
de Tukey (p≤0,05). Não houve diferença ao comparar as dietas em cada idade. 
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6.6. Determinação da produção de intermediários reativos do oxigênio 
(H2O2) e do nitrogênio (NO) 
 
 

Os resultados da produção de intermediários reativos do oxigênio (H2O2), 

apresentados em nanomols de H2O2 por 3x105 células, encontram-se apresentados 

na Tabela 10 (neutrófilos) e na Tabela 11 (monócitos). Os resultados da produção 

de intermediários reativos do nitrogênio (NO) apresentados em micromols de NO por 

3x105 células, encontram-se apresentados na Tabela 12 (monócitos) e na Tabela 13 

(neutrófilos). 

Para a produção de intermediários reativos do oxigênio (H2O2), independente 

da idade e da dieta, os neutrófilos apresentaram efeito significativo de tempo em 

todas as culturas (somente células, células estimuladas com LPS, PMA e LPS + 

PMA; p<0,05). Observou-se aumento dessa produção aos 28 dias em relação ao 

tempo zero. Houve tendência a efeito na interação tempo x idade na cultura com 

somente células (p<0,15). Os animais idosos apresentaram maiores produções aos 

28 dias em relação ao tempo zero. Para as células estimuladas com LPS, observou-

se a tendência a efeito de dieta (p=0,09). Os animais que se alimentaram com a 

dieta contendo 0,04% de FAM obtiveram maiores produções em relação aos animais 

que se alimentaram da dieta controle (Figura 26). E por fim, para as células 

estimuladas com PMA, observou-se tendência a efeito na interação tempo x dieta e 

dieta x idade (p<0,10). A dieta controle obteve maior produção aos 28 dias em 

relação ao tempo zero, assim como a dieta com 0,08% de FAM. Os animais idosos 

que se alimentaram com a dieta contendo 0,04% de FAM obtiveram maiores 

produções em relação aos animais adultos que se alimentaram com a mesma dieta. 

Não houve nenhum efeito significativo para a cultura de monócitos. 

Com relação à produção de intermediários reativos do nitrogênio (NO), 

independente da dieta e da idade, os monócitos apresentaram tendência a efeito de 

tempo na cultura estimulada com LPS (p<0,10). Observou-se diminuição dessa 

produção aos 28 dias em relação ao tempo zero. Já para os neutrófilos, observou-se 

a mesma tendência na cultura com apenas células (p<0,10) e o mesmo efeito, 
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porém significativo, na cultura estimulada com LPS (p<0,05). Em ambos, houve 

diminuição da produção aos 28 dias em relação ao tempo zero.  

 

 

Tabela 10. Produção de H2O2 por neutrófilos (média ± erro padrão da média) 
de cães adultos e idosos, mediante o consumo das dietas experimentais no 
início e fim do estudo. Valores expressos em nanomols de H2O2 por 3x105 
células. Jaboticabal, 2014. 

ITEM TEMPO 
TRATAMENTOS 

MÉDIAS EPM1 ADULTO IDOSO 
T0 T400 T800 T0 T400 T800 

SC 

DIA 0 2,01 2,08 2,85 1,73 2,39 2,31 2,23B 
0,29 

DIA 28 2,58 3,52 2,29 5,12 3,23 4,86 3,60A 
MÉDIAS 2,30 2,80 2,57 3,43 2,81 3,59   

EFEITOS VALOR DE P 
Dieta 0,9195 
Idade 0,2309 
Tempo 0,0279 
Dieta x Idade 0,7098 
Tempo x Dieta 0,7562 
Tempo x Idade 0,1426 
Tempo x Idade x Dieta 0,3874 

LPS 

DIA 0 2,17 3,28 2,47 2,35 3,48 2,73 2,75B 
0,24 

DIA 28 3,34 5,67 3,47 2,89 3,32 3,96 3,78A 
MÉDIAS 2,76 4,48 2,97 2,62 3,40 3,35   

EFEITOS VALOR DE P 
Dieta 0,0929 
Idade 0,4430 
Tempo 0,0403 
Dieta x Idade 0,4547 
Tempo x Dieta 0,9407 
Tempo x Idade 0,2857 
Tempo x Idade x Dieta 0,4364 

 
PMA 

DIA 0 3,02 2,15 2,63 2,47 4,22 2,60 2,85B 0,30 DIA 28 5,43 3,04 5,99 5,19 4,56 5,35 4,93A 
MÉDIAS 4,23 2,60 4,31 3,83 4,39 3,98   

EFEITOS VALOR DE P 
Dieta 0,4227 
Idade 0,3193 
Tempo <0,0001 
Dieta x Idade 0,0668 
Tempo x Dieta 0,0896 
Tempo x Idade 0,9042 
Tempo x Idade x Dieta 0,9592 

 Continua...         
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LPS + 
PMA 

DIA 0 4,10 3,11 3,86 2,88 4,67 4,06 3,78B 
0,27 

DIA 28 5,50 4,83 6,00 5,39 4,37 5,15 5,21A 
MÉDIAS 4,80 3,97 4,93 4,14 4,52 4,61   

EFEITOS VALORES DE P 
Dieta 0,4738 
Idade 0,6713 
Tempo 0,0003 
Dieta x Idade 0,3482 
Tempo x Dieta 0,3373 
Tempo x Idade 0,3546 
Tempo x Idade x Dieta 0,1874 

1 – EPM = erro padrão da média; n=6 repetições por dieta. SC - somente células; LPS - 
Lipopolysaccharide; PMA - phorbol myristate acetate. T0 - 0% de FAM; T400 - 0,04% de FAM; 
T800 - 0,08% de FAM; A, B médias na coluna sem uma letra em comum diferem pelo teste de 
Tukey (p<0,05). 
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Tabela 11. Produção de H2O2 por monócitos (média ± erro padrão da média) 
de cães adultos e idosos, mediante o consumo das dietas experimentais no 
início e fim do estudo. Valores expressos em nanomols de H2O2 por 3x105 
células. Jaboticabal, 2014. 

ITEM TEMPO 
TRATAMENTOS 

MÉDIAS EPM1 ADULTO IDOSO 
T0 T400 T800 T0 T400 T800 

SC 

DIA 0 4,41 2,97 3,56 4,01 5,22 5,50 4,28 0,39 DIA 28 3,56 6,35 2,93 4,50 3,15 4,47 4,16 
MÉDIAS 3,99 4,66 3,25 4,26 4,19 4,99   

EFEITOS VALOR DE P 
Dieta 0,9053 
Idade 0,5994 
Tempo 0,9652 
Dieta x Idade 0,4961 
Tempo x Dieta 0,7440 
Tempo x Idade 0,4107 
Tempo x Idade x Dieta 0,1848 

LPS 

DIA 0 4,65 4,24 3,25 4,80 3,27 3,15 3,89 
0,35 

DIA 28 4,00 4,87 3,63 3,83 3,60 4,70 4,10 
MÉDIAS 4,33 4,56 3,44 4,32 3,44 3,93   

EFEITOS VALOR DE P 
Dieta 0,8096 
Idade 0,7916 
Tempo 0,7932 
Dieta x Idade 0,7091 
Tempo x Dieta 0,6535 
Tempo x Idade 0,9110 
Tempo x Idade x Dieta 0,9102 

 
PMA 

DIA 0 9,20 8,77 9,94 9,13 11,62 6,27 9,16 0,67 DIA 28 11,22 11,00 10,76 9,69 9,55 7,61 9,97 
MÉDIAS 10,21 9,89 10,35 9,41 10,59 6,94   

EFEITOS VALOR DE P 
Dieta 0,4077 
Idade 0,2466 
Tempo 0,4148 
Dieta x Idade 0,2462 
Tempo x Dieta 0,8677 
Tempo x Idade 0,3840 
Tempo x Idade x Dieta 0,6108 

