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EFEITOS DA ADIGAO DE MANANOPROTEINAS DERIVADAS DA PAREDE
CELULAR DE LEVEDURAS SOBRE PARAMETROS IMUNOLOGICOS DE CAES
ADULTOS E IDOSOS

RESUMO - Acredita-se que as fragdes ativas de mananoproteinas (FAM),
obtidas a partir da extracdo e fracionamento da parede celular de leveduras
(Saccharomyces cerevisiae) possam modular de forma benéfica o sistema imune.
Este estudo avaliou os efeitos imunolégicos das FAM em cades adultos e idosos.
Foram empregadas trés dietas extrusadas, isonutritivas com inclusdo de 0% (TO);
0,04% (T400) e 0,08% de FAM (T800). No total, foram utilizados 36 caes da raga
beagle. Os tratamentos resultaram da combinagdo de idade (adultos e idosos) e
dieta (TO, T400 e T800), gerando seis tratamentos experimentais. Para cada dieta
foram utilizados seis caes adultos (4,0£2,0 anos) e seis caes idosos (11,0£1,0 anos).
O experimento seguiu delineamento em blocos, com trés blocos de 12 cées (seis
adultos e seis idosos, dois cées por idade e dieta). Nos dias zero, 14 e 28, amostras
de sangue foram coletadas para fenotipagem dos leucdcitos sanguineos e ensaio de
fagocitose. Nos dias zero e 28 foram realizados: hemogramas, analises bioquimicas,
teste de linfoproliferagéo, produgao de intermediarios reativos do oxigénio (H20;) e
nitrogénio (NO), avaliagdo da concentracdo de imunoglobulina A fecal e teste de
hipersensibilidade cuténea tardia (DTH). Os dados foram submetidos a analise de
varidncia com medidas repetidas no tempo, exceto o DTH, no qual se analisou
separadamente cada tempo do periodo experimental. As médias foram comparadas
pelo teste de Tukey (p<0,05). A FAM mostrou-se segura nos teores e periodos
estudados. Aos 28 dias, caes adultos alimentados com a dieta T400 em relacdo a TO
apresentaram contagens mais elevadas de linfécitos totais (p<0,05). Ao analisar a
fenotipagem dos leucdcitos sanguineos demonstrou-se que, mais especificamente, o
consumo de 0,04% de FAM pelos cédes adultos elevou a contagem de linfocitos T
totais (p=0,05). Independente da idade, neutrdfilos de caes alimentados com T400,
em relacao a dieta TO, tenderam a produzir mais H,0, (p=0,09). Maiores percentuais
de atividade fagocitica de neutréfilos foram observados em cées adultos que se
alimentaram de T400 em relagdo aos de dieta T800 (p<0,05). Aos 28 dias, o teste
cutaneo mediante inoculagdes de vacina e fito-hemaglutinina (DTH) demonstrou que
caes idosos que se alimentaram com as dietas com FAM em relagdo a dieta
controle, apresentaram maior reacao local, favorecendo tanto a reposta especifica
(p<0,05) quanto inespecifica (p=0,06). Caes idosos sao afetados pelo processo de
imunossenescéncia, evidenciados pelas menores contagens absolutas de linfocitos
T (p<0,05), linfécitos B (p<0,05) e relagao linfécitos T auxiliares/citotoxicos (p<0,05),
menores contagens relativas de linfécitos T auxiliares (p<0,0001), maiores de T
citotoxicos (p<0,01) e tendéncia a menor percentual linfoproliferativo (p=0,11) e por
isso a resposta imune pode ser beneficiada com a inclusdo de FAM em suas dietas.
O estudo indica efeitos benéficos das FAM na dieta de cades adultos e idosos. As
FAM demonstraram efeitos sobre alguns parémetros das respostas imunes
inespecificas e especificas mediada por células, evidenciados pelo aumento da
atividade funcional de neutréfilos de caes adultos e idosos, aumento da contagem de
linfocitos T de cades adultos e maiores respostas cutdneas de caes idosos aos
estimulos de vacina e fito-hemaglutinina.

Palavras-chave: imunidade, Saccharomyces cerevisiae, senescéncia



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 mananoproteinas (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 (TO, 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 (H20;), 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 TO 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 TO diet, tended to produce more
H.0, (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 Iymphocytes (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. INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

A intervengdo nutricional em cées idosos tem por objetivo prolongar e
aumentar a qualidade de vida, assim como retardar o aparecimento das disfuncdes
e doencas relacionadas ao envelhecimento. O envelhecimento pode ser definido
como o conjunto de alteragdes progressivas que ocorrem em varios 0rgaos, com
consequente diminuicdo em sua capacidade funcional. O processo de
envelhecimento pode ser influenciado por alteragdes fisioldgicas e metabdlicas ainda
nao bem definidas em animais de companhia (FAHEY JR. et al., 2008).

Para tal, € necessario entender as alteracbes e mecanismos decorrentes da
idade para se definir as intervengbes que realmente possam prolongar a vida do
animal e manté-lo clinicamente saudavel por maior tempo ao longo de sua vida
(DAY, 2010). O trato gastrintestinal possui além de sua reconhecida funcdo em
prover nutrientes ao organismo, fungéo imunolégica muito ativa determinada por sua
estrutura complexa constituida por diversos tipos celulares especializados
(CUNNINGHAM-RUNDLES & LIN, 1998). As fontes principais de nutrientes para a
mucosa intestinal sdo os compostos absorvidos do lumen gerados pelo processo
digestivo e fermentativo. O fluxo sanguineo apresenta menor importancia no
cumprimento dessa funcdo. Estes compostos absorvidos do Ilumen advém dos
ingredientes da dieta ou sao produzidos e liberados pela microbiota intestinal. Os
microrganismos intestinais cumprem importante papel na digestdo e saude local
(NRC, 2006). A dinadmica inter-relagdo entre nutricdo, imunologia e microbiota do
intestino abre oportunidade para melhorar a saude intestinal e o status imunologico
de caes e gatos em envelhecimento através da formulacdo da dieta. Ingredientes,
processamento industrial, composi¢ao nutricional e alguns carboidratos especiais,
podem ser ferramentas potenciais para fornecer condi¢des ideais de funcionamento
ao intestino frente as alteragdes que ocorrem durante o envelhecimento.

Desta forma, com o crescimento e envelhecimento da populagdo de caes e
gatos no mundo todo, a busca por novas informagdes sobre produtos e servigos que
elevem a expectativa e qualidade de vida dos animais de estimagdo (BERNASCONI
& ALCANTARA, 2007) e também, a maior conscientizacdo com relacdo aos

beneficios da alimentagcdo industrializada para esses animais, como melhor



custo/beneficio e maior promogéo de saude, tem-se elevado o uso de pet food nos
ultimos anos (HAFEZ, 2002). Em 2012, a produg&o nacional de alimentos para caes
e gatos alcangou 2,3 milhdes de toneladas, aumento de aproximadamente 5,0% em
relacéo ao ano anterior (SINDIRACOES, 2013). Segundo a Associagdo Brasileira da
Industria de Produtos para Animais de Estimacdo (ABINPET), em 2012, o Brasil
possuia 106,2 milhdes de animais de estimacdo (37,1 milhdes de cdes e 21,3
milhdes de gatos) que movimentaram as cifras de aproximadamente R$ 14,2 bilhdes
e estima-se que em 2013 o faturamento com o mercado pet tenha aumentado 8,3%
em relacdo a 2012. A alimentagao contribuiu com 68,5% desse total em 2012, o que
demonstra a importéncia do desenvolvimento deste segmento (ABINPET, 2013).

Com a crescente expectativa deste mercado, buscam-se avancos na ciéncia
e tecnologia de alimentos para fornecer para as industrias, técnicas cada vez mais
eficazes para controlar e melhorar a estrutura fisica e composicdo quimica de
produtos alimentares. Os alimentos funcionais estdo entre esses avangos e em
virtude de incluirem componentes fisiologicamente ativos, provéem beneficios
adicionais aos da nutricdo basica e podem reduzir os riscos de doencas ou
promover saude (ROBERFROID, 2002; CUTRIGNELLI, 2011). Neste contexto,
inserem-se os prebidticos, compostos néo digeridos por enzimas, sais e acidos
produzidos pelo organismo animal, mas que sao seletivamente fermentados pelos
microrganismos do trato gastrintestinal (GIBSON & ROBERFROID, 1995).

A obtencdo de co-produtos que favorecem a otimizacdo da nutricdo é
necessaria nao somente sob o ponto de vista nutricional como também comercial e
ambiental. No entanto, as pesquisas com ingredientes, especialmente com relagao
aos teores de inclusao e propriedades funcionais, ainda sao escassas, 0 que limita
as opcdes de uso pela industria. Os co-produtos sdao gerados a partir do
processamento de produtos principais. Dentre eles destaca-se a levedura, produto
derivado da fermentacdo de cana-de-agucar e que € produzido em grande escala
nos dias atuais (VASCONCELLOS, 2010). Diferentes tipos de leveduras sao
utilizados na alimentagdo animal, e estas deixaram de ser apenas uma alternativa
viavel de fonte proteica. O enfoque dos trabalhos zootécnicos mudou e objetiva-se
com o seu uso melhorias de desempenho, prevencdo de doencgas e reforgco do

sistema imune. Como resultado, a industria passou a utilizar as leveduras como um



aditivo profilatico, tendo como exemplo a Saccharomyces cerevisiae, dentre as mais
conhecidas (FREIRE, 2011).

Os principais avangos atuais referentes ao uso de leveduras empregam
tecnologias nutrigendmicas para extracdo e fracionamento da parede celular e
obtencao das fragdes ativas de mananoproteinas (FAM) (FREIRE, 2011; HOOGE et
al., 2013). Os possiveis efeitos benéficos na saude e longevidade de céaes
resultantes do emprego das FAM na dieta sdo pouco estudados até o momento e
espera-se que estes beneficios incluam o bloqueio da colonizacdo de bactérias

patogénicas e a modulagéo do sistema imune, com melhora da saude dos animais.



2. REVISAO DE LITERATURA

21 Imunidade associada a mucosa intestinal e suas alteragées no cao

idoso

E sabido que, assim como ocorre em humanos, cdes e gatos idosos sdo
afetados pelo processo de imunossenescéncia, processo definido como o complexo
multifatorial de mudangas que ocorrem no sistema imunolégico, que predispbe ao
aumento da morbidade e mortalidade devido a infeccdo e doengas associadas a
idade (DAY, 2010).

Um animal é considerado sénior ou idoso quando este diminui sua atividade e
desenvolve outras alteracboes fisicas e comportamentais relacionadas a idade,
portanto, relaciona-se a funcionalidade. Diferentemente, o termo "geriatrico e velho"
refere-se a idade cronoldgica do animal. Geralmente, cdes de ragas grandes ou
gigantes sdo considerados geriatricos aos 5 anos de idade, enquanto os de porte
médio a pequeno sao considerados geriatricos 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 sanguineas mononucleares a
mitégenos; reducao do numero de linfécitos sanguineos periféricos, linfocitos B, T e
linfocitos T CD4+ (auxiliares); aumento de linfécitos T CD8+ (citotoxicos), com
consequente diminui¢do da relagdo CD4+/CD8+. Estas alteragdes em linfécitos do
sangue periférico parecem ocorrer também no interior da lamina propria intestinal do
cao em envelhecimento, com reducdo do numero de células T, e menor atividade
proliferativa das populacbes de células intestinais (DAY, 2010). Embora haja
consenso geral sobre as alteragdes no estado imunoloégico, resultados contraditérios
tém sido produzidos por diferentes grupos de pesquisa (BLOUNT et al., 2005).

Recentemente, estudos sobre as alteragdes fisiologicas relacionadas com a
idade em caes e gatos tornaram-se mais frequentes provavelmente devido ao
aumento da expectativa de vida desses animais (CARCIOFI & GOMES, 2010). Com

o envelhecimento, ocorrem alteragdes fisioldgicas importantes relacionadas a



digestao, dentre outras alteragdes. Fatores como microbiota intestinal, hormdnios da
digestdo, 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 alteragcbes na fungdo do trato gastrintestinal relacionam-se,
principalmente, a diminui¢do na digestibilidade de nutrientes como proteina, gordura
e amido (PEREZ-CAMARGO, 2004; TESHIMA et al., 2010). Em c&es idosos, por
outro lado, ndo foi observada reducéo da digestibilidade dos nutrientes (SHEFFY et
al., 1985; GOMES et al., 2011).

O trato gastrintestinal € continuamente exposto a estimulos antigénicos.
Reconhece-se que mais de 65% das células imunocompetentes do corpo estao
presentes na mucosa intestinal, o que evidencia o importante papel do intestino
como 6rgdo com grande atividade imunolégica (SATYARAJ, 2011). Componentes
dietéticos e seus produtos da digestdo estdo intimamente em contato com o vasto
tecido linféide presente na mucosa intestinal conhecido como GALT (tecido linféide
associado ao intestino - gut asssociated lymphoid tissues) e podem influenciar
ativamente a fungdo imune nesse tecido (SCHLEY & FIELD, 2002). O GALT é
constituido por células que residem na regido da lamina prépria do intestino, entre as
células epiteliais (linfocitos epiteliais) e por tecido linfatico 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
unica classe de anticorpos que é eficientemente secretada através das células
epiteliais para o lumen do trato gastrintestinal (GRIESHOP, 2002).

Estudos recentes sugerem que o consumo de fibras dietéticas fermentaveis e
compostos com efeitos prebidticos podem modular respostas imunoldgicas no
GALT. Os mecanismos desses efeitos ainda ndo estdo esclarecidos. Mudangas na
microbiota intestinal que ocorrem com o consumo de prebidticos podem
potencialmente mediar mudangas imunoldgicas através do contato direto com
bactérias acido lacticas, produtos da parede celular ou componentes citoplasmaticos
com células imunes no intestino, pela producdo de acidos graxos de cadeia curta
derivados da fermentagdao ou através de mudancas na producdo de mucina. No
entanto, mais estudos sdo necessarios para melhor definicdo dessas alteracdes, dos

mecanismos para imunomodulagdo e do impacto sobre a saude imunoldgica



(SCHLEY & FIELD, 2002). Nao se conhecem, também, os efeitos do
envelhecimento sobre as respostas dos animais aos prebidticos e sua acido no
intestino. E possivel que cdes idosos reajam de maneira diferente de cdes adultos
nado idosos, ou que as doses efetivas difram entre as faixas etarias. Esta
pressuposicdo baseia-se no fato de caes idosos apresentarem menor atividade
fermentativa no intestino grosso do que os adultos ndo idosos, com menor formagao
de acidos graxos de cadeia curta (GOMES et al., 2011).

2.2. A parede celular da levedura Saccharomyces cerevisiae e suas

frag6es com potencial fungao imune

As leveduras sdo fungos, organismos unicelulares, eucariontes, usadas
amplamente no campo das ciéncias, medicina e biotecnologia (OSUMI, 1998). A
célula da levedura possui varios componentes, destacando-se os derivados de sua
parede celular como os mais pesquisados em relagdo a acado sobre a imunidade e
microbiota (ROBINOW & JOHNSON, 1991). A composi¢cado estrutural da parede
celular da Saccharomyces cerevisiae, que esta localizada do lado externo da
membrana plasmatica, consiste de uma camada interna que provém firmeza a
parede celular e é constituida por glucanas beta-1,3 e beta-1,6, que estao
complexadas com quitina, e uma camada externa que é composta por

mananoproteinas ligadas a camada interna de glucanas (OSUMI, 1998; Figura 1).