LPS + 
PMA 

DIA 0 8,19 7,26 8,05 5,68 7,65 5,75 7,10 
0,56 

DIA 28 8,55 9,59 7,70 8,52 9,22 6,32 8,32 
MÉDIAS 8,37 8,43 7,88 7,10 8,43 6,04   

EFEITOS VALOR DE P 
Dieta 0,4784 
Idade 0,2993 
Tempo 0,2222 
Dieta x Idade 0,7354 
Tempo x Dieta 0,7196 
Tempo x Idade 0,6548 
Tempo x Idade x Dieta 0,7968 

1 – EPM = erro padrão da média; n=6 repetições por dieta. SC - somente células; LPS - 
Lipopolysaccharide; PMA - phorbol myristate acetate. T0 - 0% de FAM; T400 - 0,04% de FAM; T800 - 
0,08% de FAM. 
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Tabela 12. Produção de NO por monócitos (média ± erro padrão da média) 
de cães adultos e idosos, mediante o consumo das dietas experimentais no 
início e fim do estudo. Valores expressos em micromols de NO por 3 x105 
células. Jaboticabal, 2014. 

ITEM TEMPO 
TRATAMENTOS 

MÉDIAS EPM1 ADULTO IDOSO 
T0 T400 T800 T0 T400 T800 

SC 

DIA 0 8,28 4,07 11,62 17,30 9,26 4,80 9,22 1,30 DIA 28 12,56 11,83 5,65 8,54 8,98 7,71 9,21 
MÉDIAS 10,42 7,95 8,64 12,92 9,12 6,26   

EFEITOS VALOR DE P 
Dieta 0,6270 
Idade 0,7741 
Tempo 0,8220 
Dieta x Idade 0,8480 
Tempo x Dieta 0,6064 
Tempo x Idade 0,6936 
Tempo x Idade x Dieta                                          0,2967 

LPS 

DIA 0 7,60 3,26 6,66 13,25 7,55 7,25 7,60 
0,63 

DIA 28 5,96 3,95 6,34 4,88 4,02 6,08 5,21 
MÉDIAS 6,78 3,61 6,50 9,07 5,79 6,67   

EFEITOS VALOR DE P 
Dieta 0,1578 
Idade 0,2569 
Tempo 0,0836 
Dieta x Idade 0,7673 
Tempo x Dieta 0,3861 
Tempo x Idade 0,1563 
Tempo x Idade x Dieta                                          0,6707 

1 – EPM = erro padrão da média; n=6 repetições por dieta. SC - somente células; LPS - 
Lipopolysaccharide. T0 - 0% de FAM; T400 - 0,04% de FAM; T800 - 0,08% de FAM.  
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Tabela 13. Produção de NO por neutrófilos (média ± erro padrão da 
média) de cães adultos e idosos, mediante o consumo das dietas 
experimentais no início e fim do estudo. Valores expressos em micromols 
de NO por 3x105 células. Jaboticabal, 2014. 

ITEM TEMPO 
TRATAMENTOS 

MÉDIAS EPM1 ADULTO IDOSO 
T0 T400 T800 T0 T400 T800 

SC 

DIA 0 6,48 6,57 3,66 5,26 5,33 6,25 5,59 0,36 DIA 28 4,17 3,35 3,51 5,27 3,64 4,99 4,16 
MÉDIAS 5,33 4,96 3,59 5,27 4,49 5,62   

EFEITOS VALOR DE P 
Dieta 0,7772 
Idade 0,5730 
Tempo 0,0837 
Dieta x Idade 0,4482 
Tempo x Dieta 0,6556 
Tempo x Idade 0,5729 
Tempo x Idade x Dieta 0,6706 

LPS 

DIA 0 5,74 4,63 6,22 4,52 4,80 6,11 5,34A 
0,41 

DIA 28 3,11 3,71 2,54 3,52 2,76 3,79 3,24B 
MÉDIAS 4,43 4,17 4,38 4,02 3,78 4,95   

EFEITOS VALOR DE P 
Dieta 0,8290 
Idade 0,9355 
Tempo 0,0315 
Dieta x Idade 0,8862 
Tempo x Dieta 0,7836 
Tempo x Idade 0,7427 
Tempo x Idade x Dieta 0,8022 

1 – EPM = erro padrão da média; n=6 repetições por dieta. SC - somente células; LPS - 
Lipopolysaccharide.  T0 - 0% de FAM; T400 - 0,04% de FAM; T800 - 0,08% de FAM. A, B médias na 
coluna sem uma letra em comum diferem pelo teste de Tukey (p≤0,05). 
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Figura 26. Tendência a efeito de dieta sobre a 
produção de H2O2 por neutrófilos estimulados com 
lipopolissacarídeo, independente do tempo e da 
idade. 

 
T0 - 0% de FAM; T400 - 0,04% de FAM; T800 - 0,08% de FAM. A, B 
Comparando-se as dietas, médias nas barras sem uma letra em 
comum diferem pelo teste de Tukey (p≤0,05). 
 
 
 

6.7. Ensaio de proliferação 
 
 

Os resultados médios da proliferação de linfócitos, apresentados em números 

percentuais, estão descritos na Tabela 14. Observou-se efeito significativo de tempo 

(p<0,05), independente da idade e da dieta, com aumento aos 28 dias em 

comparação ao tempo zero. Houve também, tendência a efeito de idade (p=0,107), 

com diminuição do percentual linfoproliferativo de cães idosos em relação aos 

adultos (Figura 27). 
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Tabela 14. Proliferação de linfócitos (média ± erro padrão da média) de sangue 
total de cães adultos e idosos, mediante o consumo das dietas experimentais 
no início e fim do estudo. Valores expressos em porcentagem. Jaboticabal, 
2014. 

 
TEMPO 

TRATAMENTOS 
MÉDIAS EPM1 ITEM ADULTO IDOSO 

 T0 T400 T800 T0 T400 T800 

Linfócitos 
(%) 

DIA 0 36,00 23,60 41,42 33,48 19,19 24,22 29,65B 2,65 DIA 28 34,45 37,18 42,98 38,68 27,45 38,37 36,52A 
MÉDIAS 35,23 30,39 42,20 36,08 23,32 31,30   

EFEITOS VALOR DE P 
Dieta 0,2279 
Idade 0,1070 
Tempo 0,0429 
Dieta x Idade 0,2861 
Tempo x Dieta 0,6814 
Tempo x Idade 0,9486 
Tempo x Idade x Dieta 0,5741 

1 – EPM = erro padrão da média; n=6 repetições por dieta. T0 - 0% de FAM; T400 - 0,04% de FAM; T800 
- 0,08% de FAM; A, B médias na coluna sem uma letra em comum diferem pelo teste de Tukey (p≤0,05). 

 
 
 

Figura 27. Percentual linfoproliferativo de cães adultos 
e idosos, independente do tempo e da dieta. 

 
A, B médias na coluna sem uma letra em comum diferem pelo teste de Tukey 
(p≤0,05). 
 
 

6.8. Ensaio de fagocitose 
 

 

Os resultados médios da atividade fagocítica de células leucocitárias, 

apresentados em números percentuais, estão apresentados na Tabela 15. Com 

relação aos monócitos, observou-se efeito significativo de tempo (p<0,0001), 
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Idade

Adulto 35,94

Idoso 30,23

A

A

27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37

P
er

ce
n

tu
al

 li
n

fo
p

ro
lif

er
a

ti
vo



63 
 

aos 28 dias em relação aos dias zero e 14. Já para o percentual de atividade 

fagocítica de neutrófilos observaram-se tendências a efeito de dieta e de interação 

dieta x idade (p<0,10). A dieta com 0,04% de FAM obteve maior percentual de 

fagocitose por neutrófilos que a dieta com 0,08% de FAM. Ao se comparar as 

médias, observou-se o mesmo efeito, porém significativo, em cães adultos que 

foram alimentados com 0,04% de FAM em relação aos animais de mesma idade que 

receberam a dieta com 0,08% de FAM (p=0,04; Figura 28). 

 

Tabela 15. Atividade fagocítica de neutrófilos e monócitos de sangue total de cães 
adultos e idosos, mediante o consumo das dietas experimentais nos tempos zero, 
14 e 28 dias. Valores expressos em porcentagem. Jaboticabal, 2014. 

ITEM TEMPO 
TRATAMENTOS 

MÉDIAS EPM1 ADULTO IDOSO 
T0 T40 T80 T0 T40 T80 

Neutrófilos 
(%) 

DIA 0 56,68 74,00 61,30 68,83 64,00 68,53 66,06 
1,74 DIA 14 68,15 79,72 55,93 61,48 60,27 60,05 64,27 

DIA 28 72,85 72,55 58,58 78,93 70,60 68,88 70,40 
MÉDIAS 65,89 75,42 58,60 69,75 64,96 65,82   

EFEITOS VALOR DE P 
Dieta 0,0733 
Idade 0,8333 
Tempo 0,5638 
Dieta x Idade 0,0875 
Tempo x Dieta 0,6908 
Tempo x Idade 0,2602 
Tempo x Idade x Dieta 0,8345 

Monócitos 
(%) 

DIA 0 67,75 71,93 65,03 66,33 61,73 67,60 66,73B 
1,29 DIA 14 66,20 69,43 60,92 67,22 69,35 63,98 66,18B 

DIA 28 78,73 68,00 72,80 81,00 69,70 73,60 73,97A 
MÉDIAS 70,89 69,79 66,25 71,52 66,93 68,39   

EFEITOS VALOR DE P 
Dieta 0,3596 
Idade 0,8419 
Tempo <0,0001 
Dieta x Idade 0,6019 
Tempo x Dieta 0,2689 
Tempo x Idade 0,6693 
Tempo x Idade x Dieta 0,9462 

1 – EPM = erro padrão da média; n=6 repetições por dieta. T0 - 0% de FAM; T400 - 0,04% de FAM; T800 - 
0,08% de FAM; A, B médias na coluna sem uma letra em comum diferem pelo teste de Tukey (p<0,05). 
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Figura 28. Atividade fagocítica de neutrófilos 
sanguíneos de cães adultos e idosos mediante 
consumo das dietas experimentais. 

 
T0 - 0% de FAM; T400 - 0,04% de FAM; T800 - 0,08% de FAM. A, B 
Comparando-se as dietas em cada idade, médias nas colunas sem 
uma letra em comum diferem pelo teste de Tukey (p≤0,05). 
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7. DISCUSSÃO 
 

Como a expectativa de vida média dos animais de companhia continua a 

aumentar, em parte devido às melhorias na assistência veterinária e qualidade da 

dieta, é de interesse identificar alterações em sistemas fisiológicos e processos 

metabólicos que ocorrem no animal idoso. Ao identificar tais mudanças, os 

pesquisadores podem ser capazes de formular dietas que são mais apropriados 

para esta fase da vida, com a finalidade de favorecer a longevidade, aumentar a 

qualidade de vida e também retardar o aparecimento das disfunções e doenças 

relacionadas ao envelhecimento (GOMES et al., 2011; SWANSON et al., 2004). 

Estudos têm demonstrado que o sistema imune de cães é afetado pela idade 

(GOMES, 2013; MARIA, 2013; FUJIWARA et al., 2012; GOMES et al., 2011; DAY, 

2010; HEATON et al., 2002; GREELEY et al., 2001; STRASSER et al., 2000) e 

segundo Tizard (2009), as respostas imunes inata, humoral e mediada por células 

declinam com o envelhecimento, fenômeno denominado imunossenescência.  

Estudos que avaliaram produtos compostos por parede celular de leveduras, 

assim como por seus derivados, os mananoligossacarídeos (MOS), demonstraram 

efeitos positivos na modulação da resposta imune (ZAINE, 2010; GOMES, 2009; 

MIDDELBOS et al., 2007; SWANSON et al., 2002). Entretanto, diferentes frações 

extraídas da parede celular de leveduras podem possuir diversas propriedades 

imuno-regulatórias porque cada fração difere em suas características estruturais e 

proporções de carboidratos funcionais (CHE et al., 2012). Desta forma, avaliou-se a 

ação de frações ativas de mananoproteinas sobre a resposta imune de cães adultos 

e idosos.  

As dietas apresentaram boa aceitação pelos animais e independente da idade 

e da dieta, estes mantiveram o peso corporal constante ao longo do estudo, visto 

que esta variável foi controlada para que não interferisse nos resultados dos testes 

experimentais, por meio de ajustes individuais na quantidade de alimento de acordo 

com a energia metabolizável da dieta e a necessidade energética de cada animal 

(NRC, 2006). O efeito significativo de idade, ou seja, a média de peso corporal maior 

em cães idosos do que adultos, assim como o efeito significativo de dieta foram 

evidenciados desde o início do período experimental e demonstram variações de 
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peso corporal dentro do padrão racial, portanto, são características inerentes aos 

animais empregados no estudo, classificados como escore de condição corporal 5 

(LAFLAMME, 1997).  

O emprego da FAM mostrou-se seguro para o uso em dieta de cães durante o 

período experimental avaliado e nos teores empregados, visto que não se 

verificaram alterações na qualidade das fezes e nenhuma alteração clínica nos 

animais. Ademais, a maioria dos resultados dos hemogramas e dos exames 

bioquímicos mantiveram-se dentro dos valores de referência utilizados pelo 

Laboratório de Patologia Clínica do Hospital Veterinário da FCAV/Unesp, 

Jaboticabal, SP (apêndice A). O discreto aumento da atividade sérica de alanina 

aminotransferase (ALT), observado em cães idosos alimentados com dieta contendo 

0,08% de mananoproteinas, não denota alteração hepática pela ação do ingrediente, 

visto que o aumento foi evidenciado desde o início do período experimental. 

Ademais, os valores de ALT no presente estudo se encontram dentro do intervalo de 

normalidade descritos por Kaneko et al. (2008). De qualquer forma, aumento da 

atividade sérica desta enzima pode estar relacionado com injúria hepática e deve ser 

avaliado com cautela em conjunto com outros exames e com o quadro clínico.  

A contagem de monócitos abaixo dos valores de referência (apêndice A) 

evidenciada em todos os tratamentos desde o início do período experimental e no 

tratamento T80 idoso aos 28 dias comparado ao dia zero, não é considerada 

anormal. A monocitopenia é difícil de documentar, pois mamíferos domésticos 

sadios podem apresentar baixa contagem relativa de monócitos no sangue 

(STOCKHAM & SCOTT, 2011; SCHULTZE, 2010). 

Estudos têm demonstrado o efeito da idade sobre os parâmetros de 

hemograma e bioquímicos (GOMES, 2013; MARIA, 2013; SWANSON et al., 2004; 

HARPER et al., 2003; LOWSETH et al., 1990; KASPAR & NORRIS, 1977) e embora 

os valores fisiológicos sejam bem estabelecidos para cães adultos, esses mesmos 

valores podem não ser apropriados para a avaliação da saúde de cães idosos. 

Lowseth et al. (1990) demonstraram que cães idosos da raça beagle podem 

apresentar valores mais altos de ALT, o que concorda com os resultados 

encontrados no presente estudo: efeito de idade (p<0,0001) observado nesse 
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parâmetro bioquímico e pode explicar os valores elevados encontrados no 

tratamento T80 no grupo de cães idosos. 