Figura 1. Composicdo da parede celular de
leveduras Sacharomyces cerevisiae (OSUMI, 1998).
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Stratford (1994) refere que a parede celular da levedura Saccharomyces
cerevisae possui 80% a 85% de polissacarideos, principalmente glucanos e
mananos. A maioria das proteinas esta relacionada com os mananoligossacarideos
(MOS) e é referido como complexo mananoproteinas (MORALES-LOPEZ et al.
2009). As mananoproteinas e sua porgdao de carboidrato (a-d-manano) séao
responsaveis pelo reconhecimento, interagdes célula-célula, interagdes com o meio
e determinam a especificidade antigénica da levedura (RUIZ-HERRERA, 1991). Os
constituintes principais da parede celular de levedura, beta-glucanos e alfa-
mananos, sao capazes de modular pronunciadamente o sistema imune por meio de
interagdes especificas com varias células imunocompetentes (MEDZHITOV &
JANEWAY, 2000).

Reconhece-se que a fragdo mananoligossacarideos da parede celular de
levedura tem um efeito prebidtico, ndo sendo digerida pelo organismo animal e
sendo fermentada seletivamente no intestino grosso, estimulando o crescimento
elou a atividade metabdlica 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 substancias com propriedades
imuno-estimulatérias as quais interagem com o sistema imune de varias maneiras,
incluindo producao de citocinas, proliferagcdo de células mononucleares, fagocitose
macrofagica e inducédo de sintese de maiores quantidades de imunoglobulinas em
especial as de classe A (MACFARLANE & CUMMINGS, 1999).



Ademais, reconhece-se também a atuacdo direta do MOS na fase de
colonizagdo de bactérias patogénicas, ligando-se as fimbrias dessas bactérias,
tornando-as indisponiveis para a aderéncia a mucosa intestinal e eliminando-as
pelas fezes (HOOGE et al., 2013). Da mesma forma, sugere-se que as
mananoproteinas e sua porgcdo de carboidrato possuam o mesmo efeito devido a
afinidade pelas fimbrias tipo 1 manose-especificas, de bactérias patogénicas como
Escherichia coli e Salmonella (LEA et al., 2013).

Outros beneficios da adicdo de MOS a dieta incluem: modificagcdes benéficas
nas caracteristicas anatémicas do TGl, através da manutengdo da integridade da
parede intestinal e melhora na saude intestinal como maior altura de vilosidades,
maior numero e/ou area de células caliciformes, as quais sao responsaveis pela
producdo de mucina, glicoproteina presente no muco que protege a superficie
intestinal. O aumento de sua produgdo sugere melhor resposta de defesa quando
desafiadas por agentes patogénicos (LEA et al. 2013; HOOGE et al., 2013).

O MOS também atua na ativacdo de macrofagos por ocupar os sitios
receptores de manose nas glicoproteinas de sua superficie celular. Uma vez que
esses sitios estejam ocupados, inicia-se uma reagdo em cascata que resulta em
ativacdo dos macrofagos e liberagdo de citocinas, 0 que caracteriza ativagdo da
resposta imune adquirida (SILVA, 2006).

Hooge et al. (2013) referem-se a modulagdo do sistema imune pelos
mananoligossacarideos dietéticos através da presencga destas fragbes e de bactérias
patogénicas, que juntos no lumen intestinal, funcionam como adjuvantes e um
sistema antigénico, permitindo aumento da antigenicidade e resposta imune
superior. Ademais, acredita-se que MOS possa estimular tanto a resposta sistémica
quanto a associada ao intestino, atuando como antigeno nao patogénico 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 acdo de MOS sobre a imunidade em caes
adultos e demonstraram que o consumo desta fragcdo aumentou a porcentagem de
linfécitos sanguineos, tendeu a elevar a concentragdo sérica de IgA e, quando
consumido em associagao com frutoligossacarideos (FOS) levou ao aumento de IgA

ileal. Outros autores (MIDDELBOS et al., 2007) relataram aumento da IgA ileal com



0,25% de inclusdo de parede celular, achado que indica, portanto, aumento da
imunidade local. Estudos de nosso grupo de pesquisa (GOMES, 2009; ZAINE, 2010)
demonstraram que a inclusao de até 0,45% de parede celular de levedura na dieta
de cées promove aumento de linfécitos T e B circulantes e maior resposta de
imunidade cutanea tardia em caes, sugerindo importante efeito imunoloégico.

No entanto, apesar dos avancos nos estudos com a parede celular e com a
fragdo mananoligossacarideos para elucidar seus papéis na inter-relagdo nutrigao,
microbiota e imunidade, para a fragdo de mananoproteinas muito pouco se sabe,
principalmente em relagdo a seus efeitos sobre a modulagdo do sistema imune.
Atualmente reconhece-se o efeito benéfico das mananoproteinas como promotores
de crescimento em frangos de corte. Um estudo de meta-analise, com dezoito
relatos de comparacdes entre dieta controle e dieta com inclusées 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, diminuiram a taxa média de
conversao 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, 4009/t e 800g/t) sobre o desempenho de
frangos de corte. Entretanto, avaliaram também morfologia intestinal, numero e area
de células caliciformes. As mananoproteinas quando utilizadas na alimentagao
dessas aves demonstraram efeito positivo sobre o desempenho de frangos de corte
nas fases inicial e de crescimento, assim como aumentaram a area de células
caliciformes no jejuno, tal fato que pode sugerir consequente aumento na produgéo
de mucina.

Ja Che e colaboradores (2012) estudaram o mesmo produto e seus efeitos
sobre o sistema imunolégico de leitdes experimentalmente infectados com o virus da
sindrome respiratoria e reprodutiva (PRRSV) mostraram o efeito benéfico de 0,04%
sobre as concentragdes séricas de mediadores inflamatérios, importantes em
potencializar tanto a imunidade inata quanto a mediadas por células.

Estudos com frangos demonstraram que a adi¢do 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 figado e aumento na altura das
vilosidades intestinais (MORALES-LOPEZ et al., 2009).

Chizzotti (2012) iniciou os estudos com cées e avaliou os efeitos da
administracdo de FAM por via oral, na forma de capsulas (300ppm; 600ppm e
900ppm em base de matéria seca), na digestibilidade, microbiota intestinal,
imunidade humoral e inflamagao. O estudo ndo observou efeitos relevantes sobre a
digestibilidade dos nutrientes, microbiota intestinal e imunidade humoral
(imunoglobulinas A, M e G), mas as mananoproteinas apresentaram forte relagéo
com o status inflamatorio de c&es adultos. Nesse estudo, demonstrou-se
comportamento quadratico na concentragado plasmatica de fibrinogénio em fungéo
da suplementagao, com reduc¢ao acentuada na suplementacao de 300 e 600ppm de
mananoproteina em comparagdo ao grupo controle. Sobre as proteinas c reativas,
nao houve diferencga significativa entre os tratamentos (0, 300, 600 e 900ppm de
FAM), porém observou-se interagao entre tratamento x tempo, havendo a inversao
desses valores no TO e T600. Enquanto as concentragbes de PCR do grupo controle
foram menores no tempo zero, estas se apresentaram significativamente maior no
tempo 35, o contrario foi observado com T600.

Diferentes fracbes extraidas da parede celular de leveduras podem ter
diversas propriedades imunoldgicas relatadas devido ao fato de cada fragao diferir
no grau de polimerizagao de mananos, tipos de ligagdes terminais das sequéncias
de mananos, estrutura e propor¢ao de mananos e beta-glucanos (CHE et al., 2012).
E possivel assim, devido ao importante papel das mananoproteinas sobre o
reconhecimento celular e interagao da levedura com o meio externo, que esta fragao

tenha importante efeito imunomodulador quando consumida pelo animal.
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3. OBJETIVOS

Com base no exposto, objetivou-se avaliar a agdo de fragbes ativas de
mananoproteinas derivadas da parede celular de Saccharomyces cerevisiae sobre a
resposta imune de caes idosos e adultos. Para alcangar este objetivo, foram
avaliados em cées idosos e adultos, diferentes teores de inclusdo de fracbes ativas
de mananoproteinas no alimento sobre a resposta imunoldgica. Para tais avaliagdes,
realizaram-se técnicas de fenotipagem de leucdcitos, analise de imunoglobulina A
fecal, determinagdo da produgao de intermediarios reativos do oxigénio e nitrogénio
por mondcitos e neutrofilos, ensaio de proliferagdo de linfécitos, fagocitose por

monocitos e neutrdfilos e teste de hipersensibilidade cutanea tardia.
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4. MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado no Laboratério de Pesquisas em Nutricdo e Doencgas
Nutricionais de Caes e Gatos “Prof. Dr. Flavio Prada”, da Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias, FCAV/Unesp, Campus de Jaboticabal, SP.

O projeto de pesquisa foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da mesma instituigdo (protocolo n°019122/12).

4.1. Animais

Foram utilizados 36 caes da raga beagle. Para cada dieta experimental foram
utilizados seis cées adultos com idade entre dois a seis anos e seis caes idosos com
idade superior a 10 anos, machos ou fémeas, ndo castrados, com escore de
condi¢do corporal 5 (LAFLAMME, 1997), imunizados com as vacinas polivalentes
(Duramune® Max - 5CvK/4L, contra parvovirose, cinomose, adenovirus tipo 2,
hepatite, parainfluenza, coronavirose e leptospirose sorovares L. canicola, L.
icterohaemorrhagiae, L. gripppotyphosa e L. pomona; Fort Dodge Saude Animal,
Campinas, Brasil) e anti-rabica (Canigen R®, Virbac Saltde Animal, Sdo Paulo,
Brasil). A condigao de higidez dos animais foi verificada previamente por meio de
exames fisico, sanguineo e coproparasitolégico. Os caes foram alojados em canis

com solario de 1,5m x 4,0m, durante o periodo do estudo.

4.2. Dietas experimentais

Inicialmente, os animais foram submetidos a adaptacdo pré-experimental
realizada com uma dieta comercial (Her6i Adulto Carne, Mogiana Alimentos S.A.,
Campinas, Brasil), em quantidade suficiente para manter o peso corporal durante o
periodo de quatro semanas, atendendo os padrées minimos recomendados pela

AFFCO (2009). Utilizou-se esta dieta para adaptacao, por ser ela desprovida da
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adicdo de derivados de levedura e desta forma, excluir-se a possibilidade de
interferéncia de ingredientes presentes nesta dieta na coleta basal, na tentativa de
uniformizar os grupos experimentais e homogeneizar as varidaveis bioldégicas em
estudo.

Para a pesquisa, as dietas experimentais foram formuladas com o auxilio do
software SuperCrac (TD Software, Vigosa, Brasil). As férmulas e as composigdes
quimicas analisadas das dietas encontram-se apresentadas na Tabela 1. Para a
execugdo do estudo foram empregadas trés dietas extrusadas, isonutrientes,
formuladas de modo que suas composicdes nutricionais atendessem as
recomendagdes para caes adultos em manutencdo (AAFCO, 2009). Estas foram
produzidas na Fabrica de Racdes do Departamento de Zootecnia da Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Campus de Jaboticabal — SP.

A mistura dos ingredientes de cada dieta foi moida previamente a extrusao
em moinho com peneira de 0,8mm e em seguida extrusada (Extrusora MAB 400S).
As condi¢cdes de processamento foram controladas (produtividade, pressao de
vapor, temperatura de extrusido, temperatura de secagem, umidade do extrusado,
densidade do extrusado, umidade do alimento apds a secagem e atividade de agua
do alimento seco), procurando-se manter as mesmas condigdes de processamento
para todos eles.

Na formulagdo e processamento, foram utilizados trés teores de inclusdo da
fracdo ativa de mananoproteina (FAM), com base na matéria natural: TO: controle
negativo, com 0% de FAM; T400: com 0,04% de FAM e T800: com 0,08% de FAM.
A mananoproteina empregada no estudo (Actigen™, Alltech, Lexington, Kentucky) é
derivada da parede celular de Saccharomyces cerevisiae. Sua inclusdo na férmula
substituiu 0 milho e os demais ingredientes foram mantidos em porcentagens fixas.
Os ingredientes foram obtidos a partir de um unico lote para se evitar a variabilidade
entre os tratamentos.

A quantidade de alimento administrada aos caes foi calculada de acordo com
a energia metabolizavel da dieta e a necessidade energética de cada animal (NRC,
2006). Os caes foram pesados semanalmente, sendo entdo a quantidade de

alimento fornecida ajustada para que os animais mantivessem peso constante. A
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quantidade total diaria foi dividida em duas refeigdes iguais, oferecidas as 8:30 e
17:30 horas.

Tabela 1. Férmula e composicdo quimica analisada das dietas experimentais.
Jaboticabal, 2014.

Férmula das dietas

Valores sobre a matéria natural (%)

Ingredientes

TO T400 T800
Milho grao 10,00 9,96 9,92
FAM' - 0,04 0,08
Farinha de visceras 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
Oleo de visceras de frango 8,20 8,20 8,20
Palatabilizante 2,50 2,50 2,50
Cloreto de potassio 0,40 0,40 0,40
Sal comum 0,40 0,40 0,40
Premix mineral e vitaminico? 0,30 0,30 0,30
Cloreto de colina 0,20 0,20 0,20
Antifungico® 0,10 0,10 0,10
Antioxidante® 0,05 0,05 0,05

Composic¢ao quimica analisada das dietas
Matéria Seca (%) 93,60 93,30 94,10
Valores sobre a matéria seca

TO 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
Calcio (%) 1,80 1,60 1,70
Fosforo (%) 1,10 1,00 1,10
CaP 1,60 1,60 1,50
Energia bruta (kcal/kg) 4680,00 4681,00 4636,00

TO - 0% de FAM; T400 - 0,04% de FAM; T800 - 0,08% de FAM. 1- FAM - Fragdes ativas de
mananoproteinas, Actigen'™ Alltech, Lexington, Kentucky (proteina bruta minima = 280g/Kg;
indicagéo: 200 a 800g/ton - dados informados pelo fabricante). 2- Adigdo por quilograma de dieta:
Ferro 100mg, Cobre 10mg, Manganés 10mg, Zinco 150mg, lodo 2mg, Selénio 0,3mg, Vitamina A
18000UI, Vit. D 1200Ul, Vit. E 200Ul, Tiamina 6mg, Riboflavina 10mg, Acido pantoténico 40mg,
Niacina 60mg, Piridoxina 6mg, Acido félico 0,30mg, Vit. B12 0,1mg. 3- Mold Zap Aquativa, Alltech
Brasil Agroindustrial Ltda: propionato de aménio, propanodiol, acido propibnico, acido acético, acido
latico, acido ascorbico, acido férmico, sorbato de potassio, veiculo q.s.p. 4 - Banox, Alltech Brasil
Agroindustrial Ltda: BHA, BHT, galato de propila e carbonato de calcio.
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4.3. Delineamento experimental

Os tratamentos foram conduzidos em esquema fatorial 2x3, com duas faixas
etarias (adultos e idosos) e trés dietas (TO, T400 e T800) que resultaram em seis
tratamentos experimentais. O experimento seguiu delineamento em blocos, com trés
blocos de doze cées cada um (seis adultos e seis idosos), tendo como fator de bloco
a repeticdo experimental. Conforme mostrado na Figura 2, cada periodo
experimental durou 28 dias. Nos dias zero, 14 e 28, amostras de sangue foram
coletadas para quantificagdo fenotipica dos leucdcitos sanguineos e ensaio de
fagocitose e nos dias zero e 28, amostras de sangue foram coletadas para a
realizacdo de hemogramas, exames bioquimicos, ensaio de proliferagcao celular e
determinagcdo da producdo de intermediarios reativos do oxigénio e nitrogénio.
Adicionalmente, nos dias zero e 28 foram realizados o teste de hipersensibilidade

cutanea tardia e avaliagdo da concentragao de IgA fecal.

Figura 2. Analises experimentais e seus respectivos dias em que
foram realizadas durante o periodo experimental.

Dia 0 Dia 14 Dia 28
* Quantificacdo * Quantificagdo * Quantificacio
imunofenotipicados imunofenotipicados imunofenotipicados
leucdcitos sanguineos leucocitos sanguineos leucocitos sanguineos
* Ensaio de fagocitose * Ensaio de fagocitose * Ensaio de fagocitose
* Avaliacoes *» Avaliacdes
hematologicas e hematologicas e
bioquimicas bioquimicas
* Ensaio de proliferacéo * Ensaio de proliferacdo
celular celular
* Determinacéo da * Determinacéo da
producgiode produciode
intermediarios reativos intermediarios reativos
do oxigénio e nitrogénio do oxigénio e nitrogénio
» Avaliacdoda * Avaliacdoda
concentraciodeIgA concentragio delgA
fecal fecal
*» Testede * Testede
hipersensibilidade hipersensibilidade
cutanea tardia cutanea tardia
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4.4. Hemogramas e determinagoes bioquimicas

Foram realizados hemogramas (contagens de hemacias, leucdcitos,
plaquetas, hemoglobina e hematdcrito) e determinagées bioquimicas (mensuragao
da atividade sérica da alanina aminotransferase (ALT) e fosfatase alcalina (FA) e
das concentracbes séricas de uréia, creatinina, proteinas totais, albumina,
triglicérides e colesterol), utilizando-se cinco mililitros de sangue coletados por
venipuncdo da veia jugular. As amostras foram divididas em duas aliquotas: 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 inicio do experimento e ao final do periodo experimental (dias
zero e 28) e analisadas no Laboratério de Patologia Clinica do Hospital Veterinario
da FCAV/Unesp, Jaboticabal, SP.

As contagens de hemacias, leucécitos, plaquetas, hemoglobina e hematdcrito
foram obtidas logo apds a coleta sanguinea, com auxilio de um contador automatico
de células veterinario ABC (Horiba ABX Brasil, Sdo Paulo). A contagem diferencial
dos leucécitos foi obtida através de esfregagcos sanguineos corados com mistura de
Metanol — May Grunwald — Giemsa (MGG) e avaliados em microscopia Optica. A
férmula leucocitaria absoluta foi obtida a partir das contagens global e diferencial das
células leucocitarias, por regra de trés direta.

Para as analises bioquimicas, os tubos contendo sangue sem anticoagulante
foram centrifugados a 2500rpm por 5 minutos para a coleta do soro e, entdo, foram
armazenadas em freezer -20°C. As analises foram realizadas em sua totalidade no
final do estudo com o emprego de kits de reagentes especificos para cada
parametro, e as leituras realizadas em aparelho analisador bioquimico semi-
automatico (modelo LABQUEST, Labtest Diagndstica Ltda, Lagoa Santa — MG).
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4.5. Avaliagao da concentragao de IgA fecal

No inicio e final do periodo experimental (dias zero e 28), amostras de fezes
frescas (no maximo 15 minutos apds eliminacéo) foram recolhidas em trés dias
consecutivos (inicio: dias -2, -1 e 0; final: dias 26, 27 e 28), imediatamente
armazenadas em sacos hermeticamente fechados e congeladas em freezer -20°C.
Antes das andlises laboratoriais, as amostras foram descongeladas e
homogeneizadas, de modo a se compor uma amostra por periodo e animal. A
extracdo de imunoglobulina A (IgA) fecal foi realizada por extracdo salina de acordo
com Peters et al. (2004), onde a matéria fecal foi descongelada a temperatura
ambiente, na sequéncia pesado 1g da amostra (peso umido). A esta foi adicionada
10mL de solugédo composta por PBS (0,01M; pH 7,2-7,4); 0,5% tween 80 e 0,05% de
azida sodica, com posterior homogeneizagao. A suspensao foi centrifugada a 1500G
por 20 minutos a 5°C. Uma porg¢ao do sobrenadante (2mL) foi transferida para um
microtubo graduado contendo 20 microlitros de coquetel inibidor de protease®
(Sigma-Aldrich, Sdo Paulo-Brasil), sendo entdo, a amostra homogeneizada e depois
centrifugada a 15.000G por 10 minutos a 5°C e o sobrenadante transferido a um
microtubo graduado estérii e novamente armazenado em freezer -20°C para
posterior andlise. A quantificagdo da concentracao total de IgA no extrato de fezes
foi realizada em sua totalidade no final do estudo, através do emprego de um kit de
ELISA especifico 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 padrao realizada no momento da analise com

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

4.6. Teste de hipersensibilidade cutanea tardia

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

Para a sua realizagao foram inoculados pela via intradérmica, na fossa paralombar
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dos animais, apos a devida tricotomia e assepsia, 100uL de cada uma das solucdes
que seguem: 1) solugao 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 inespecifica; 3) vacina polivalente para caes (Duramune®
Max - 5CvK/4L, contra parvovirose, cinomose, adenovirus tipo 2, hepatite,
parainfluenza, coronavirose e leptospirose sorovares L. canicola, L.
icterohaemorrhagiae, L. gripppotyphosa e L. pomona; Fort Dodge Saude Animal,
Campinas, Brasil) para mensurar a resposta especifica. A espessura da pele foi
mensurada com o medidor digital de espessura (Mitutoyo modelo 700-122, Téquio,
Japao) calibrado para exercer pressdo automatica no local da leitura, com forga de
2N, nos momentos zero, 24, 48 e 72h apds as inoculagdes intradérmicas. Este teste

foi conduzido nos dias zero e 28 do periodo experimental.

4.7. Fenotipagem de leucécitos

As subpopulagdes leucocitarias foram avaliadas por citometria de fluxo.
Foram quantificados os linfécitos T totais (CD5+), T auxiliares (CD4+), T citotoxicos
(CD8+), linfécitos B (CD21+) e mondcitos (CD14+) no sangue periférico. Estas
contagens foram obtidas nos dias zero, 14 e 28 do periodo experimental. Os estudos
citofluorométricos foram realizados num prazo maximo de 24 horas apds a coleta do
sangue. Para tanto, as aliquotas do sangue periférico foram encaminhadas ao
Laboratério de Citometria de Fluxo da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Ribeirao Preto - USP. A cada tubo foram adicionados 100uL de sangue com EDTA
e, na sequéncia, 2uL 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 (linfécitos T
auxiliares); Tubo 4: CD5/CD8: CD5 FITC + CD8 PE (linfécitos T citotoxicos); Tubo 5:
CD21 PE (linfécitos B) e Tubo 6: CD14 FITC (monécitos).

Apos estas etapas, os tubos foram incubados por 20 minutos a 4°C,

protegidos da luz. Um mililitro de solugdo de lise de hemacias 1:10 (FACS
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LysingSolution — Becton Dickinson) foi adicionado a cada tubo, seguido da
homogeneizagcdo e incubacdo por dez minutos a 4°C protegidos da luz.
Posteriormente, foi realizada a lavagem do material com PBS (tampéo fosfato-salino;
137 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 8,1 mM Na2HPO4, 1,5 mM KH2PO4; 0,01M; pH 7,2-7,4) por
trés vezes, que consistiu na centrifugagcdo a 2000rpm por trés minutos,
desprezando-se o sobrenadante, seguido da adicdo de dois mililitros de PBS.
Depois de desprezado o sobrenadante, foram adicionados 500uL de PBS + formol
(1%) e as amostras foram, entdo, submetidas a analise no citofluorébmetro
(FACSCanto®, Becton Dickinson Immunocytometry System, Mountain View, CA,
USA) para classificagdo e contagem das subpopulagdes linfocitarias. As
porcentagens de células foram aplicadas as contagens de leucécitos do hemograma
para se obterem os valores absolutos. A relacdo CD4/CD8 também foi calculada,

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

4.8. Determinagao da producao de intermediarios reativos do oxigénio
(H202) e do nitrogénio (NO)

Nos dias zero e 28 do periodo experimental foram coletados 24mL de sangue
periférico de cada animal e colocados em tubos de ensaio estéreis contendo
10uL/mL de heparina (Hepamax-S®, Blausiegel, Cotia, SP, Brasil). Inicialmente,
realizou-se a separacao celular, conduzida em capela com fluxo laminar de forma
asséptica, para a determinacéo da producgao de peroéxido de hidrogénio (H20;), 6xido
nitrico (NO) e ensaio de proliferagao posteriormente descrita. Em um tubo falcon de
15mL foram colocados vagarosamente pela parede do tubo para que nao se
misturassem 4,5mL de Histopaque 1119 (cat. 11191 — Sigma-Aldrich), 3mL de
Histopaque 1077 (cat. 10771 — Sigma-Aldrich) e, por ultimo, 6mL de sangue total.
Para cada animal foram utilizados quatro tubos e estes foram centrifugados a 700G,
por 30 minutos a 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 (tampao fosfato-
salino; 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 8,1 mM Na2HPO4, 1,5 mM KH2POs4; 0,01M; pH 7,2-
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7,4). A lavagem consistiu na adi¢do de PBS e centrifugacédo a 360G por 10 minutos,
desprezando-se o sobrenadante e desfazendo-se do botdo celular. Para a lise de
hemacias, foram adicionados 2mL de solucéo de lise estéril (4,01g de NH4CI 0,15M;
0,5g de KHCO3; 10 mM; 0,0186g de EDTA 0,1mM e 500mL de agua Mili Q gsp), e
homogeneizado por dois minutos, seguido da complementagdo do volume do tubo
com PBS. Repetiu-se a centrifugagédo, descartou-se o sobrenadante e o botéo
celular desfez-se. Repetiu-se a lavagem com PBS e, entdo, 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 heterdlogo
inativado (Fetal Bovine Serum, cat. 10437077, Life Technologies, Carlsbad, EUA).

A contagem, identificagdo e viabilidade dos neutrofilos foram realizadas
através da coloracdo em azul tripan e dos mondcitos através da incorporagcao pelo
vermelho neutro e incubagdo em estufa a 37°C por 10 a 20 minutos. A concentracao
foi ajustada para 3x10° neutrdfilos/mL ou mondcitos/mL com posterior plaqueamento
em ftriplicata da suspenséo celular (100uL/pogo) em placas de microculturas de
fundo chato com 96 orificios. As placas com células mononucleares foram incubadas
por uma hora a 37°C com 5% de CO; (Thermo Fisher Scientific Revco, Mod.
RCO3000T-9-ABC, Waltham, MA, EUA), para aderéncia dos mondcitos. Tanto para
as células mononucleares quanto para polimorfonucleares foram plaqueados pocos
com somente células e pogos em que as células foram estimuladas com 1ug/pogo
de LPS (E. coli Lipopolysaccharide, cat. L2654 — Sigma-Aldrich) e entédo, as placas
foram incubadas por mais 36 horas a 37°C com 5% de CO,.

ApOs a separagao celular e a cultura das células mononucleares e
polimorfonucleares determinou-se a producao de H,O, segundo método descrito por
Pick & Keisari (1980) e adaptado por Pick & Mizel (1981). Para os mondcitos, o
sobrenadante foi retirado dos pogos das placas de culturas, ja que as células
permaneceram aderidas ao fundo da placa. Para a cultura de neutréfilos o
sobrenadante foi mantido. Em cada pocgo foi acrescentado 100uL de solugéo
tampéao. A solugcdo tampéao foi constituida de 7,8mL de agua destilada; 0,8mL de
solugao A (800mL de H,O destilada; 80g de NaCl; 2,0g de KCI; 2,0g de KH2POy;
11,5g de Na;HPO,); 0,1mL de solugdo B (100mL de H,O destilada; 1,0g CacCly,);
0,1mL de solugao C (100mL de H,O destilada; 1,0gr MgCl,); 0,1mL de vermelho
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fenol (100mL de H,O destilada; 1,0g de phenol red); 0,1mL de peroxidase (10mg de
peroxidase; 2,0mL de tampéo fosfato) e 1,0mL de glicose (100mL de H20 destilada;
1,0g de glicose). Posteriormente, acrescentou-se 10uL de PMA (phorbol myristate
acetate) nos pogos previamente mapeados e as placas foram incubadas por 60
minutos a 37°C com 5% de CO,. Apds esse periodo, a reacdo foi bloqueada com
10uL de NaOH 1N. A leitura foi realizada em leitor de ELISA com filtro de 630nm e
os resultados expressos em nanomols (nmols) de H,0, por 3x10° células, a partir de
curva padrao estabelecida em cada ensaio, constituida por concentracées molares
conhecidas com variagao de 0,25 a 16,00nM.

Apoés a separagao celular e a cultura das células mononucleares e
polimorfonucleares determinou-se também a produgcao de oxido nitrico, o qual foi
dosado no sobrenadante, tanto de células mononucleares quanto de
polimorfonucleares. O NO decompde-se em nitritos (NO-;) e nitratos (NO-3) no meio
de cultura. A producdo de NO-, pelos neutrdfilos foi dosada pelo método
colorimétrico baseado na reacdo de GRIESS (GREEN et al., 1982). Aos
sobrenadantes foram adicionados 100uL de reagentes de GRIESS, que contém n-
(1-naftil)-etil-enediamina (NEED - Sigma Chemical Co. St Louis, MO) diluido a 0,1%
em agua destilada, e sulfanilamida (Sigma Chemical Co., St Louis, MO) diluida a 1%
em H;PO, 5%. Estes reagentes, NEED e sulfanilamida, foram misturados em
volumes iguais no momento da reacgao. A leitura foi realizada em leitor de ELISA a
550nm e os resultados expressos em pmoles de NO por 3x10° células, a partir de
curva padrao estabelecida em cada ensaio, constituida de concentragbes molares

conhecidas com variagao de 0,78 a 100,00uM.

4.9. Ensaio de proliferagao

O ensaio de proliferacdo foi realizado com o auxilio do kit comercial Cell
Trace™ CFSE Cell Proliferation (cat. C34554, Molecular Probes, Oregon, USA) que
permite a marcagao e visualizagao de células por citometria de fluxo. O kit contém o
corante fluorescente CFSE (carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester) o qual

por difusdo passiva penetra nas células onde ocorre a ativacdo da molécula
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fluorescente que através da mitose é herdado pelas células filhas, sem ocorrer
transferéncia da fluorescéncia 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 periodo experimental foram coletadas amostras de
sangue para a separagao de ceélulas mononucleares como descrito no item 5.8.
Entretanto, para o ensaio de proliferagao celular, as células mononucleares foram
ressuspensas em 1mL de meio de cultura RPMI 1640 simples (cat. R8758 - Sigma-
Aldrich). A contagem, identificacdo e viabilidade das células foram realizadas através
da coloracdo em azul tripan. A concentracdo celular foi ajustada para 5x10°
células/mL.