Embora dentro dos parâmetros de normalidade, encontrou-se também efeito 

de idade (p<0,0001) nas concentrações séricas de triglicérides, albumina e atividade 

sérica da fosfatase alcalina (FA), do mesmo modo que tendência na concentração 

sérica de colesterol (p<0,15). Os animais idosos apresentaram menores 

concentrações séricas de albumina e maiores concentrações séricas de FA, 

triglicérides e colesterol em relação aos adultos.  

Segundo Kaneko et al. (2008), a idade é um fator importante que deve ser 

considerado na interpretação das proteinas séricas. Com o avançar da idade, os 

cães apresentam de forma geral, aumento na proteina total (PT), ocasionada pela 

diminuição na concentração sérica de albumina e aumento de globulinas. No 

entanto, com o passar do tempo as proteinas totais podem declinar. No presente 

estudo não se evidenciou diferença entre as faixas etárias com relação a PT, 

possivelmente devido ao comportamento variável das globulinas em cães mais 

velhos.  

Milgram et al. (2002), em sua pesquisa sobre o enriquecimento dietético na 

disfunção cognitiva associada a idade encontraram diferenças significativas em 

mensurações bioquímicas basais e os autores atribuíram à idade. A maioria dos 

exames bioquímicos apresentaram-se dentro do intervalo de valores considerados 

normais para cães adultos saudáveis. Cães com idade média de 10,8 anos 

apresentaram maiores valores de PT, globulinas, colesterol, triglicérides e menores 

valores de albumina em relação a cães com idade média de 3,5 anos. A diminuição 

nas concentrações séricas de albumina e também o aumento nas de colesterol 

foram descritos por Kaspar & Norris (1977). Esses autores utilizaram cães beagles 

com idade entre 56-4868 dias no tempo de amostragem, os quais foram testados em 

vários intervalos ao longo do período de 10 anos.  

Nos parâmetros do hemograma, as variáveis contagem global de hemácias, 

leucócitos, linfócitos e de neutrófilos segmentados (NS), hematócrito e teor de 

hemoglobina também verificou-se efeito de idade (p<0,01), do mesmo modo que 

tendência na contagem de eosinófilos e neutrófilos bastonetes (NB; p<0,10). 

Observaram-se maiores valores no grupo de cães adultos. Contudo, todos os 
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parâmetros apresentaram-se dentro dos valores de referência, para ambas as 

idades. Não há consenso na literatura sobre as mudanças relacionadas à idade no 

hemograma de cães saudáveis. Greeley et al. (2001) num estudo longitudinal 

monitoraram a contagem leucocitária no sangue de cães labradores retriever de 7 a 

11 anos de idade e observaram mínimas mudanças no número total de leucócitos, 

polimorfonucleares e monócitos, enquanto o número de linfócitos exibiu significante 

declínio com a idade. Maria (2013) ao comparar cães beagles entre 2,6 e 10,2 anos, 

observou em cães idosos diminuições significativas tanto na contagem de hemácias 

quanto de leucócitos, linfócitos e neutrófilos bastonetes, embora também tenham 

permanecido dentro dos valores de normalidade. Lowseth et al. (1990) não 

encontraram alterações significativas nos parâmetros de hemograma de cães beagle 

entre 3 e 14 anos, assim como Fujiwara et al. (2012) não encontraram alterações em 

nenhuma dessas variáveis ao avaliar cães beagles com idades entre 2, 5 e 10 anos 

e Gomes (2013) ao comparar cães da mesma raça com idades médias de 5,3 e 10,7 

anos. Entretanto, Gomes (2013) demonstrou que cães filhotes, com idade média de 

0,8 anos, possuem maior número de leucócitos em relação aos cães idosos, como 

também maior número de linfócitos em relação aos adultos e idosos. Swanson et al. 

(2004) acompanharam durante 12 meses um grupo de 24 animais, sendo 12 filhotes 

com oito semanas e 12 idosos com 11 anos. Observaram que na avaliação basal 

havia marcado efeito da idade nos parâmetros de hemograma e bioquímicos 

avaliados, mas com o avanço cronológico, os valores do grupo de animais adultos 

jovens se aproximaram aos do grupo de cães idosos e aos valores de referência 

para a espécie.  

O efeito na interação dieta x idade observado para a contagem de hemácias, 

hematócrito e teor de hemoglobina (p<0,05) mostrou que os cães que se 

alimentaram com a dieta 0,08% de FAM apresentaram valores mais constantes, os 

quais não diferiram entre as faixas etárias. Esse achado poderia sugerir efeito 

benéfico da dieta T80 ao favorecer cães idosos. Contudo, não ocorreu diferença 

significativa ao comparar as dietas em cada faixa etária. A adição de FAM em 

0,04%, comparada à dieta controle, elevou a contagem total de linfócitos 

sanguíneos, mais especificamente em cães adultos aos 28 dias do período 

experimental o que pode indicar aumento da resposta imune mediada por células 
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estimulada pela mananoproteina. Tal achado corrobora o de Zaine (2010) que 

observou aumento ao longo do tempo, na contagem de linfócitos de cães beagles 

adultos que se alimentaram com dieta contendo 0,015% da fração beta-glucano. 

Esta contagem elevou-se significativamente no dia 42, em relação ao dia zero. 

Na fenotipagem dos leucócitos sanguíneos, cães idosos comparados aos 

adultos, apresentaram diminuição na contagem absoluta de CD5+ (linfócitos T 

totais), CD21+ (linfócitos B) e relação CD4+/CD8+ (p<0,05), diminuição na contagem 

relativa de CD4+ (auxiliares) e elevação de CD8+ (citotóxicos) com consequente 

diminuição na relação CD4+/CD8+ (p<0,01). Tais dados concordam com a revisão 

feita por Day (2010). Já no estudo feito por Maria (2013) foi observado apenas 

diminuição na contagem absoluta de CD5+ e CD4+ em cães Beagles entre 10,2 e 

2,6 anos. A diminuição nas células CD5+ pode ser atribuída principalmente à perda 

de células CD4+, embora CD21+ e CD8+ também se reduzam, porém em ritmo mais 

lento (BLOUNT et al., 2005). Fujiwara et al. (2012) avaliaram 44 cães beagles com 

idades de 2, 5 e 10 anos e demonstraram diminuições em contagens absolutas de 

CD4+ e CD8+, principalmente com relação às células T naive (virgem), as quais são 

substituídas por células T de memória à medida que o cão envelhece. Greeley et al. 

(2001) ao avaliarem 23 cães labradores retriever (14 fêmeas e nove machos) no 

período de oito anos, relataram declínio no número absoluto de  CD5+, CD4+ e 

CD8+ e no percentual de CD21+, com o aumento da idade. Os percentuais de CD4+ 

e CD8+ não se alteraram, assim como não se verificaram alterações significativas na 

relação CD4+/CD8+. No entanto, as fêmeas apresentaram aumento de CD8+ com o 

avançar da idade durante os quatro primeiros anos de avaliação. Os autores 

reconhecem a tendência ao aumento percentual de CD8+ e atribuem ao reduzido 

número amostral o fato de que os cães machos não tenham apresentado o mesmo 

resultado. Heaton et al., (2002) ao avaliarem a população de 122 labradores (idades 

entre seis meses e 14 anos) observaram aumento percentual no número de células 

CD8+, apesar de também terem verificado redução percentual de células CD4+ e na 

relação CD4+/CD8+ com o aumento da idade. De qualquer forma, Faldyna et al. 