Para a cultura celular foi utilizado uma placa de microcultura de fundo em “U”,
adicionando-se em duplicata: 100uL da suspensao celular + 100uL 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 heterdlogo inativado -
Fetal Bovine Serum, cat. 10437077, Life Technologies, Carlsbad, EUA) para a
determinagdo das células ndo marcadas (controle negativo); 100uL de células
marcadas com CFSE + 100uL de meio de cultura completo, para a determinacao
das células marcadas com CFSE (controle positivo); e 100uL de células marcadas
com CFSE + 100puL de solugdo de Concanavalina A (ConA; 100ug/mL) diluida em
meio completo 1:10. A placa foi entdo incubada em estufa a 37°C com 5% de CO;
por cinco dias. Apos a cultura, as células foram transferidas para seus respectivos
tubos de citometria, de maneira que a duplicata se somasse em um unico tubo. Os
tubos foram centrifugados para a retirada do sobrenadante e adicao de PBS (tampao
fosfato-salino; 137 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 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 maximo de 24 horas apos a coleta do sangue. Para tanto, as amostras
foram encaminhadas ao Laboratério de Citometria de Fluxo da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdao Preto — USP. Os resultados adquiridos pelo

citdmetro 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 periodo
experimental, com o auxilio do kit comercial pHrodo™ E. coli Bio Particles® (cat.
A10025, Molecular Probes, Inc., Oregon, USA). O método baseia-se na mensuragao
da atividade fagocitica das células presentes no sangue total através da acidificagcao
do corante pHrodo™ que, quando dentro do fagossomo, emite seu maximo de
fluorescéncia devido ao pH acido (SAHLIN et al., 1983; TAKAHASHI et al., 1993).
Para cada amostra experimental preparou-se um tubo de citometria com 100uL de
sangue total heparinizado (10uL/mL) + 20uL de solugdo PHrodo™. Os tubos foram
incubados em banho-maria a 37°C por 15 minutos. Para uma amostra experimental
foram realizados dois controles negativos, colocando-se um tubo no gelo e outro em
banho-maria a 37°C, ambos sem a solucdo de PHrodo™, e um controle positivo
colocando-se um tubo no gelo com a solugao de PHrodo™. Apés a lise de hemécias
e lavagens de todos os tubos, conforme descrito pelo kit, as células foram
ressuspensas para analises citofluorométricas (FACSCanto®, Becton Dickinson
Immunocytometry System, Mountain View, CA, USA) no Laboratério de Citometria
de Fluxo da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto - USP. Os
resultados sdo apresentados como a porcentagem de células positivas para cada
marcacao, dentro das populagdes de neutrofilos ou mondcitos (as populagdes foram
classificadas de acordo com o volume celular e complexidade interna), indicando a

proporcao de células que realizaram a fagocitose da bioparticula.



5. ANALISE ESTATISTICA

Os tratamentos resultaram da combinagdo de dois fatores, idade com
dois niveis (adultos e idosos) e ragdo com trés niveis (TO, T400 e T800), o que
resultou em seis tratamentos. Estes foram distribuidos em trés blocos, tendo
como fator de bloco a repeticdo experimental. Os dados foram submetidos a
analise de variancia com medidas repetidas no tempo, exceto para o teste de
hipersensibilidade cutanea tardia, no qual analisou-se separadamente cada
tempo do periodo experimental.

Para a quantificacdo imunofenotipica dos leucécitos sanguineos e
ensaio de fagocitose, cada tratamento foi avaliado nos tempos zero, 14 e 28
dias. Para as avaliagbes hematoldgicas, bioquimicas, ensaio de proliferagcao
celular, determinagdo da produgdo de intermediarios reativos do oxigénio e
nitrogénio, avaliagdo da concentragao de IgA fecal e teste de hipersensibilidade
cutanea tardia, cada tratamento foi avaliado nos tempos zero e 28 dias,
conforme esquema de analise de variancia descrito pelo Quadro 1. As analises
estatisticas foram realizadas pelo procedimento MIXED do programa
computacional Statistical Analysis System (Versao 8.2, SAS Institute Inc., Cary,
NC, USA). Para tanto, os dados foram previamente submetidos a normalidade
dos residuos pelo teste de Shapiro Wilk e também testados quanto a
esfericidade. Foi escolhida a estrutura da matriz de varidncia/ covariancia mais
adequada de acordo com o valor de AIC (critério de informagao de Akaike),
conforme citado por Xavier (2000). Foram considerados significativos valores
de p=<0,05 e tendéncias de p<0,15. As médias foram comparadas pelo teste de
Tukey (p<0,05).
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Quadro 1. Esquema da analise de variancia dos resultados.
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Graus de Liberdade

Avaliacoes dos tempos Avaliagcdes dos tempos

Fonte de Variagao
0, 14 e 28 (dias) 0 e 28 (dias)
Bloco 2 2
Tratamento (5) (5)
Idade 1 1
Racéao 2 2
Idade x Ragao 2 2
Erro (a) Bloco x Tratamento 10 10
Tempo 2 1
Tempo x Tratamento (10) (5)
Idade x Tempo 2 1
Racgao x Tempo 4 2
Racgao x Idade x Tempo 4 2
Erro (b) Residuo 60 30
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6. RESULTADOS

6.1. Peso corporal, consideracées gerais sobre o ingrediente e

consumo da dieta

As dietas apresentaram boa aceitacdo 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, n&o 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 0s
adultos desde o inicio do periodo experimental. Também foi possivel 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.

Nao foi verificada recusa ou redugao na ingestao das dietas com a utilizagéao
das mananoproteinas. Da mesma forma, nao se verificou alteracdo na qualidade das

fezes e nenhuma alteragao clinica nos animais.

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

TRATAMENTOS
TEMPO ADULTO IDOSO MEDIAS EPM’
TO T400 T800 TO T400 T800

DIAO 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 ’
MEDIAS 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 |dade 0,2327
Tempo x Dieta 0,3347
Tempo x Idade 0,9999
Tempo x Idade x Dieta 0,5261

' — EPM = erro padrdo da média; n=6 repeticdes por tratamento. TO - 0% de FAM; T400 -
0,04% de FAM; T800 - 0,08% de FAM.
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6.2. Hemogramas e exames bioquimicos

Os resultados dos hemogramas (contagens de leucdcitos, plaquetas,
hemacias, hematdcrito e hemoglobina) estdo apresentados na Tabela 3 e os
resultados das andlises bioquimicas (atividade sérica da alanina aminotransferase -
ALT e fosfatase alcalina - FA, concentragdes séricas de uréia, creatinina, proteinas
totais, albumina, triglicérides e colesterol) na Tabela 4. Os valores de referéncia de
tais parametros para a espécie canina encontram-se no apéndice A, segundo o
Laboratério de Patologia Clinica Veterinaria do Hospital Veterinario “Governador
Laudo Natel” UNESP/ Jaboticabal.

Nos parametros contagem de hemacias e leucdcitos, hematocrito e
hemoglobina houve efeito significativo de idade (p<0,005) que mostrou maiores
valores no grupo de caes adultos (Figura 3). Houve efeito significativo na interagéo
dieta x idade (p<0,05) para contagem de hemacias, hemoglobina e hematdcrito
(Figuras 4, 5 e 6, respectivamente). A contagem de linfocitos apresentou efeito
significativo de idade (Figura 3), tendéncia a efeito de dieta (p=0,09), efeito de
interagdo dieta x idade e efeito de interagéo tripla tempo x dieta x idade (p<0,05;
Figura 7). Os caes adultos que se alimentaram com a dieta T400 apresentaram
maiores contagens de linfécitos, comparados aos que se caes de mesma idade que
se alimentaram com a dieta controle e T800 aos 28 dias do periodo experimental.
Observou-se também que os caes adultos que se alimentaram com a dieta T400
apresentaram maiores contagens de linfocitos em relagdo aos caes idosos que se
alimentaram com a mesma dieta. J& o numero de eosindfilos mostrou efeito
significativo de tempo e interagado tempo x idade (p<0,05). Ja para os neutrdfilos
observaram-se efeito significativo de idade (p<0,0001) em NS (neutrdfilos
segmentados; Figura 3) e de interagao dieta x idade (p<0,05) em NB (neutréfilos
bastonetes), que ao se comparar as médias ndo mostrou dados relevantes. A
contagem de mondcitos apresentou apenas tendéncias a efeito de tempo (p=0,12) e
de interacao dieta x tempo (p=0,07), com diminui¢ao na contagem de mondcitos aos
28 dias comparados ao momento inicial, sobretudo em caes alimentados com a

dieta T80. Contudo, embora tenha se observado tendéncias a outros efeitos
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(p<0,15), os parametros do hemograma apresentaram-se dentro dos valores de
referéncia para a espécie canina, exceto a contagem de mondocitos (Apéndice A).
Com relagao as analises bioquimicas, independente da dieta oferecida e
idade, observou-se efeito significativo no tempo (p<0,05), com aumento nas
concentragdes séricas de FA e colesterol aos 28 dias em relagdo ao tempo zero. Do
mesmo modo, observou-se tendéncia a diminuicdo nas concentracdes séricas de
creatinina e aumento nas de albumina em relagdo ao tempo zero. Efeito significativo
de idade (p<0,0001) também foi verificado nos exames bioquimicos ALT, FA,
triglicérides e albumina, além da tendéncia desse efeito com relacdo ao colesterol
(p<0,15). Os animais idosos apresentaram menores concentracbes séricas de
albumina e maiores concentragdes séricas de ALT, FA, triglicérides e colesterol em
relagdo aos adultos (Figura 8). Apesar destes efeitos e interagbes, os resultados dos
exames bioquimicos apresentaram-se dentro dos valores de referéncia, exceto os

da variavel ALT no tratamento T800 idoso (Apéndice A).



Tabela 3. Hemogramas (média + erro padrédo da média) de caes adultos e
idosos, mediante o consumo das dietas experimentais, no inicio e fim do
estudo. Jaboticabal, 2014.

TRATAMENTOS
ITEM TEMPO ADULTO IDOSO MEDIAS EPM'
TO T400 T800 TO T400 T800
DIAO 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 '
MEDIAS 6,80 7,01 656 6,17 622 644
EFEITOS VALOR DE P
Dieta 0,5646
x 1'35/“'_) 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
DIAO 14,98 15,17 14,83 14,08 13,70 14,48 14,54 019
DIA 28 15,75 16,48 14,75 13,57 14,28 14,78 14,94 ’
MEDIAS 15,37 15,83 14,79 13,83 13,99 14,63
EFEITOS VALOR DE P
HB Dieta 0,5226
(g/dL) 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
DIAO 45,15 4575 4475 42,80 41,97 44,15 44,10 055
DIA 28 47,20 49,35 44,20 41,38 43,25 44,63 45,00 '
MEDIAS 46,18 47,55 44,48 42,09 42,61 44,39
EFEITOS VALOR DE P
HT 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
DIAO 292 299 326 286 336 332 312 762
DIA 28 326 330 327 329 308 311 322 '
MEDIAS 309 314 326 308 322 322
EFEITOS VALOR DE P
PLAQ Dieta 0,3976
(x 10%L) 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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DIAO 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 '
MEDIAS 9,45 8,84 9,57 7,28 7,39 7,33
EFEITOS VALOR DE P
LE Dieta 0,5579
(x 103/“'—) 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
DIAO 207 60 139 79 130 94 118 970
DIA 28 81 56 102 88 119 48 82 '
MEDIAS 144 58 121 84 125 71
EFEITOS VALOR DE P
NB Dieta 0,6284
(céls/uL) Idade 0,0688
Tempo 0,4150
Dieta x Idade 0,0215
Tempo x Dieta 0,6002
Tempo x ldade 0,6522
Tempo x Idade x Dieta 0,4650
DIAO 6216 6014 7247 5060 4998 4762 5716 21733
DIA 28 7740 5491 6514 4762 5111 5525 5857 '
MEDIAS 6978 5753 6881 4911 5055 5144
EFEITOS VALOR DE P
NS Dieta 0,1752
(céls/uL) Idade <0,0001
Tempo 0,6228
Dieta x Idade 0,1380
Tempo x Dieta 0,4839
Tempo x ldade 0,8570
Tempo x Idade x Dieta 0,0610
DIAO 633 792 878 465 531 380 613 49.45
DIA 28 345 364 445 493 435 307 398 '
MEDIAS 489 578 662 479 483 344
EFEITOS VALOR DE P
Dieta 0,8879
(céEIS/iL) 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
DIAO 1973 2041 1649 1624 1733 1682 1784 76.94
DIA 28 1520 2703 2044 1787 1543 1739 1889 '
MEDIAS 1747 2372 1847 1706 1638 1711
EFEITOS VALOR DE P
Dieta 0,0911
(clé:g/EL) 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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DIAO 88 32 91 92 82 86 79 8.88
DIA 28 98 87 13 26 75 14 52 ’
MEDIAS 93 60 52 59 79 50
EFEITOS VALOR DE P
Dieta 0,4635
(cé'\li?pL) 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

"EPM = erro padrdo da média; n=6 repeticdes por dieta. HE - hemacias; HB - hemoglobina; HT - hematdcrito;
PLAQ - plaquetas; LE - leucécitos; NB - neutrdfilos bastonetes; NS - neutrdéfilos segmentados; EOS - eosindfilos;
LINF - linfécitos; MO - mondcitos. TO - 0% de FAM; T400 - 0,04% de FAM; T800 - 0,08% de FAM.



Tabela 4. Exames bioquimicos (média + erro padrdo da média) de cées
adultos e idosos, mediante o consumo das dietas experimentais, no inicio e
fim do estudo. Jaboticabal, 2014.

TRATAMENTOS
ITEM TEMPO ADULTO IDOSO MEDIAS EPM'
TO T400 T800 TO T400 T800
DIAO 62,69 62,22 56,93 49,07 87,15 99,88 69,66 570
DIA 28 57,54 73,09 50,98 73,22 85,45 96,30 72,76 '
MEDIAS 60,11 67,65 53,96 61,15 86,30 98,09
EFEITOS VALOR DE P
Dieta 0,0024
(ﬁ'i) Idade <0,0001
Tempo 0,4067
Dieta x Idade 0,0003
Tempo x Dieta 0,2941
Tempo x ldade 0,3961
Tempo x Idade x Dieta 0,0849
DIAO 48,17 50,18 44,76 69,53 59,29 76,05 57,17°
DIA 28 52,34 59,94 48,26 84,10 68,98 86,37 66,67" 3,88
MEDIAS 50,26 55,06 46,51 76,82 64,14 81,21
EFEITOS VALOR DE P
Dieta 0,1906
(Sﬁ_) 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
DIAO 0,88 0,82 0,93 0,76 0,90 0,81 0,85 003
DIA 28 0,78 0,80 0,92 0,80 0,74 0,76 0,80 ’
MEDIAS 0,83 0,81 0,93 0,78 0,82 0,79
EFEITOS VALOR DE P
Dieta 0,6947
CREAT Idade 0,2891
(mg/dL)  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
DIAO 32,56 32,23 32,48 38,23 30,61 36,24 33,73 150
DIA 28 29,59 29,88 36,08 36,68 30,51 34,03 32,80 '
MEDIAS 31,08 31,06 34,28 37,46 30,56 35,14
EFEITOS VALOR DE P
Dieta 0,3162
(mZZL) 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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DIAO 211,67 202,44 190,36 239,83 210,31 202,59 209,59° 489
DIA 28 219,38 217,33 230,98 24361 22331 21059 224,20" ’
MEDIAS 215,53 209,89 210,67 241,72 216,81 206,77
EFEITOS VALOR DE P
Dieta 0,0222
(n?g?dLL) Idade 0,1021
Tempo 0,0169
Dieta x Idade 0,1153
Tempo x Dieta 0,4379
Tempo x ldade 0,2719
Tempo x Idade x Dieta 0,4785
DIAO 67,98 52,60 61,18 78,95 69,86 67,46 66,34 257
DIA 28 57,26 55,51 55,68 83,57 75,42 60,76 64,70 ’
MEDIAS 62,62 54,06 58,43 81,26 72,64 64,11
EFEITOS VALOR DE P
Dieta 0,0118
TRIGL ) 42ge <0,0001
(mg/dL)
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
DIAO 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 '
MEDIAS 6,79 6,79 6,57 6,81 6,70 6,69
EFEITOS VALOR DE P
Dieta 0,2093
'7;_ Idade 0,8325
@b 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
DIAO 3,34 3,23 3,03 3,11 3,09 3,00 3,13 003
DIA 28 3,41 3,24 3,24 3,11 3,05 3,11 3,19 ’
MEDIAS 3,38 3,24 3,14 3,11 3,07 3,06
EFEITOS VALOR DE P
Dieta 0,0119
(Q/IHBL) dade <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

"' EPM = erro padrdo da média; n=6 repeticdes por dieta. ALT- atividade sérica da alanina aminotransferase; FA -
fosfatase alcalina; CREAT - creatinina; UR - uréia; COL - colesterol; TRIGL - triglicérides; PT - proteina total; ALB -
albumina. TO - 0% de FAM; T400 - 0,04% de FAM; T800 - 0,08% de FAM. *® médias na coluna sem uma letra em
comum diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).



Figura 3. Parametros do hemograma de c&es adultos e
independente do tempo e da dieta.
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10/uL); EOS - eosindfilos (x 102/pL). AB Comparando-se as idades, médias nas barras sem uma letra
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Figura 4. Contagem de hemacias de caes adultos e idosos,
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independente do tempo.
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Tukey (p<0,05). Nao houve diferenga ao se comparar as dietas em cada idade.
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Figura 5. Hemoglobina de cdes adultos e idosos, mediante
o consumo das dietas experimentais, independente do
tempo.
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Figura 6. Hematécrito de caes adultos e idosos, mediante o
consumo das dietas experimentais, independente do tempo.
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Figura 7. Contagem de linfocitos de cdes adultos e idosos,
aos 28 dias do periodo experimental.
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Figura 8. Parametros bioquimicos de caes adultos e idosos,

independente do tempo e da dieta.
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6.3. Avaliacao da concentracao de IgA fecal
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Os resultados da concentragdo de imunoglobulina A (IgA) fecal estdo

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 interagéo

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

da concentragao de IgA ser maior em céaes alimentados com T400 em relagdo aos

caes que se alimentaram com dieta controle no tempo zero. Ao avaliar a tendéncia

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

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

Tabela 5. Concentragdo de IgA fecal (média + erro padrdao da média) de
caes adultos e idosos, mediante o consumo das dietas experimentais no
inicio e fim do estudo. Valores expressos em mg de IgA/ g de fezes (com

base na MS). Jaboticabal, 2014.

TRATAMENTOS
TEMPO ADULTO IDOSO MEDIAS EPM'
TO T400 T800 TO T400 T800

DIAO 13,17 14,37 11,30 9,03 18,39 12,45 13,12 107
DIA 28 12,75 13,82 10,02 15,97 10,54 1596 13,18 ’
MEDIAS 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

' — EPM = erro padrao da média; n=6 repeticdes por dieta. TO - 0% de FAM; T400 - 0,04%

de FAM; T800 - 0,08% de FAM.

6.4. Teste de Hipersensibilidade cutanea tardia

Para a avaliacdo das respostas médias de hipersensibilidade cutanea tardia,

os resultados foram expressos tanto em espessura cutanea (milimetros),

apresentados na Tabela 6, como em variagcdo percentual da espessura cutanea em

relacdo a hora zero, apresentados na Tabela 7. Em virtude deste teste possuir
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muitas variaveis, a variavel tempo nao fez parte do modelo estatistico e, portanto,
analisou-se separadamente cada tempo do periodo 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 inoculagado intradérmica de solugéo salina foi eficiente em
promover o controle negativo, visto que levou ao aumento da espessura cutanea
logo apds sua inoculagao (0Oh), apresentou rapida absorgao e regrediu aos valores
basais (dados ndo mostrados).

Nos resultados expressos em espessura cutdnea observaram-se efeitos
significativos de dieta (p<0,005) na inoculagéo de fito-hemaglutinina (FHG; Figura 9)
e de idade (p<0,0001) na de vacina e tendéncia a esse efeito na inoculagdo de FHG
(p=<0,15; Figura 10). Verificou-se também, efeito significativo de hora nas duas
inoculagdes (p<0,0001; Figura 11).

Por fim houve efeito significativo na interacdo dieta x idade (p<0,005) no
estimulo vacinal, apresentado na Figura 12, e tendéncia de efeito na interagdo hora
x idade (p<0,10), das inoculagbes de FHG e vacina, apresentados nas Figuras 13 e
14, respectivamente.

Nos resultados expressos como variagao percentual da espessura cutinea
em relagdo a hora zero, observaram-se efeitos significativos de dieta (p<0,005),
idade (p<0,0005) e hora (p<0,05) nas inoculagdes de FHG e vacina, apresentados
nas Figuras 15, 16 e 17 respectivamente.

Por fim houve efeito significativo na interagéo idade x dieta (p<0,05; Figuras
18 e 19) e hora x idade (p<0,05) nas inoculagbes de FHG e vacina (Figuras 20 e 21,

respectivamente).



Tabela 6. Resposta de hipersensibilidade cutanea tardia (média + erro padréo
da meédia) de cdes adultos e idosos mediante o consumo das dietas
experimentais ao fim do estudo (28 dias). Valores expressos em espessura da
pele (milimetros). Jaboticabal, 2014.

TRATAMENTOS
ITEM HORAS ADULTO IDOSO MEDIAS EPM'
TO T400 T800 TO T400 T800
0 HORA 3,39 3,20 352 3,04 287 3,05 3,18%°
24 HORAS 346 3,37 3,77 3,47 346 3,78 3,55" 0.05
48 HORAS 3,19 3,06 340 3,27 297 3,65 3,26° ’
72 HORAS 3,07 3,01 327 296 2,73 294 3,00¢
MEDIAS 3,28 3,16 3,49 3,19 3,01 3,37
EFEITOS VALOR DE P
FHG 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
0 HORA 3,77 362 39 3,57 325 3,19 3,56
24 HORAS 432 425 450 4,12 428 4,12 4.27%
48 HORAS 435 428 443 4,00 4,05 3,97 4,18° 0,06
72 HORAS 423 419 440 3,80 4,03 3,63 4,05°
MEDIAS 417 4,09 4,32 387 390 3,73
EFEITOS VALOR DE P
Vacina Dieta 0,6962
Idade <0,0001
Horas <0,0001
Dieta x I[dade 0,0022
Hora x Dieta 0,6386
Hora x Idade 0,0754
Hora x Idade x Dieta 0,6331

"EPM = erro padrdo da média; n=6 repeti¢bes por dieta. FHG = fito-hemaglutinina; Vacina - Duramune®
Max - 5CvK/4L FortDoge Saude Animal, Campinas. TO - 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 avaliagdo da espessura
cutanea mediante consumo das dietas experimentais, independente da
idade.
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Comparando-se as dietas em cada injecdo, médias nas barras sem uma letra em comum
diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).

Figura 10. Valores médios de 72 horas de avaliagdo da espessura
cutanea de caes adultos e idosos, independente da dieta.
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FHG = fito-hemaglutinina. » ® Comparando-se as idades em cada injegdo, médias nas barras
sem uma letra em comum diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).



Figura 11. Espessura cutanea nas diferentes horas, independente da idade e
da dieta.

4,5
4

3,5
3

2,5
2
1,5
1

Espessura de pele (milimetros)

0,5
0

FHG VACINA
0 HORA 3,18 3,56

= 24 HORAS 3,55 4,27
m 48 HORAS 3,26 4,18
m 72 HORAS 3,00 4,05

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

Figura 12. Valores médios de 72 horas de avaliagdo da espessura
cutdnea de caes adultos e idosos apds a inoculagdo de vacina,
mediante o consumo das dietas experimentais.
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TO - 0% de FAM; T400 - 0,04% de FAM; T800 - 0,08% de FAM. AB Comparando-se as dietas
em cada idade, médias nas barras sem uma letra em comum diferem pelo teste de Tukey
(p<0,05). ** 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 13. Espessura cutanea de cées adultos e idosos nas diferentes
horas apds a inoculagao de fito-hemaglutinina.
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AB Comparando-se as horas em cada idade, médias nas barras sem uma letra em comum
diferem pelo teste de Tukey (p<0,05). 2> 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 cutdnea de caes adultos e idosos nas diferentes
horas apés a inoculagao de vacina.
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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). *® 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 cutédnea tardia (média £ erro padréo
da média) de cdes adultos e idosos mediante o consumo das dietas
experimentais no fim do estudo (28 dias). Valores expressos como variagao
percentual (%) da espessura cutanea em relagdo a hora zero. Jaboticabal,
2014.

TRATAMENTOS
ITEM HORAS ADULTO IDOSO MEDIAS EPM'
TO T400 T800 TO T400 T800
24 HORAS 249 559 7,10 16,41 21,19 23,33 12,69"
48 HORAS -6,18 -435 -3,11 10,98 4,47 20,72 3,76° 1,65
72 HORAS 993 -593 -7,056 0,37 -3,39 234 -3,93"
MEDIAS -454 -156 -1,02 925 7,42 15,46
EFEITOS VALOR DE P
Dieta 0,0039
FHG 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
24 HORAS 15,46 17,68 13,62 1530 33,45 32,25 21,29"
48 HORAS 16,05 18,39 12,28 11,94 2584 26,95 18,58° 1,45
72 HORAS 12,60 16,00 11,11 6,55 28,66 1535 15,05°
MEDIAS 14,70 17,36 12,34 11,26 29,32 24,85
EFEITOS VALOR DE P
Dieta <0,0001
Vacina |dade <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

" EPM = erro padrdo da média; n=6 repetigdes por dieta. FHG = fito-hemaglutinina; Vacina -
Duramune® Max - 5CvK/4L FortDoge Saude Animal, Campinas. TO - 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).



Figura 15. Valores médios de 72 horas de avaliagdo da espessura
cutanea, expressos como variagao percentual em relacdo a hora zero,
mediante consumo das dietas experimentais, independente da idade.
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Comparando-se as dietas em cada injecdo, médias nas barras sem uma letra em comum
diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).

Figura 16. Valores médios de 72 horas de avaliacdo da espessura
cutdnea de caes adultos e idosos, expressos como variagao
percentual em relagao a hora zero, independente da dieta.
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FHG = fito-hemaglutinina. * ® Comparando-se as dietas em cada injegdo, médias nas barras
sem uma letra em comum diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).



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

Figura 18. Valores médios de 72 horas de avaliagado da espessura
cutdnea de caes adultos e idosos, expressos como variagao
percentual em relagdo a hora zero, mediante o consumo das
dietas experimentais, apds a inoculagao de fito-hemaglutinina.
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TO - 0% de FAM; T400 - 0,04% de FAM; T800 - 0,08% de FAM. AB Comparando-se as
dietas em cada idade, médias nas barras sem uma letra em comum diferem pelo teste
de Tukey (p<0,05). >° Comparando-se as idades em cada dieta, médias nas barras sem
uma letra em comum diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).

45



Figura 19. Valores médios de 72 horas de avaliagcdo da espessura
cutdnea de cdes adultos e idosos, expressos como variagcao
percentual em relacdo a hora zero, mediante o consumo das dietas
experimentais, apds a inoculagao de vacina.
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em cada idade, médias nas barras sem uma letra em comum diferem pelo teste de Tukey
(p<0,05). ab 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. Variagdo percentual de espessura cutdnea de caes
adultos e idosos, nas diferentes horas em relacdo a hora zero,
independente da dieta, apds a inoculagao de fito-hemagluitinina.
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nas barras sem uma letra em comum diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Figura 21. Variagéo percentual de espessura cutanea de caes
adultos e idosos, nas diferentes horas em relacédo a hora zero,
independente da dieta, apds a inoculacédo de vacina
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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). ab 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 leucécitos

Os resultados das subpopulagdes leucocitarias, apresentados em numeros
absolutos (células x 10° 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 tendéncia a efeito de dieta (p=0,10) demonstrou que caes alimentados com a
dieta contendo 0,04% de FAM apresentaram contagens mais elevadas de CD5+ em
relacdo aos que se alimentaram com dieta controle. Houve também tendéncia a
efeito de interagdo dieta x idade (p=0,13), porém ao se comparar as médias, a
diferenca entre os animais adultos que receberam 0,04% de FAM em relagdo 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 relagao
Cd4+/CD8+ (p<0,005). As contagens de CD21+ e CD8+ diminuiram aos 14 dias em

relacao ao tempo zero e mantiveram-se sem alteracdes 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 diminui¢gado aos 14 dias com
posterior aumento aos 28 dias que nao diferiu do tempo zero. Ja a relacéo
CD4+/CD8+ aumentou aos 14 dias e manteve-se sem alteragdes aos 28 dias.

A contagem absoluta de CD21+ e a relaggo CD4+/CD8+ também
apresentaram efeito significativo de idade (p<0,05). Os cées adultos apresentaram
maiores valores em relagdo 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 variaveis. A contagem de CD4+, CD8+ e CD14+ diminuiram
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
tendéncia dessa contagem aos 28 dias ser abaixo do valor inicial. J& a contagem de
CD21+ diminui aos 14 dias e manteve-se sem alteracbes aos 28 dias. A relacéo
CD4+/CD8+ elevou-se aos 14 dias e manteve-se sem alteragdes aos 28 dias.

Nas contagens de CD4+, CD8+ e relagdo CD4+/CD8+ observou-se efeito de
idade (p<0,01), no qual os animais adultos em relagdo aos idosos obtiveram maiores
valores percentuais na contagem de CD4+ e relagdo CD4+/CD8+ e menores na
contagem de CD8+ (Figura 24).

Notou-se tendéncia a efeito de interagao idade x dieta (p=0,13) na contagem
de CD4+. Ao se comparar as médias, tanto os caes idosos que se alimentaram com
a dieta T40 quanto os cées idosos que se alimentaram com a dieta controle
mostraram significativamente menores porcentagens de CD4+ em relagao aos caes
adultos (p<0,005). Entretanto, nao foi verificada tal significancia ou tendéncia para os
caes idosos que se alimentaram com a dieta T80 em relagdo aos adultos que se
alimentaram com a mesma dieta (Figura 25). Notou-se também, tendéncia a efeito
de interacdo tempo x idade (p=0,15) na contagem de CD5+. Tanto os caes adultos
como os idosos tiveram contagens de CD5+ diminuidas significativamente aos 14
dias e elevadas aos 28 dias (p<0,0001), entretanto, apenas os caes idosos
apresentaram tendéncia dessa contagem aos 28 dias ser abaixo do valor inicial
(p=0,07).



Tabela 8. Subpopulagdes leucocitarias (média + erro padrdo da média) de
caes adultos e idosos, mediante o consumo das dietas experimentais nos
tempos zero, 14 e 28 dias. Valores expressos em células x 10%uL de

sangue. Jaboticabal, 2014.

TRATAMENTOS
ITEM TEMPO ADULTO IDOSO MEDIAS EPM'
TO T400 T800 TO T400 T800
DIAO 1,32 149 124 127 132 1,29 1,32
DIA 14 1,24 132 1,31 087 1,26 1,21 1,20 0,05
DIA 28 1,15 199 149 127 117 1,28 1,39
MEDIAS 1,24 160 135 1,14 125 1,26
EFEITOS VALOR DE P
CD5+ 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
DIAO 0,67 067 054 049 049 0,60 0,58"
DIA 14 0,39 043 041 0,23 0,37 041 0,37° 0,02
DIA 28 044 081 060 047 042 0,46 0,53"
MEDIAS 0,50 064 052 040 043 0,49
EFEITOS VALOR DE P
Dieta 0,7736
CDH  dade 0,3447
Tempo <0,0001
Dieta x Idade 0,6080
Tempo x Dieta 0,3699
Tempo x ldade 0,3954
Tempo x ldade x Dieta 0,1637
DIAO 0,25 0,28 025 0,32 0,31 0,27 0,28"
DIA 14 0,08 0,4 0,11 0,09 0,16 0,10 0,11° 0,01
DIA 28 0,14 0,21 0,18 0,16 0,17 0,16 0,17°
MEDIAS 0,16 0,21 0,18 0,19 0,21 0,18
EFEITOS VALOR DE P
Dieta 0,2178
CD8+ Idade 0,7790
Tempo <0,0001
Dieta x Idade 0,4721
Tempo x Dieta 0,7730
Tempo x ldade 0,3990
Tempo x Idade x Dieta 0,8646

Continua...