(2001) ao avaliarem cães de diferentes raças, reconhecem tanto a elevação quanto 

o declínio de linfócitos CD8+. Gomes et al. (2011) verificaram redução nas 

contagens de linfócitos CD5+, CD8+, CD21+ e manutenção nas de CD4+ em cães 
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idosos (10 anos) em relação a adultos (4 anos). Já esse mesmo autor em sua 

pesquisa mais recente (2013) não corrobora os resultados já discutidos, visto que 

verificou maior contagem absoluta e relativa de CD4+ para os cães beagles idosos 

(10,7 anos) em relação aos adultos (5,3 anos) e não encontrou diferença para as 

contagens absolutas e relativas de CD5+ e CD21+ entre essas duas idades. A 

divergência de resultados pode estar relacionada ao uso de diferentes números 

amostrais, raças, idades e métodos de aquisição de células para determinação de 

seus fenótipos. Muitos estudos foram realizados através de técnicas de separação 

celular utilizando-se de gradientes de separação ao contrário das que se utilizam 

sangue total.  

Embora muito da caracterização da imunossenescência seja focada na 

resposta imune adquirida, composta principalmente por linfócitos, alterações nos 

componentes do sistema imune inato podem também colaborar para declínio 

generalizado da função imunológica relacionado à idade (GREELEY et al., 2001). 

Embora, no presente estudo, não se tenha avaliado a fenotipagem de neutrófilos 

sanguíneos, o hemograma mostrou que o número de neutrófilos segmentados se 

reduziu com a idade.  Tal fato poderia sugerir que estas células, que fazem parte da 

resposta imune inata, sejam afetadas pelo envelhecimento. Entretanto, o número de 

monócitos (CD14+) não apresentou efeito de idade tanto na fenotipagem como no 

hemograma. 

Com relação ao uso de FAM, obteve-se importante tendência a efeito de dieta 

(p=0,10) e de interação dieta x idade (p=0,13) na contagem absoluta de CD5+. Os 

cães que foram alimentados com a dieta T40 tenderam a maiores contagens de 

linfócitos T totais em relação aos que não receberam FAM, o que demonstra efeito 

sobre a resposta imune adquirida mediada por células, conforme já descrito por 

Gomes (2009) e Zaine (2010), ao empregarem parede celular de levedura. Ao se 

desdobrar a interação dieta x idade, observou-se por meio das comparações das 

médias, o mesmo efeito, porém significativo em cães adultos (p=0,05), o que sugere 

maior efeito das mananoproteinas na dieta de cães adultos em relação aos idosos. 

Tal achado corrobora os resultados encontrados no hemograma da atual pesquisa 

com relação à contagem total de linfócitos sanguíneos, os quais também foram 

estimulados pela adição das mananoproteinas, possivelmente pelo estímulo de 
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linfócitos T totais. Observou-se também, tendência a efeito da interação dieta x 

idade (p=0,13) na contagem relativa de CD4+. Porém ao comparar as médias, cães 

adultos e idosos diferiram significativamente entre si apenas com o consumo das 

dietas T40 e controle (p<0,005), o que pode sugerir efeito benéfico da dieta T80 ao 

favorecer os cães idosos com maiores percentuais de linfócitos T auxiliares, os quais 

se reduzem com a idade. Todavia, não houve diferença entres as dietas ao avaliar 

separadamente as idades. 

O desenvolvimento da resposta imune adquirida depende da rápida expansão 

no número de linfócitos. No presente estudo, o ensaio de linfoproliferação 

apresentou grande variação de resultados entre os animais e evidenciou apenas 

efeito de tempo (p<0,05), o que dificulta a discussão desses dados por ser 

independente da dieta, idade ou interações. Além disso, mesmo com o emprego de 

doses recomendadas de CFSE, adição de antibiótico para evitar a contaminação e 

também a adição de soro fetal bovino inativado, ambos recomendados pela 

literatura, ao se analisar as avaliações citofluorométricas, algumas culturas de 

células marcadas sofreram morte celular. Desta forma, não se sabe ao certo a causa 

destas perdas. Contudo, observou-se tendência a efeito de idade (p=0,11), o que 

corrobora os dados encontrados na literatura de que cães idosos possuem 

decréscimo da resposta proliferativa de células sanguíneas mononucleares (DAY, 

2010; TIZARD, 2009). Sugere-se para estudos futuros a adição de marcadores 

celulares para a melhor visualização das populações linfocitárias e determinação do 

efeito de idade sobre suas subpopulações, assim como a adição de um desafio 

antigênico para avaliação mais adequada do efeito de dieta sobre a proliferação 

linfocítica. 

As células fagocíticas desempenham papel importante na defesa inata contra 

microrganismos. Os neutrófilos e os monócitos/macrófagos são capazes de eliminar 

a maioria dos microrganismos invasores tanto através da fagocitose quanto do burst 

oxidativo, dois processos distintos. O primeiro envolve a liberação de enzimas líticas 

e peptídeos antimicrobianos dos grânulos intracelulares. O segundo refere-se a 

“explosão respiratória” e envolve a formação de potentes oxidantes (TIZARD, 2009).  

Os resultados percentuais da atividade fagocítica de monócitos, não 

mostraram dados relevantes, visto que houve aumento dessa atividade aos 28 dias 
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do período experimental, independente da idade, dieta ou interações. Entretanto, 

notou-se que os cães alimentados com a dieta adicionada de 0,04% de FAM 

obtiveram tendência a maior percentual dessa atividade por neutrófilos que os 

alimentados com a dieta com 0,08% de FAM (p=0,07). Ao se comparar as médias 

notou-se de maneira significativa, o mesmo efeito em cães adultos alimentados com 

0,04% de FAM em relação aos animais de mesma idade que receberam a dieta com 

0,08% de FAM (p=0,04). Verificou-se maior benefício das mananoproteinas incluídas 

em 0,04% na dieta comparado ao teor de 0,08% sobre a atividade fagocítica de 

neutrófilos, entretanto, não se observou diferença significativa entre 0,04% de FAM e 

a dieta controle, mesmo com os percentuais médios maiores da inclusão de 0,04% 

de FAM. Desta forma, sugere-se que as mananoproteinas possam ter efeitos 

relevantes sobre a atividade fagocítica, entretanto, seus benefícios ao elevar tal 

atividade podem ser dependentes dos teores empregados. Zaine (2014) também 

não encontrou diferenças no percentual fagocítico de monócitos ao comparar cães 

de diferentes raças que foram alimentados com dieta contendo 0,1% de beta-

glucano com dieta controle, assim como também, a adição de 0,1% deste aditivo 

não foi eficaz em elevar o percentual fagocítico de neutrófilos, visto que os valores 

encontrados estavam abaixo do percentual fagocítico evidenciado no grupo de cães 

que não recebeu beta-glucano. Entretanto, esse mesmo estudo demonstrou 

elevação do percentual fagocítico de monócitos ao administrar a mesma dosagem 

de beta-glucano em cápsulas por via oral. O aumento da atividade fagocítica 

também foi verificado em estudo com camundongos jovens e adultos que receberam 

beta-glucano derivado de leveduras, sendo esta elevação dose-dependente, com 

maiores valores observados para os animais que receberam, por via intra-peritoneal, 

250μg da substância; os mesmos efeitos foram observados nos animais que 

receberam beta-glucano por via oral (VETVICKA et al., 2008).   

A produção estimulada de espécies reativas do oxigênio (reactive oxygen 

species - ROS) como o peróxido de hidrogênio, foi inicialmente descrita em 

neutrófilos e macrófagos e foi denominado de burst respiratório ou oxidativo, devido 

ao consumo transitório de oxigênio. Ele é realizado pelo multicompetente complexo 

enzimático presente na superfície celular denominado NADPH (nicotinamide 

adenine dinucleotide phosphate reduced) oxidase, e é crítico para a ação bactericida 
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dos fagócitos. Apesar da importância destas substâncias nos mecanismos de 

proteção na imunidade inata, quando a ativação da produção destas se encontra 

exacerbada pode ocorrer dano em tecidos normais do hospedeiro (ABBAS, 2011). 