49



Continuagéo

DIAO 0,33 0,31 024 0,21 0,22 0,18 0,25"
DIA 14 0,05 0,07 0,10 0,06 0,04 0,04 0,06° 0,02
DIA 28 0,13 0,22 0,19 0,16 0,09 0,11 0,15°
MEDIAS 0,177 0,20 0,18 0,14 0,12 0,11
EFEITOS VALOR DE P
Dieta 0,6898
CO21*  jade 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
DIAO 046 042 052 042 044 044 0,45"
DIA 14 0,31 0,23 0,30 0,23 0,48 0,24 0,25% 0,02
DIA 28 0,37 0,38 035 033 024 0,35 0,34°
MEDIAS 0,38 0,34 039 033 029 034
EFEITOS VALOR DE P
Dieta 0,7300
CO* | dade 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
DIAO 274 259 258 198 212 233 2,39°
DIA 14 548 3,11 4,15 295 283 4,02 3,76" 0,15
DIA 28 368 410 3,80 359 288 3,09 3,52%
MEDIAS 3,97 327 351 284 261 3,15
EFEITOS VALOR DE P
CD4+/ Dieta 0,4161
CD8+ Idade 0,0019
Tempo <0,0001
Dieta x Idade 0,2845
Tempo x Dieta 0,7606
Tempo x Idade 0,6295
Tempo x ldade x Dieta 0,1913

"EPM = erro padrdo da média; n=6 repetigdes por dieta. TO - 0% de FAM; T400 - 0,04% de FAM;
T800 - 0,08% de FAM.A B medias na coluna sem uma letra em comum diferem pelo teste de Tukey
(p<0,05).
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Tabela 9. Subpopulagdes leucocitarias (média + erro padrdo da média) de
cédes adultos e idosos, mediante o consumo das dietas experimentais nos
tempos zero, 14 e 28 dias. Valores expressos em percentuais de células.

Jaboticabal, 2014.

TRATAMENTOS
ITEM TEMPO ADULTO IDOSO MEDIAS EPM'
TO T400 T800 TO T400 T800
DIAO 73,28 73,58 7437 77,86 7643 78,13 7561"
DIA 14 57,45 60,21 56,71 55,89 5968 59,86 58,30° 0,98
DIA 28 75,23 73,70 72,88 6887 7495 7352 73,19"
MEDIAS 68,65 69,16 67,99 67,54 70,35 70,50
EFEITOS VALOR DE P
CD5+ Dieta 0,9136
Idade 0,7057
Tempo <0,0001
Dieta x Idade 0,9477
Tempo x Dieta 0,8894
Tempo x ldade 0,1534
Tempo x Idade x Dieta 0,4207
DIAO 47,40 45,02 43,05 37,25 38,02 40,62 41,89"
DIA 14 31,30 31,68 31,95 2590 29,13 32,85 30,47° 0,88
DIA 28 39,18 40,38 41,23 33,70 3502 3586 37,56°
MEDIAS 39,29 39,03 38,74 32,28 34,06 36,44
EFEITOS VALOR DE P
Dieta 0,4595
CD*  dade <0,0001
Tempo <0,0001
Dieta x Idade 0,1278
Tempo x Dieta 0,7392
Tempo x ldade 0,3144
Tempo x ldade x Dieta 0,2902
DIAO 18,47 18,72 1853 23,90 22,30 21,32 20,54"
DIA 14 6,33 10,45 8,00 935 11,63 8,73 9,08° 0,75
DIA 28 11,35 10,60 12,05 11,82 14,23 12,98 12,17°
MEDIAS 12,05 13,26 12,86 15,02 16,05 14,34
EFEITOS VALOR DE P
Dieta 0,6398
CD8+ Idade 0,0061
Tempo <0,0001
Dieta x I[dade 0,6771
Tempo x Dieta 0,7176
Tempo x ldade 0,5998
Tempo x ldade x Dieta 0,7871
DIAO 15,30 14,15 12,00 11,60 11,47 11,57 12,68"
DIA 14 235 295 430 323 215 2,00 2,838 0,85
DIA 28 920 792 867 8,38 6,70 6,22 7,858
MEDIAS 895 834 832 774 6,77 6,60
EFEITOS VALOR DE P
Dieta 0,8571
CD21* | jade 0,4521
Tempo <0,0001
Dieta x Idade 0,9924
Tempo x Dieta 0,4542
Tempo x ldade 0,4312
Tempo x ldade x Dieta 0,4922

Continua...
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DIAO 508 465 523 6,02 6,07 6,33 5,56"
DIA 14 380 265 3,00 365 258 3,50 3,20 0,19
DIA 28 3,73 447 3,77 4,80 3,38 4,37 4,09°
MEDIAS 420 392 4,00 482 4,01 4,73
EFEITOS VALOR DE P
CD14+ 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 ldade x Dieta 0,1609
DIAO 275 258 255 195 213 2,32 2,38°
DIA 14 526 3,10 428 3,05 283 4,05 3,76" 0,15
DIA 28 3,71 412 387 366 285 3,10 3,55"
MEDIAS 3,91 3,27 357 289 260 3,16
EFEITOS VALOR DE P
CD4+/ Dieta 0,4370
CD8+ Idade 0,0075
Tempo <0,0001
Dieta x Idade 0,4752
Tempo x Dieta 0,7145
Tempo x Idade 0,6925
Tempo x ldade x Dieta 0,2319

"EPM = erro padrao da média; n=6 repeticdes por dieta. TO - 0% de FAM; T400 - 0,04% de FAM; T800 -
0,08% de FAM. * ® médias na coluna sem uma letra em comum diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).



Figura 22. Contagens absolutas de CD5+, CD21+ e relacado
independente do

CD4+/CD8+ em caes adultos e idosos,
tempo e da dieta.
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diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).

Figura 23. Contagem absoluta de CD5+ em caes

adultos e idosos mediante o consumo das dietas
experimentais, independente do tempo.
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Figura 24. Contagens relativas de CD4+, CD8+ e relacao
CD4+/CD8+ em caes adultos e idosos, independente do
tempo e da dieta.
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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 cées adultos e idosos,
mediante o consumo das dietas experimentais, independente do
tempo.
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idades em cada dieta, médias nas barras sem uma letra em comum diferem pelo teste
de Tukey (p<0,05). Nao houve diferenga ao comparar as dietas em cada idade.
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6.6. Determinagao da produgao de intermediarios reativos do oxigénio
(H20-) e do nitrogénio (NO)

Os resultados da producdo de intermediarios reativos do oxigénio (H20.),
apresentados em nanomols de H,O, por 3x10° células, encontram-se apresentados
na Tabela 10 (neutrdfilos) e na Tabela 11 (mondcitos). Os resultados da produgéo
de intermediarios reativos do nitrogénio (NO) apresentados em micromols de NO por
3x10° células, encontram-se apresentados na Tabela 12 (mondcitos) e na Tabela 13
(neutrdfilos).

Para a produgao de intermediarios reativos do oxigénio (H20;), independente
da idade e da dieta, os neutréfilos 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 producédo aos 28 dias em relagdo ao
tempo zero. Houve tendéncia a efeito na interacdo tempo x idade na cultura com
somente células (p<0,15). Os animais idosos apresentaram maiores produgdes aos
28 dias em relacédo ao tempo zero. Para as células estimuladas com LPS, observou-
se a tendéncia a efeito de dieta (p=0,09). Os animais que se alimentaram com a
dieta contendo 0,04% de FAM obtiveram maiores produg¢des em relagdo aos animais
que se alimentaram da dieta controle (Figura 26). E por fim, para as células
estimuladas com PMA, observou-se tendéncia a efeito na interagao tempo x dieta e
dieta x idade (p<0,10). A dieta controle obteve maior producdo aos 28 dias em
relacdo 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
produgdes em relagdo aos animais adultos que se alimentaram com a mesma dieta.
Nao houve nenhum efeito significativo para a cultura de mondécitos.

Com relagdo a produgdo de intermediarios reativos do nitrogénio (NO),
independente da dieta e da idade, os mondécitos apresentaram tendéncia a efeito de
tempo na cultura estimulada com LPS (p<0,10). Observou-se diminuicdo dessa
producao aos 28 dias em relagao ao tempo zero. Ja para os neutrdfilos, observou-se

a mesma tendéncia 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

diminui¢ao da producgao aos 28 dias em relagdo ao tempo zero.

Tabela 10. Producdo de H>O, por neutrofilos (média * erro padrdao da média)
de caes adultos e idosos, mediante o consumo das dietas experimentais no
inicio e fim do estudo. Valores expressos em nanomols de H.O, por 3x10°
células. Jaboticabal, 2014.

TRATAMENTOS
ITEM TEMPO ADULTO IDOSO MEDIAS EPM'
TO T400 T800 TO T400 T800
DIAO 201 208 285 1,73 239 231 2,23°
DIA 28 258 3,52 229 512 3,23 4,86 3,60" 0,29
MEDIAS 230 280 257 343 281 3,59
EFEITOS VALOR DE P
Dieta 0,9195
SC Idade 0,2309
Tempo 0,0279
Dieta x Idade 0,7098
Tempo x Dieta 0,7562
Tempo x Idade 0,1426
Tempo x ldade x Dieta 0,3874
DIAO 217 3,28 247 235 348 273 2,75° 0.4
DIA 28 3,34 567 347 289 332 3,9 3,78" ’
MEDIAS 276 448 297 262 340 3,35
EFEITOS VALOR DE P
Dieta 0,0929
LPS Idade 0,4430
Tempo 0,0403
Dieta x Idade 0,4547
Tempo x Dieta 0,9407
Tempo x |dade 0,2857
Tempo x ldade x Dieta 0,4364
DIAO 3,02 215 2,63 247 422 2,60 2,85° 030
DIA 28 543 3,04 599 519 456 5,35 4,93" ’
MEDIAS 423 260 431 3,83 439 3,98
EFEITOS VALOR DE P
Dieta 0,4227
Idade 0,3193
PMA Tempo <0,0001
Dieta x Idade 0,0668
Tempo x Dieta 0,0896
Tempo x ldade 0,9042
Tempo x Idade x Dieta 0,9592

Continua...
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DIAO 410 3,11 3,86 2,88 4,67 4,06 3,78° 027
DIA 28 550 483 6,00 539 4,37 515 521" ’
MEDIAS 480 3,97 493 4,14 4,52 461
EFEITOS VALORES DE P
Dieta 0,4738
LFEE‘ A+ dade 0,6713
Tempo 0,0003
Dieta x Idade 0,3482
Tempo x Dieta 0,3373
Tempo x Idade 0,3546
Tempo x |dade x Dieta 0,1874

" — EPM = erro padrao da média; n=6 repeticdes por dieta. SC - somente células; LPS -
Lipopolysaccharide; PMA - phorbol myristate acetate. TO - 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).



Tabela 11. Produgdo de H2O, por mondcitos (média + erro padrao da média)
de cées adultos e idosos, mediante o consumo das dietas experimentais no
inicio e fim do estudo. Valores expressos em nanomols de H,O, por 3x10°
células. Jaboticabal, 2014.

TRATAMENTOS
ITEM TEMPO ADULTO IDOSO MEDIAS EPM'
TO T400 T800 TO T400 T800
DIAO 4,41 297 356 4,01 522 550 4,28 039
DIA 28 356 6,35 293 450 3,15 4,47 4,16 ’
MEDIAS 399 466 325 426 419 4,99
EFEITOS VALOR DE P
Dieta 0,9053
SC Idade 0,5994
Tempo 0,9652
Dieta x Idade 0,4961
Tempo x Dieta 0,7440
Tempo x ldade 0,4107
Tempo x Idade x Dieta 0,1848
DIAO 465 424 325 480 327 3,15 3,89 035
DIA 28 400 487 363 383 360 4,70 4,10 ’
MEDIAS 433 456 344 432 344 3,93
EFEITOS VALOR DE P
Dieta 0,8096
LPS Idade 0,7916
Tempo 0,7932
Dieta x Idade 0,7091
Tempo x Dieta 0,6535
Tempo x Idade 0,9110
Tempo x |dade x Dieta 0,9102
DIAO 9,20 8,77 994 913 11,62 6,27 9,16 067
DIA 28 11,22 11,00 10,76 9,69 9,55 7,61 9,97 ’
MEDIAS 10,21 9,89 10,35 9,41 10,59 6,94
EFEITOS VALOR DE P
Dieta 0,4077
Idade 0,2466
PMA Tempo 0,4148
Dieta x Idade 0,2462
Tempo x Dieta 0,8677
Tempo x ldade 0,3840
Tempo x ldade x Dieta 0,6108
DIAO 819 7,26 805 568 765 575 7,10 0.56
DIA 28 855 959 7,70 8,52 922 6,32 8,32 ’
MEDIAS 837 843 788 7,10 8,43 6,04
EFEITOS VALOR DE P
Dieta 0,4784
L:,j A+ dade 0,2993
Tempo 0,2222
Dieta x Idade 0,7354
Tempo x Dieta 0,7196
Tempo x ldade 0,6548
Tempo x ldade x Dieta 0,7968

" — EPM = erro padrdo da média; n=6 repeticdes por dieta. SC - somente células; LPS -
Lipopolysaccharide; PMA - phorbol myristate acetate. TO - 0% de FAM; T400 - 0,04% de FAM; T800 -
0,08% de FAM.
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Tabela 12. Produgédo de NO por mondcitos (média * erro padrédo da média)
de caes adultos e idosos, mediante o consumo das dietas experimentais no
inicio e fim do estudo. Valores expressos em micromols de NO por 3 x10°

células. Jaboticabal, 2014.
TRATAMENTOS
ITEM TEMPO ADULTO IDOSO MEDIAS EPM'
TO T400 T800 TO T400 T800
DIAO 8,28 4,07 11,62 17,30 9,26 4,80 9,22 130
DIA 28 12,56 11,83 565 8,54 898 7,71 9,21 ’
MEDIAS 1042 7,95 864 1292 9,12 6,26
EFEITOS VALOR DE P
Dieta 0,6270
SC 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
DIAO 7,60 326 6,66 1325 755 7,25 7,60 063
DIA 28 5,96 395 6,34 488 4,02 6,08 5,21 ’
MEDIAS 6,78 3,61 650 9,07 5,79 6,67
EFEITOS VALOR DE P
Dieta 0,1578
LPS Idade 0,2569
Tempo 0,0836
Dieta x Idade 0,7673
Tempo x Dieta 0,3861
Tempo x Idade 0,1563
Tempo x ldade x Dieta 0,6707

" Z"EPM = erro padrao da média; n=6 repeticbes por dieta. SC - somente células; LPS -
Lipopolysaccharide. TO - 0% de FAM; T400 - 0,04% de FAM; T800 - 0,08% de FAM.