No entanto, o aumento de peróxido de hidrogênio (H2O2), que resulta da estimulação 

da NADPH-oxidase é transiente, em parte, devido a presença das enzimas 

antioxidantes, que retornam as suas concentrações para o nível de equilíbrio pré-

estimulação. Assim, as enzimas antioxidantes podem funcionar como "liga-desliga" 

na fase da transdução de sinal por ROS. (FORMAN & TORRES, 2002). O PMA 

(phorbol mirestate acetate) é um desses agentes capazes de estimular a liberação 

de H2O2 por essas células (PICK & KEISARI, 1980). Assim como o 

lipopolissacarídeo derivado de bactérias gram-negativas, que ao induzir aumento no 

consumo de glicose e oxigênio favorecem a capacidade funcional dessas células 

(ZWILLING & EISENSTEIN, 1994). 

Os produtos microbianos estimulam neutrófilos e principalmente macrófagos a 

sintetizar o óxido nítrico sintase (NOS). Esta enzima usa NADPH e o oxigênio para 

agir sobre a L-arginina e produzir óxido nítrico (monóxido de nitrogênio - NO), o qual 

posteriormente transforma-se em nitritos e nitratos. O NO possui grande variedade 

de funções e atua em muitos processos fisiológicos, entre eles na regulação da 

resposta imune. A produção de NO permite também que se destruam 

microrganismos e células tumorais de maneira bastante eficiente (TIZARD, 2009). 

No entanto, nesta pesquisa não foi possível demonstrar efeitos relevantes ao utilizar 

o ensaio de determinação de intermediários reativos do nitrogênio para a avaliação 

indireta da produção de óxido nítrico. O efeito de tempo, assim como a tendência a 

menor produção aos 28 dias foram notadas de forma independente o que dificulta a 

discussão desses resultados. 

Com relação aos resultados da determinação de intermediários reativos do 

oxigênio (H2O2), demonstra-se que os animais que consumiram a dieta T40 

tenderam a produzir mais H2O2 por neutrófilos estimulados por LPS, comparado aos 

que consumiram a dieta controle (p=0,09). Sugere-se, portanto, que as 

mananoproteinas possam favorecer a atividade funcional dessas células que são 

importantes componentes da resposta imune inata. Segundo Abbas et al. (2011) os 

principais componentes do sistema imune inato compreendem além das células 
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fagocitárias como neutrófilos, macrófagos e células NK (natural killer), as barreiras 

físicas e químicas tais como o epitélio, substâncias antibacterianas das superfícies 

epiteliais, proteinas do sangue, incluindo a proteina c reativa (PCR), frações do 

sistema complemento e outros mediadores inflamatórios. Lea et al. (2013) 

demonstraram que a inclusão de 0,08% de FAM na dieta de frangos de corte 

proporcionou aumento da área das células caliciformes no jejuno, o que sugere 

maior produção de mucina e possível efeito benéfico sobre a primeira linha de 

defesa do sistema imune. Che et al. (2012) ao avaliarem o sistema imunológico de 

leitões experimentalmente infectados com o vírus da síndrome respiratória e 

reprodutiva (PRRSV), demonstraram o efeito benéfico de 0,04% de FAM, 

comparado à dieta controle, ao elevar as concentrações séricas de mediadores 

inflamatórios (interleucina-1, interleucina-12 e haptoglobulina), importantes em 

impulsionar tanto a imunidade inata quanto a adquirida mediadas por células. Desta 

forma, evidencia-se a atuação das FAM sobre alguns parâmetros do sistema imune 

inato de cães assim como de outras espécies. Já Chizzotti (2012) encontrou apenas 

correlação com o status inflamatório ao avaliar o efeito das FAM administradas por 

via oral, na forma de cápsulas, sobre as PCR de cães beagles previamente 

desafiados com estímulo vacinal. Não houve diferença significativa entre os 

tratamentos (0, 300, 600 e 900ppm de FAM), porém observou-se interação entre 

tratamento x tempo, havendo a inversão desses valores no T0 e T600, enquanto as 

concentrações de PCR do grupo controle foram menores no tempo zero, estas 

apresentaram-se significativamente maior no tempo 35, o contrário foi observado 

com T600. Desta forma, a inclusão da mananoproteina a partir de 600ppm na dieta 

foi capaz de diminuir a resposta inflamatória nesse estudo.  

Neutrófilos e macrófagos de humanos idosos têm capacidade prejudicada em 

produzir burst oxidativo e oxidantes nitrogenados. Como resultado, estas células 

apresentam menor capacidade que as células de um jovem de destruir as bactérias 

ingeridas (PLACKETT et al., 2004). Contudo, não se verificou tais alterações no 

presente estudo, por não ter sido detectado efeito de idade em nenhum dos dois 

ensaios. Observou-se apenas baixa contagem de neutrófilos segmentados em cães 

idosos, porém a atividade funcional dessas células fagocitárias não mostrou efeito 

de idade. No entanto, observou-se que animais idosos alimentados com a dieta 
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contendo 0,04% de FAM tenderam a maiores produções de H2O2 por neutrófilos 

estimulados por PMA, em relação aos animais adultos que se alimentaram com a 

mesma dieta, o que pode indicar efeito benéfico da inclusão de mananoproteinas na 

dieta de cães idosos sobre a resposta antimicrobiana por neutrófilos. 

De uma forma geral, notou-se que tanto no ensaio de produção de 

intermediários reativos do oxigênio quanto do nitrogênio, não foram encontrados 

resultados relevantes para a cultura de monócitos. Sabe-se que os neutrófilos atuam 

como primeira linha de defesa, sendo rapidamente mobilizados, porém não estão 

sozinhos. As células fagocíticas denominadas monócitos (quando estão na corrente 

sanguínea) ou macrófagos (quando estão nos tecidos) não são menos importantes. 

Essas células diferem dos neutrófilos em sua velocidade de resposta, que é menor, 

nas suas habilidades microbicidas, que são maiores e na sua capacidade de 

estimular as respostas imunes adquiridas (TIZARD, 2009). Atribui-se a falta de 

resultados relevantes e pertinentes à grande variação dos resultados encontrados. 

Embora esta avaliação se utilize de técnicas bem estabelecidas, o procedimento é 

caro, trabalhoso e necessita de grandes volumes de sangue para compor 

quantidade adequada de células. Além disso, o processo de separação celular pode 

estimular as células e levar à perda de populações específicas, levando a resultados 

que não refletiriam a condição in vivo (SCHMITZ et al., 2013).   

O teste de hipersensibilidade cutânea tardia (DTH) é um teste cutâneo 

intradérmico que avalia a capacidade do animal em reagir com resposta imune 

mediada por células (TIZARD, 2009; KIM et al., 2000). A inflamação e o edema que 

ocorrem em resposta aos antígenos vacinais inoculados dentro da pele podem ser 

considerados mediados por células, já que apresentam a evolução e os aspectos 

histológicos da reação de hipersensibilidade do tipo IV, ou seja, desenvolve-se 

resposta inflamatória lenta no local da aplicação (TIZARD, 2009).  

Aos 28 dias do período experimental, independente da idade, notou-se efeito 

significativo na variável hora frente às inoculações de fito-hemaglutinina e vacina. A 

inoculação intradérmica de salina foi eficiente em promover o controle negativo, visto 

que levou ao aumento da espessura cutânea detectado logo após sua inoculação 

(0h), apresentou absorção rápida e regrediu aos valores basais (dados não 

mostrados). A inoculação intradérmica de fito-hemaglutinina (FHG) que estimula a 
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resposta inespecífica, ou seja, imunidade inata, produziu máxima e significativa 

resposta após 24h de sua inoculação (p<0,05), com posterior diminuição nos tempos 

48 e 72h, os quais diferiram significativamente (p<0,05). No tempo 72h, a resposta 

foi similar ao momento 0h e demonstrou a efetividade do sistema imune inato em 

oferecer mecanismos celulares e químicos de resposta rápida. Já a máxima e 

significativa reação vacinal que estimula a resposta específica, ou seja, imunidade 

adquirida, foi atingida após 24h de sua inoculação (p<0,05), permaneceu similar no 

tempo 48h (p>0,05) e diminuiu às 72h, não diferindo das 48h após sua inoculação 

(p>0,05). Entretanto, o aumento em espessura obtido após 72h estava bem acima 

quando comparado ao observado no tempo 0h (p<0,05), o que caracteriza resposta 

adquirida, que é mais prolongada.  

Os resultados referente à máxima resposta observada na fito-hemaglutinina 

corroboram os de Kim et al. (2000) que obtiveram o mesmo efeito de tempo, apesar 

de empregarem menor concentração. Todavia, para o estímulo vacinal a máxima 

resposta foi atingida entre 48 e 72h após sua inoculação, o que diferiu do efeito de 

tempo encontrado nesse estudo. Segundo Tizard (2009) um exemplo importante de 

reação de hipersensibilidade tardia é a resposta à tuberculina, que tem início entre 

12 a 24h após a inoculação intradérmica, alcança maior intensidade em 24 a 72h e 

pode persistir por várias semanas antes de ocorrer a gradual resolução do processo. 

Desta forma, houve variação de tempo da máxima resposta específica. 

Assim como no estudo de Kim et al. (2000), foram utilizados cães 

previamente imunizados com a mesma vacina antes do início do experimento para 

prévia sensibilização. Entretanto, estes mesmos autores utilizaram cães com um ano 

de idade e por isso a resposta máxima no estímulo vacinal pode ter diferido do 

presente estudo, possivelmente pela mobilização de células T de memória, dentre 

outros fatores. Quando o antígeno é inoculado, este será fagocitado pelas células de 

Langerhans, as quais migram para o linfonodo regional onde apresentam o antígeno 

às células T de memória. Essas respondem com a produção de linfócitos T helper 

(Th1) que reconhecem o antígeno quando o encontram na pele e se acumulam ao 

redor dele, a partir daí desenvolve-se a reposta inflamatória (TIZARD, 2009). 

Reconhece-se que cães idosos comparados com jovens, possuem reduzido número 

de células T naive e aumento do número de células T de memória (FUJIWARA et al., 
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2012; TIZARD, 2009). Entretanto, Fujiwara et al. (2012) não encontraram diferença 

no número de células T de memória ao comparar cães de 2, 6 e 10 anos.  

 Independente da idade, a dieta com inclusão de 0,08% de FAM foi eficaz em 

promover aumento na espessura cutânea (mm) dos animais, maior que a dieta com 

inclusão de 0,04% (p<0,05) assim como tendeu a ser maior que a dieta controle 

(p=0,06), o que pode sugerir maior sensibilização da resposta imune inespecífica 

ocasionada pela dieta T80, a qual levou à maior espessura de pele tanto em cães 

adultos como idosos. Segundo Tizard (2009), a fito-hemaglutinina é uma lectina 

estimuladora de células T que provoca reação tecidual local com muitos aspectos de 

resposta de hipersensibilidade tardia. No entanto, sua resposta não é específica e 

sua interpretação pode ser difícil. Com relação ao estímulo específico em cães 

adultos, frente à inoculação de vacina, as mananoproteinas responderam de forma 

similar ao controle, entretanto, verificou-se que a dieta com inclusão de 0,04% de 

FAM obteve maior espessura cutânea que a dieta contendo 0,08% de FAM, o que 

sugere que diferentes teores de inclusão das mananoproteinas podem afetar de 

forma diferente as respostas cutâneas específicas e inespecíficas, e essas 

respostas podem ser maiores em cães adultos do que em idosos.  

Assim como descrito por Gomes (2009) e apontada na revisão feita por Day 

(2010), cães idosos apresentaram em média, comparando-se todos os tempos 

juntos, menor elevação em espessura (mm) quando comparado com cães adultos. 

Observou-se tal resposta diante a inoculação de vacina (p<0,05), assim como notou-

se também, a tendência deste efeito para a inoculação de fito-hemaglutinina 

(p=0,15). A resposta aos estímulos por cães idosos pode sugerir menor reação local, 

correlacionando-se ao menor número de linfócitos T sanguíneos encontrados em 

cães idosos (p<0,05).  

Contudo, os resultados descritos até então, são expressos em espessura da 

pele, em geral, avaliam médias que são obtidas em cada momento (0, 24h, 48h, 

72h), mas não refletem o comportamento da resposta inflamatória ao longo do 

período avaliado. A reação deve ser melhor mensurada em variação percentual de 

espessura cutânea em relação a hora zero, já que os cães podem ter, em média, 

reações iguais e os cães idosos obterem menores elevações em espessura (mm) 
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por sua pele ser mais delgada. Esta forma de avaliação proposta também foi 

realizada por Kim et al. (2000) e Zaine (2010).  

A variação percentual da espessura cutânea em relação à hora zero 

demonstrou que animais idosos tiveram em média elevações percentuais maiores 

que os adultos. No estímulo vacinal, os animais adultos tiveram aproximadamente 

15% de elevação percentual da espessura cutânea após 24h da inoculação, 

enquanto os cães idosos apresentaram percentual próximo de 30%, resposta quase 

2x mais intensa que adultos. No entanto, o estímulo vacinal não se resolveu em 72h 

e nesse momento cães adultos e idosos tiveram elevações percentuais similares. No 

estímulo de fito-hemaglutinina, a resposta de cães idosos foi ainda maior, cerca de 

4x mais que a de cães adultos. No entanto, os cães adultos cessaram o processo 

inflamatório mais rápido que os idosos, visto que os cães adultos apresentaram 

diminuição percentual em relação a hora zero após 48h da inoculação, ou seja, a 

inflamação já estava praticamente resolvida, enquanto os cães idosos ainda 

mantiveram elevações percentuais, o que evidencia a presença de resposta 

inflamatória. 

Os resultados em variação percentual da espessura cutânea em relação à 

hora zero também demonstraram que independente da idade e da hora, houve efeito 

da dieta (p<0,05) em ambos os estímulos, vacinal e de fito-hemaglutinina, e que a 

mananoproteina demonstrou superioridade em relação à dieta controle. De forma 

mais intrínseca, a inclusão de 0,04% de FAM revelou aumento percentual 

significativo na resposta cutânea à aplicação de vacina com relação à dieta com 

0,08% de FAM (p<0,05) e esta, maior que a observada com a dieta controle 

(p<0,05). O aumento percentual ocasionado pelas mananoproteinas pode se 

correlacionar com a tendência a elevação na contagem de linfócitos T em cães 

alimentados com 0,04% de FAM em relação aos que se alimentaram com a dieta 

controle (p<0,15). Esse resultado concorda com os encontrados por Zaine (2010) 

que constatou aumento percentual significativo na resposta cutânea à aplicação de 

vacina polivalente para os cães que consumiram parede celular de levedura (0,2% 

de inclusão) e fração de beta-glucano (0,015% de inclusão). Já Kim et al. (2000) 

também encontraram aumento percentual e, portanto, resposta de DTH intensificada 
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em ambos os estímulos, específico e inespecífico, com cães que tiveram a dieta 

suplementada com luteína. 