Tabela 13. Produgdo de NO por neutréfilos (média +
média) de c&es adultos e idosos, mediante o consumo das dietas
experimentais no inicio e fim do estudo. Valores expressos em micromols
de NO por 3x10° células. Jaboticabal, 2014.
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erro padrao da

TRATAMENTOS
ITEM TEMPO ADULTO IDOSO MEDIAS EPM'
TO T400 T800 TO T400 T800
DIAO 6,48 6,57 3,66 526 533 6,25 5,59 036
DIA 28 4,17 3,35 3,51 527 3,64 499 4,16 ’
MEDIAS 533 496 359 527 449 562
EFEITOS VALOR DE P
Dieta 0,7772
SC Idade 0,5730
Tempo 0,0837
Dieta x Idade 0,4482
Tempo x Dieta 0,6556
Tempo x ldade 0,5729
Tempo x Idade x Dieta 0,6706
DIAO 574 463 622 452 480 6,11 5,34" 0.41
DIA 28 311 3,71 254 352 276 3,79 3,24° ’
MEDIAS 443 417 438 4,02 3,78 4,95
EFEITOS VALOR DE P
Dieta 0,8290
LPS Idade 0,9355
Tempo 0,0315
Dieta x I[dade 0,8862
Tempo x Dieta 0,7836
Tempo x ldade 0,7427
Tempo x Idade x Dieta 0,8022

" — EPM = erro padrdo da média; n=6 repeticdes por dieta. SC - somente células; LPS -
Lipopolysaccharide. TO - 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. Tendéncia a efeito de dieta sobre a
producdo de HO. por neutrdfilos estimulados com
lipopolissacarideo, independente do tempo e da

idade.
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TO - 0% de FAM; T400 - 0,04% de FAM; T800 - 0,08% de FAM. A8
Comparando-se as dietas, médias nas barras sem uma letra em
comum diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).

6.7. Ensaio de proliferagao

Os resultados médios da proliferagao de linfécitos, apresentados em numeros
percentuais, estdo 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
comparagao ao tempo zero. Houve também, tendéncia a efeito de idade (p=0,107),

com diminuicdo do percentual linfoproliferativo de caes idosos em relagdo aos
adultos (Figura 27).
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Tabela 14. Proliferagéo de linfocitos (média + erro padrédo da média) de sangue
total de cdes adultos e idosos, mediante o consumo das dietas experimentais
no inicio e fim do estudo. Valores expressos em porcentagem. Jaboticabal,
2014.

TRATAMENTOS
ITEM TEMPO ADULTO IDOSO MEDIAS EPM'
TO T400 T800 TO T400 T800
DIAO 36,00 2360 41,42 3348 19,19 2422 29,65° 265
DIA 28 34,45 37,18 42,98 3868 27,45 3837 36,52" ’
MEDIAS 35,23 30,39 42,20 36,08 23,32 31,30
EFEITOS VALOR DE P
Linfécitos D10t 0,2279
(%) Idade 0,1070
Tempo 0,0429
Dieta x Idade 0,2861
Tempo x Dieta 0,6814
Tempo x ldade 0,9486
Tempo x |dade x Dieta 0,5741

"_ EPM = erro padrao da média; n=6 repeticdes por dieta. TO - 0% de FAM; T400 - 0,04% de FAM; T800
- 0,08% de FAM; * ® médias na coluna sem uma letra em comum diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).

Figura 27. Percentual linfoproliferativo de caes adultos
e idosos, independente do tempo e da dieta.
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A8 meédias 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 fagocitica de células leucocitarias,
apresentados em numeros percentuais, estdo apresentados na Tabela 15. Com
relacdo aos mondcitos, observou-se efeito significativo de tempo (p<0,0001),

independente da idade e dieta, com aumento do percentual de atividade fagocitica
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aos 28 dias em relacdo aos dias zero e 14. Ja para o percentual de atividade
fagocitica de neutrofilos observaram-se tendéncias a efeito de dieta e de interacao
dieta x idade (p<0,10). A dieta com 0,04% de FAM obteve maior percentual de
fagocitose por neutréfilos que a dieta com 0,08% de FAM. Ao se comparar as
médias, observou-se o mesmo efeito, porém significativo, em caes adultos que
foram alimentados com 0,04% de FAM em relagdo aos animais de mesma idade que
receberam a dieta com 0,08% de FAM (p=0,04; Figura 28).

Tabela 15. Atividade fagocitica de neutrofilos e mondcitos de sangue total de caes
adultos e idosos, mediante o consumo das dietas experimentais nos tempos zero,
14 e 28 dias. Valores expressos em porcentagem. Jaboticabal, 2014.

TRATAMENTOS
ITEM TEMPO ADULTO IDOSO MEDIAS EPM'
TO T40 T80 TO T40 T80
DIAO 56,68 74,00 61,30 68,83 64,00 68,53 66,06
DIA 14 68,15 79,72 5593 61,48 60,27 60,05 64,27 1,74
DIA 28 72,85 72,55 5858 78,93 70,60 68,88 70,40
MEDIAS 65,89 7542 58,60 69,75 64,96 65,82
EFEITOS VALOR DE P
Neutrofilos Dieta 0,0733
(%) Idade 0,8333
Tempo 0,5638
Dieta x I[dade 0,0875
Tempo x Dieta 0,6908
Tempo x ldade 0,2602
Tempo x Idade x Dieta 0,8345
DIAO 67,75 71,93 65,03 66,33 61,73 67,60 66,73"
DIA 14 66,20 69,43 60,92 67,22 69,35 63,98 66,18° 1,29
DIA 28 78,73 68,00 72,80 81,00 69,70 73,60 73,97"
MEDIAS 70,89 69,79 66,25 71,52 66,93 68,39
EFEITOS VALOR DE P
Mondcitos Dieta 0,3596
(%) Idade 0,8419
Tempo <0,0001
Dieta x Idade 0,6019
Tempo x Dieta 0,2689
Tempo x |dade 0,6693
Tempo x ldade x Dieta 0,9462

"— EPM = erro padrdo da média; n=6 repeticées por dieta. TO - 0% de FAM; T400 - 0,04% de FAM; T800 -
0,08% de FAM; A B meédias na coluna sem uma letra em comum diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).



Figura 28. Atividade fagocitica de neutréfilos
sanguineos de cdes adultos e idosos mediante
consumo das dietas experimentais.
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TO - 0% de FAM; T400 - 0,04% de FAM; T800 - 0,08% de FAM. ™
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. DISCUSSAO

Como a expectativa de vida média dos animais de companhia continua a
aumentar, em parte devido as melhorias na assisténcia veterinaria e qualidade da
dieta, é de interesse identificar alteragdes em sistemas fisioldgicos e processos
metabodlicos que ocorrem no animal idoso. Ao identificar tais mudangas, os
pesquisadores podem ser capazes de formular dietas que sado 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 disfuncbes e doencas
relacionadas ao envelhecimento (GOMES et al., 2011; SWANSON et al., 2004).
Estudos tém demonstrado que o sistema imune de cdes 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, fendbmeno denominado imunossenescéncia.

Estudos que avaliaram produtos compostos por parede celular de leveduras,
assim como por seus derivados, os mananoligossacarideos (MOS), demonstraram
efeitos positivos na modulagdo da resposta imune (ZAINE, 2010; GOMES, 2009;
MIDDELBOS et al., 2007; SWANSON et al., 2002). Entretanto, diferentes fragdes
extraidas da parede celular de leveduras podem possuir diversas propriedades
imuno-regulatérias porque cada fragdo difere em suas caracteristicas estruturais e
proporc¢des de carboidratos funcionais (CHE et al., 2012). Desta forma, avaliou-se a
acao de fragdes ativas de mananoproteinas sobre a resposta imune de caes adultos
e idosos.

As dietas apresentaram boa aceitagao pelos animais e independente da idade
e da dieta, estes mantiveram o peso corporal constante ao longo do estudo, visto
que esta variavel foi controlada para que néao interferisse nos resultados dos testes
experimentais, por meio de ajustes individuais na quantidade de alimento de acordo
com a energia metabolizavel 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 caes idosos do que adultos, assim como o efeito significativo de dieta foram

evidenciados desde o inicio do periodo experimental e demonstram variagcdes de
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peso corporal dentro do padrdo racial, portanto, sdo caracteristicas inerentes aos
animais empregados no estudo, classificados como escore de condigdo corporal 5
(LAFLAMME, 1997).

O emprego da FAM mostrou-se seguro para o uso em dieta de cées durante o
periodo experimental avaliado e nos teores empregados, visto que néo se
verificaram alteracbes na qualidade das fezes e nenhuma alteragdo clinica nos
animais. Ademais, a maioria dos resultados dos hemogramas e dos exames
bioquimicos mantiveram-se dentro dos valores de referéncia utilizados pelo
Laboratério de Patologia Clinica do Hospital Veterinario da FCAV/Unesp,
Jaboticabal, SP (apéndice A). O discreto aumento da atividade sérica de alanina
aminotransferase (ALT), observado em cées idosos alimentados com dieta contendo
0,08% de mananoproteinas, ndo denota alteragao hepatica pela agao do ingrediente,
visto que o aumento foi evidenciado desde o inicio do periodo 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 injuria hepatica e deve ser
avaliado com cautela em conjunto com outros exames e com o quadro clinico.

A contagem de mondécitos abaixo dos valores de referéncia (apéndice A)
evidenciada em todos os tratamentos desde o inicio do periodo experimental e no
tratamento T80 idoso aos 28 dias comparado ao dia zero, ndo é considerada
anormal. A monocitopenia €& dificil de documentar, pois mamiferos domésticos
sadios podem apresentar baixa contagem relativa de mondcitos no sangue
(STOCKHAM & SCOTT, 2011; SCHULTZE, 2010).

Estudos tém demonstrado o efeito da idade sobre os parametros de
hemograma e bioquimicos (GOMES, 2013; MARIA, 2013; SWANSON et al., 2004;
HARPER et al., 2003; LOWSETH et al., 1990; KASPAR & NORRIS, 1977) e embora
os valores fisiolégicos sejam bem estabelecidos para caes adultos, esses mesmos
valores podem nao ser apropriados para a avaliagdo da saude de cédes idosos.
Lowseth et al. (1990) demonstraram que caes idosos da ragca 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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parametro bioquimico e pode explicar os valores elevados encontrados no
tratamento T80 no grupo de caes idosos.

Embora dentro dos parametros de normalidade, encontrou-se também efeito
de idade (p<0,0001) nas concentragdes seéricas de triglicérides, albumina e atividade
sérica da fosfatase alcalina (FA), do mesmo modo que tendéncia na concentragao
sérica de colesterol (p<0,15). Os animais idosos apresentaram menores
concentracbes séricas de albumina e maiores concentragdes séricas de FA,
triglicérides e colesterol em relagcédo aos adultos.

Segundo Kaneko et al. (2008), a idade é um fator importante que deve ser
considerado na interpretagcdo das proteinas séricas. Com o avancar da idade, os
caes apresentam de forma geral, aumento na proteina total (PT), ocasionada pela
diminuicdo na concentragdo sérica de albumina e aumento de globulinas. No
entanto, com o passar do tempo as proteinas totais podem declinar. No presente
estudo ndo se evidenciou diferenca entre as faixas etarias com relacdo a PT,
possivelmente devido ao comportamento variavel das globulinas em caes mais
velhos.

Milgram et al. (2002), em sua pesquisa sobre o enriquecimento dietético na
disfungdo cognitiva associada a idade encontraram diferengas significativas em
mensuracdes bioquimicas basais e os autores atribuiram a idade. A maioria dos
exames bioquimicos apresentaram-se dentro do intervalo de valores considerados
normais para caes adultos saudaveis. Caes com idade média de 10,8 anos
apresentaram maiores valores de PT, globulinas, colesterol, triglicérides e menores
valores de albumina em relacdo a caes com idade média de 3,5 anos. A diminuigao
nas concentragdes seéricas de albumina e também o aumento nas de colesterol
foram descritos por Kaspar & Norris (1977). Esses autores utilizaram caes beagles
com idade entre 56-4868 dias no tempo de amostragem, os quais foram testados em
varios intervalos ao longo do periodo de 10 anos.

Nos parametros do hemograma, as variaveis contagem global de hemacias,
leucdcitos, linfocitos e de neutrdfilos segmentados (NS), hematdcrito e teor de
hemoglobina também verificou-se efeito de idade (p<0,01), do mesmo modo que
tendéncia na contagem de eosindfilos e neutréfilos bastonetes (NB; p<0,10).

Observaram-se maiores valores no grupo de caes adultos. Contudo, todos os
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parametros apresentaram-se dentro dos valores de referéncia, para ambas as
idades. Nao ha consenso na literatura sobre as mudancgas relacionadas a idade no
hemograma de cdes saudaveis. Greeley et al. (2001) num estudo longitudinal
monitoraram a contagem leucocitaria no sangue de caes labradores retriever de 7 a
11 anos de idade e observaram minimas mudancgas no numero total de leucdcitos,
polimorfonucleares e mondcitos, enquanto o numero de linfocitos exibiu significante
declinio com a idade. Maria (2013) ao comparar caes beagles entre 2,6 e 10,2 anos,
observou em céaes idosos diminui¢des significativas tanto na contagem de hemacias
quanto de leucécitos, linfécitos e neutréfilos bastonetes, embora também tenham
permanecido dentro dos valores de normalidade. Lowseth et al. (1990) néo
encontraram alteragdes significativas nos parametros de hemograma de caes beagle
entre 3 e 14 anos, assim como Fujiwara et al. (2012) nao encontraram alteragdes em
nenhuma dessas variaveis ao avaliar caes beagles com idades entre 2, 5 e 10 anos
e Gomes (2013) ao comparar caes da mesma raga com idades médias de 5,3 e 10,7
anos. Entretanto, Gomes (2013) demonstrou que caes filhotes, com idade média de
0,8 anos, possuem maior numero de leucdcitos em relagdo aos caes idosos, como
também maior numero de linfécitos em relagdo 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 avaliacao basal
havia marcado efeito da idade nos parametros de hemograma e bioquimicos
avaliados, mas com o0 avango cronoldgico, os valores do grupo de animais adultos
jovens se aproximaram aos do grupo de caes idosos e aos valores de referéncia
para a espécie.

O efeito na interagao dieta x idade observado para a contagem de hemacias,
hematocrito e teor de hemoglobina (p<0,05) mostrou que os caes que se
alimentaram com a dieta 0,08% de FAM apresentaram valores mais constantes, os
quais nao diferiram entre as faixas etarias. Esse achado poderia sugerir efeito
benéfico da dieta T80 ao favorecer caes idosos. Contudo, ndo ocorreu diferenca
significativa ao comparar as dietas em cada faixa etaria. A adicado de FAM em
0,04%, comparada a dieta controle, elevou a contagem total de linfocitos
sanguineos, mais especificamente em caes adultos aos 28 dias do periodo

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 linfocitos de caes beagles
adultos que se alimentaram com dieta contendo 0,015% da fragdo beta-glucano.
Esta contagem elevou-se significativamente no dia 42, em relagédo ao dia zero.