Ao se verificar o efeito de dieta x idade, observou-se que apenas os cães 

idosos sofreram variação percentual cutânea influenciada pela dieta. Os animais 

idosos alimentados com mananoproteinas tiveram aumento percentual significativo 

na resposta cutânea à aplicação de vacina em relação aos mesmos animais que se 

alimentaram com a dieta controle. Da mesma forma, frente ao estímulo de FHG, os 

cães idosos que se alimentaram com a dieta com 0,08% de FAM apresentaram 

tendência ao aumento percentual na resposta cutânea maior que os cães que se 

alimentaram com a dieta controle (p=0,06), o que pode sugerir maior estímulo 

imunológico cutâneo inespecífico e específico em cães idosos pelas 

mananoproteinas. Reconhece-se que as mananoproteinas induzem reações de 

hipersensibilidade e produção de citocinas, importantes em reduzir patógenos 

fúngicos (CHAKA et al., 1997; PIETRELLA et al., 2001). 

Na avaliação da imunidade de mucosa, não se observou diferença entre cães 

adultos e idosos sobre as concentrações de imunoglobulina A (IgA) fecal, assim 

como Gomes (2013) e Zaine et al. (2011). Entretanto, esses autores verificaram que 

cães beagles filhotes (avaliações com 5 e 10 meses de idade, respectivamente) 

apresentaram menores concentrações de IgA nas fezes em relação aos cães 

adultos e idosos. Já Maria (2013) encontrou apenas interação idade x dieta ao 

avaliar alimentos com diferentes tipos de fibras, e demonstrou que cães idosos 

alimentados com ração composta por polpa de beterraba (fibra fermentável) tiveram 

maior concentração de IgA nas  fezes do que os adultos que se alimentaram com a 

mesma dieta. Com relação à dieta, verificou-se no presente estudo que apesar da 

variação na concentração de IgA fecal ao longo dos dias, os tratamentos não 

influenciaram a imunidade humoral intestinal e, de forma geral, pode estar 

relacionada à alta variação individual observada.  

A produção constante de IgA, a qual é secretada em grandes quantidades na 

superfície da mucosa intestinal, ocorre devido à contínua estimulação proporcionada 

pela microbiota normal do intestino (GOMES, 2009). Reconhece-se que as bactérias 

benéficas afetam indiretamente o sistema imune ao produzirem substâncias com 

propriedades imuno-estimulatórias, as quais interagem com o sistema imune de 
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várias maneiras, incluindo produção de citocinas, proliferação de células 

mononucleares, fagocitose macrofágica e indução de síntese de maiores 

quantidades de imunoglobulinas, em especial as de classe A (MACFARLANE & 

CUMMINGS, 1999). Assim, a influência ou não da dieta poderia ser melhor 

compreendida ao avaliar a microbiota presente no lúmen intestinal após a inclusão 

dietética das mananoproteinas. Contudo, embora a atual pesquisa não tenha 

avaliado tal parâmetro, Chizzotti (2012) não demonstrou que a contagem de 

bactérias ácido-láticas fecais foram afetadas pela adição de 300, 600 ou 900ppm de 

mananoproteinas (com base na matéria seca) na dieta de cães adultos, assim como 

também não demonstrou efeito sobre a concentração plasmática de IgA, tão pouco 

sobre as concentrações de IgM e IgG, que estão envolvidas nas respostas humorais 

sistêmicas. Portanto, tais dados corroboram os da atual pesquisa ao não demonstrar 

o efeito das mananoproteinas sobre a resposta imune humoral, nas doses 

semelhantes estudadas. Por outro lado, estudos realizados por Swanson et al. 

(2002) demonstraram que a suplementação com 0,3% de MOS apresentou 

influência positiva sobre as populações microbianas com tendência para aumento de 

Lactobacillus, além de tender a elevar a concentração sérica de IgA e de elevar a 

IgA ileal quando consumido em associação com frutoligossacarídeos (FOS). Já 

Middelbos et al. (2007) relataram aumento da IgA ileal com 0,25% de inclusão de 

parede celular.  

Zaine (2010) também não observou alteração das quantidades de IgA fecal 

com adição tanto de PCL quanto de frações beta-glucano1,3/1,6 à dieta de cães 

beagles adultos. Ao estudar a administração oral de 225mg de beta-1,3/1,6-glucano 

na forma de tabletes, Stuyven et al. (2010) encontraram redução significativa de IgA 

salivar e lacrimal e sugeriram como hipótese para esse declínio o direcionamento da 

resposta imune para o tipo T helper 1 (Th1), induzida pelas citocinas IL-12 e TNF-α, 

secretadas após a interação do β-glucano com o receptor dectina-1. Esta hipótese 

também se evidenciou pelo aumento da secreção de IgA após cessar o 

fornecimento de β-glucano.  

O estudo em questão mostrou que as mananoproteinas podem ter efeitos 

tanto sobre alguns parâmetros da resposta inata como adquirida. Entretanto, a 

imunidade adquirida ou específica é composta tanto por respostas mediadas por 
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células como por respostas humorais através dos anticorpos. Ambas se 

complementam para realizar a defesa contra agentes infecciosos e outras 

substâncias estranhas, assim como, de uma maneira geral, as resposta inata e 

adquirida fazem parte de um sistema imunológico integrado, as quais atuam em 

cooperação na defesa do organismo como um todo (ABBAS et al., 2011). Os 

mecanismos característicos pelos quais as frações ativas de mananoproteinas 

atuam sobre a imunidade, no entanto, não são conhecidos. A modulação imune 

decorrente do consumo de prebióticos parece atuar sobre o GALT, tecidos linfóides 

secundários e células em circulação periférica segundo Schley & Field (2002), 

podendo ser resultantes do contato direto com bactérias ácido lácticas, produtos da 

parede celular ou componentes citoplasmáticos com células imunes no intestino, 

pela produção de ácidos graxos de cadeia curta derivados da fermentação ou 

através de mudanças na produção de mucina (SILVA & NORNBERG, 2003).  

Mansour et al. (2002) determinou que elas atuam ligando-se aos receptores 

de manose em macrófagos, os quais servem como um elo entre resposta imune 

inata e adquirida, fato também descrito por Silva (2006)  referente à fração MOS que 

atua na ativação de macrófagos por ocupar os sítios receptores de manose nas 

glicoproteínas de sua superfície celular. Uma vez que esses sítios estejam 

ocupados, inicia-se uma reação em cascata que resulta em ativação dos 

macrófagos e liberação de citocinas. Mais estudos são necessários para esclarecer 

o modo de atuação das mananoproteinas e como estas podem modular o sistema 

imunológico.  

Por fim, procurou-se discutir os efeitos relevantes e que mostraram resultados 

pertinentes ao estudo, entretanto houve dificuldade de obter respaldo na literatura 

para a discussão dos mesmos, visto que há poucos estudos com mananoproteinas, 

e existem poucas informações a respeito dos efeitos do envelhecimento sobre o 

sistema imunológico de cães. Assim, evidencia-se a importância do presente 

trabalho e a necessidade de mais estudos para melhor compreensão desses efeitos 

e dos benefícios do uso de mananoproteinas tanto em cães adultos como em cães 

idosos. 
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8. CONCLUSÃO 

 

Nas condições da presente pesquisa, indica-se a ocorrência de efeitos 

imunomoduladores benéficos das FAM na dieta de cães adultos e idosos. As FAM 

demonstraram efeitos sobre alguns parâmetros das respostas imunes inespecíficas 

e específicas mediadas por células, evidenciados pelo aumento da atividade 

funcional de neutrófilos de cães adultos e idosos, aumento da contagem de linfócitos 

T de cães adultos e maior resposta cutânea de cães idosos aos estímulos de vacina 

e fito-hemaglutinina. 

Cães idosos são afetados pelos efeitos decorrentes do processo de 

imunossenescência, evidenciados pelo decréscimo na contagem linfocitária e 

capacidade de proliferação dessas células e por isso a resposta imune pode ser 

beneficiada com a inclusão de FAM em suas dietas. 
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