Na fenotipagem dos leucdcitos sanguineos, caes idosos comparados aos
adultos, apresentaram diminuicdo na contagem absoluta de CD5+ (linfécitos T
totais), CD21+ (linfocitos B) e relagdo CD4+/CD8+ (p<0,05), diminuicdo na contagem
relativa de CD4+ (auxiliares) e elevagdo de CD8+ (citotoxicos) com consequente
diminuicdo na relagdo CD4+/CD8+ (p<0,01). Tais dados concordam com a reviséo
feita por Day (2010). Ja no estudo feito por Maria (2013) foi observado apenas
diminuicdo na contagem absoluta de CD5+ e CD4+ em cées Beagles entre 10,2 e
2,6 anos. A diminuicdo nas células CD5+ pode ser atribuida principalmente a 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 caes beagles com
idades de 2, 5 e 10 anos e demonstraram diminuigdes em contagens absolutas de
CD4+ e CD8+, principalmente com relagao as células T naive (virgem), as quais sao
substituidas por células T de memdria a medida que o cao envelhece. Greeley et al.
(2001) ao avaliarem 23 céaes labradores retriever (14 fémeas e nove machos) no
periodo de oito anos, relataram declinio no numero absoluto de CD5+, CD4+ e
CD8+ e no percentual de CD21+, com o aumento da idade. Os percentuais de CD4+
e CD8+ ndo se alteraram, assim como nao se verificaram alterag¢des significativas na
relacdo CD4+/CD8+. No entanto, as fémeas apresentaram aumento de CD8+ com o
avancar da idade durante os quatro primeiros anos de avaliagdo. Os autores
reconhecem a tendéncia ao aumento percentual de CD8+ e atribuem ao reduzido
numero amostral o fato de que os cdes machos nao tenham apresentado o mesmo
resultado. Heaton et al., (2002) ao avaliarem a populagao de 122 labradores (idades
entre seis meses e 14 anos) observaram aumento percentual no numero de células
CD8+, apesar de também terem verificado reducao percentual de células CD4+ e na
relacdo CD4+/CD8+ com o aumento da idade. De qualquer forma, Faldyna et al.
(2001) ao avaliarem caes de diferentes racas, reconhecem tanto a elevagao quanto
o declinio de linfécitos CD8+. Gomes et al. (2011) verificaram reducdo nas

contagens de linfécitos CD5+, CD8+, CD21+ e manutencao nas de CD4+ em céaes
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idosos (10 anos) em relagdo a adultos (4 anos). Ja esse mesmo autor em sua
pesquisa mais recente (2013) ndo corrobora os resultados ja discutidos, visto que
verificou maior contagem absoluta e relativa de CD4+ para os caes beagles idosos
(10,7 anos) em relagdo aos adultos (5,3 anos) e ndo encontrou diferenga para as
contagens absolutas e relativas de CD5+ e CD21+ entre essas duas idades. A
divergéncia de resultados pode estar relacionada ao uso de diferentes numeros
amostrais, racas, idades e métodos de aquisicdo de células para determinacado de
seus fendtipos. Muitos estudos foram realizados através de técnicas de separacao
celular utilizando-se de gradientes de separagao ao contrario das que se utilizam
sangue total.

Embora muito da caracterizagdo da imunossenescéncia seja focada na
resposta imune adquirida, composta principalmente por linfocitos, alteragbes nos
componentes do sistema imune inato podem também colaborar para declinio
generalizado da funcdo imunoldgica relacionado a idade (GREELEY et al., 2001).
Embora, no presente estudo, ndo se tenha avaliado a fenotipagem de neutrdfilos
sanguineos, o0 hemograma mostrou que o numero de neutréfilos 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 numero de
mondcitos (CD14+) ndo apresentou efeito de idade tanto na fenotipagem como no
hemograma.

Com relagao ao uso de FAM, obteve-se importante tendéncia a efeito de dieta
(p=0,10) e de interacao dieta x idade (p=0,13) na contagem absoluta de CD5+. Os
caes que foram alimentados com a dieta T40 tenderam a maiores contagens de
linfocitos T totais em relagdo aos que nao receberam FAM, o que demonstra efeito
sobre a resposta imune adquirida mediada por células, conforme ja descrito por
Gomes (2009) e Zaine (2010), ao empregarem parede celular de levedura. Ao se
desdobrar a interagdo dieta x idade, observou-se por meio das comparagdes das
médias, o mesmo efeito, porém significativo em caes adultos (p=0,05), o que sugere
maior efeito das mananoproteinas na dieta de caes adultos em relagdo aos idosos.
Tal achado corrobora os resultados encontrados no hemograma da atual pesquisa
com relagdo a contagem total de linfécitos sanguineos, os quais também foram

estimulados pela adicdo das mananoproteinas, possivelmente pelo estimulo de
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linfécitos T totais. Observou-se também, tendéncia a efeito da interacdo dieta x
idade (p=0,13) na contagem relativa de CD4+. Porém ao comparar as médias, caes
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 caes idosos com maiores percentuais de linfocitos T auxiliares, os quais
se reduzem com a idade. Todavia, ndo houve diferenca entres as dietas ao avaliar
separadamente as idades.

O desenvolvimento da resposta imune adquirida depende da rapida expanséao
no numero de linfocitos. No presente estudo, o ensaio de linfoproliferagao
apresentou grande variacdo de resultados entre os animais e evidenciou apenas
efeito de tempo (p<0,05), o que dificulta a discussdo desses dados por ser
independente da dieta, idade ou interagdes. Além disso, mesmo com o emprego de
doses recomendadas de CFSE, adicao de antibidtico para evitar a contaminacgao e
também a adicdo de soro fetal bovino inativado, ambos recomendados pela
literatura, ao se analisar as avaliagdes citofluorométricas, algumas culturas de
células marcadas sofreram morte celular. Desta forma, ndo se sabe ao certo a causa
destas perdas. Contudo, observou-se tendéncia a efeito de idade (p=0,11), o que
corrobora os dados encontrados na literatura de que caes idosos possuem
decréscimo da resposta proliferativa de células sanguineas mononucleares (DAY,
2010; TIZARD, 2009). Sugere-se para estudos futuros a adicdo de marcadores
celulares para a melhor visualizagdo das populagdes linfocitarias e determinacao do
efeito de idade sobre suas subpopulagdes, assim como a adigdo de um desafio
antigénico para avaliagdo mais adequada do efeito de dieta sobre a proliferacéo
linfocitica.

As células fagociticas desempenham papel importante na defesa inata contra
microrganismos. Os neutréfilos e os mondcitos/macréfagos séo capazes de eliminar
a maioria dos microrganismos invasores tanto através da fagocitose quanto do burst
oxidativo, dois processos distintos. O primeiro envolve a liberagdo de enzimas liticas
e peptideos antimicrobianos dos granulos intracelulares. O segundo refere-se a
“explosao respiratoria” e envolve a formacao de potentes oxidantes (TIZARD, 2009).

Os resultados percentuais da atividade fagocitica de mondcitos, nao

mostraram dados relevantes, visto que houve aumento dessa atividade aos 28 dias
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do periodo experimental, independente da idade, dieta ou interagdes. Entretanto,
notou-se que os cies alimentados com a dieta adicionada de 0,04% de FAM
obtiveram tendéncia a maior percentual dessa atividade por neutréfilos que os
alimentados com a dieta com 0,08% de FAM (p=0,07). Ao se comparar as medias
notou-se de maneira significativa, o mesmo efeito em cées adultos alimentados com
0,04% de FAM em relacao aos animais de mesma idade que receberam a dieta com
0,08% de FAM (p=0,04). Verificou-se maior beneficio das mananoproteinas incluidas
em 0,04% na dieta comparado ao teor de 0,08% sobre a atividade fagocitica de
neutrofilos, entretanto, ndo se observou diferenga significativa entre 0,04% de FAM e
a dieta controle, mesmo com os percentuais médios maiores da inclusdo de 0,04%
de FAM. Desta forma, sugere-se que as mananoproteinas possam ter efeitos
relevantes sobre a atividade fagocitica, entretanto, seus beneficios ao elevar tal
atividade podem ser dependentes dos teores empregados. Zaine (2014) também
nao encontrou diferengas no percentual fagocitico de mondcitos ao comparar caes
de diferentes racas que foram alimentados com dieta contendo 0,1% de beta-
glucano com dieta controle, assim como também, a adicdo de 0,1% deste aditivo
nao foi eficaz em elevar o percentual fagocitico de neutrdéfilos, visto que os valores
encontrados estavam abaixo do percentual fagocitico evidenciado no grupo de caes
que nao recebeu beta-glucano. Entretanto, esse mesmo estudo demonstrou
elevacdo do percentual fagocitico de mondcitos ao administrar a mesma dosagem
de beta-glucano em capsulas por via oral. O aumento da atividade fagocitica
também foi verificado em estudo com camundongos jovens e adultos que receberam
beta-glucano derivado de leveduras, sendo esta elevacdo dose-dependente, com
maiores valores observados para os animais que receberam, por via intra-peritoneal,
250ug da substancia; os mesmos efeitos foram observados nos animais que
receberam beta-glucano por via oral (VETVICKA et al., 2008).

A producgao estimulada de espécies reativas do oxigénio (reactive oxygen
species - ROS) como o peréxido de hidrogénio, foi inicialmente descrita em
neutrofilos e macréfagos e foi denominado de burst respiratério ou oxidativo, devido
ao consumo transitério de oxigénio. Ele é realizado pelo multicompetente complexo
enzimatico presente na superficie celular denominado NADPH (nicotinamide

adenine dinucleotide phosphate reduced) oxidase, e é critico para a acao bactericida
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dos fagocitos. Apesar da importancia destas substéncias nos mecanismos de
protecdo na imunidade inata, quando a ativagdo da producido destas se encontra
exacerbada pode ocorrer dano em tecidos normais do hospedeiro (ABBAS, 2011).
No entanto, o aumento de perdxido de hidrogénio (H202), que resulta da estimulagao
da NADPH-oxidase é transiente, em parte, devido a presenca das enzimas
antioxidantes, que retornam as suas concentracdes para o nivel de equilibrio pré-
estimulagcdo. Assim, as enzimas antioxidantes podem funcionar como "liga-desliga"
na fase da transducdo de sinal por ROS. (FORMAN & TORRES, 2002). O PMA
(phorbol mirestate acetate) € um desses agentes capazes de estimular a liberagao
de HyO, por essas células (PICK & KEISARI, 1980). Assim como o
lipopolissacarideo derivado de bactérias gram-negativas, que ao induzir aumento no
consumo de glicose e oxigénio favorecem a capacidade funcional dessas células
(ZWILLING & EISENSTEIN, 1994).

Os produtos microbianos estimulam neutrdfilos e principalmente macréfagos a
sintetizar o 6xido nitrico sintase (NOS). Esta enzima usa NADPH e o oxigénio para
agir sobre a L-arginina e produzir éxido nitrico (monéxido de nitrogénio - NO), o qual
posteriormente transforma-se em nitritos e nitratos. O NO possui grande variedade
de fungbes e atua em muitos processos fisioldgicos, entre eles na regulagdo da
resposta imune. A producdo de NO permite também que se destruam
microrganismos e células tumorais de maneira bastante eficiente (TIZARD, 2009).
No entanto, nesta pesquisa nao foi possivel demonstrar efeitos relevantes ao utilizar
0 ensaio de determinacao de intermediarios reativos do nitrogénio para a avaliagao
indireta da produgao de 6xido nitrico. O efeito de tempo, assim como a tendéncia a
menor producao aos 28 dias foram notadas de forma independente o que dificulta a
discussao desses resultados.

Com relacédo aos resultados da determinacao de intermediarios reativos do
oxigénio (H20;), demonstra-se que o0s animais que consumiram a dieta T40
tenderam a produzir mais H,O, por neutréfilos 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 sao
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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fagocitarias como neutrofilos, macrofagos e células NK (natural killer), as barreiras
fisicas e quimicas tais como o epitélio, substancias antibacterianas das superficies
epiteliais, proteinas do sangue, incluindo a proteina c reativa (PCR), fracdes do
sistema complemento e outros mediadores inflamatorios. Lea et al. (2013)
demonstraram que a inclusdo de 0,08% de FAM na dieta de frangos de corte
proporcionou aumento da area das células caliciformes no jejuno, o que sugere
maior produgdo de mucina e possivel efeito benéfico sobre a primeira linha de
defesa do sistema imune. Che et al. (2012) ao avaliarem o sistema imunolégico de
leitdes experimentalmente infectados com o virus da sindrome respiratoria e
reprodutiva (PRRSV), demonstraram o efeito benéfico de 0,04% de FAM,
comparado a dieta controle, ao elevar as concentragcdes séricas de mediadores
inflamatdrios (interleucina-1, interleucina-12 e haptoglobulina), importantes em
impulsionar tanto a imunidade inata quanto a adquirida mediadas por células. Desta
forma, evidencia-se a atuagdo das FAM sobre alguns parametros do sistema imune
inato de caes assim como de outras espécies. Ja Chizzotti (2012) encontrou apenas
correlagao com o status inflamatério ao avaliar o efeito das FAM administradas por
via oral, na forma de capsulas, sobre as PCR de caes beagles previamente
desafiados com estimulo vacinal. Nao houve diferenca significativa entre os
tratamentos (0, 300, 600 e 900ppm de FAM), porém observou-se interagdo entre
tratamento x tempo, havendo a inversao desses valores no TO e T600, enquanto as
concentragbes de PCR do grupo controle foram menores no tempo zero, estas
apresentaram-se significativamente maior no tempo 35, o contrario foi observado
com T600. Desta forma, a inclusdo da mananoproteina a partir de 600ppm na dieta
foi capaz de diminuir a resposta inflamatéria nesse estudo.

Neutréfilos e macrofagos de humanos idosos tém 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, ndo se verificou tais alteragdes no
presente estudo, por ndo ter sido detectado efeito de idade em nenhum dos dois
ensaios. Observou-se apenas baixa contagem de neutréfilos segmentados em caes
idosos, porém a atividade funcional dessas células fagocitarias ndo 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 producdes de H,O, por neutréfilos
estimulados por PMA, em relacdo aos animais adultos que se alimentaram com a
mesma dieta, o que pode indicar efeito benéfico da inclusdo de mananoproteinas na
dieta de cées idosos sobre a resposta antimicrobiana por neutrdfilos.

De uma forma geral, notou-se que tanto no ensaio de produgédo de
intermediarios reativos do oxigénio quanto do nitrogénio, ndo foram encontrados
resultados relevantes para a cultura de mondécitos. Sabe-se que os neutrofilos atuam
como primeira linha de defesa, sendo rapidamente mobilizados, porém nao estao
sozinhos. As células fagociticas denominadas monécitos (quando estdo na corrente
sanguinea) ou macrofagos (quando estdo nos tecidos) ndo sdo menos importantes.
Essas células diferem dos neutréfilos em sua velocidade de resposta, que € menor,
nas suas habilidades microbicidas, que sdo maiores e na sua capacidade de
estimular as respostas imunes adquiridas (TIZARD, 2009). Atribui-se a falta de
resultados relevantes e pertinentes a grande variagdo dos resultados encontrados.
Embora esta avaliagao 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 separagao celular pode
estimular as células e levar a perda de populacdes especificas, levando a resultados
que nao refletiriam a condigao in vivo (SCHMITZ et al., 2013).

O teste de hipersensibilidade cutanea tardia (DTH) é um teste cutaneo
intradérmico que avalia a capacidade do animal em reagir com resposta imune
mediada por células (TIZARD, 2009; KIM et al., 2000). A inflamacao e o edema que
ocorrem em resposta aos antigenos vacinais inoculados dentro da pele podem ser
considerados mediados por células, ja que apresentam a evolugdo e os aspectos
histologicos da reacdo de hipersensibilidade do tipo IV, ou seja, desenvolve-se
resposta inflamatdria lenta no local da aplicagéao (TIZARD, 2009).

Aos 28 dias do periodo experimental, independente da idade, notou-se efeito
significativo na variavel hora frente as inoculagdes de fito-hemaglutinina e vacina. A
inoculacao intradérmica de salina foi eficiente em promover o controle negativo, visto
que levou ao aumento da espessura cutanea detectado logo apds sua inoculagao
(Oh), apresentou absorcao rapida e regrediu aos valores basais (dados néo

mostrados). A inoculagao intradérmica de fito-hemaglutinina (FHG) que estimula a
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resposta inespecifica, ou seja, imunidade inata, produziu maxima e significativa
resposta apos 24h de sua inoculagao (p<0,05), com posterior diminuicdo nos tempos
48 e 72h, os quais diferiram significativamente (p<0,05). No tempo 72h, a resposta
foi similar ao momento Oh e demonstrou a efetividade do sistema imune inato em
oferecer mecanismos celulares e quimicos de resposta rapida. Ja a maxima e
significativa reacédo vacinal que estimula a resposta especifica, ou seja, imunidade
adquirida, foi atingida apds 24h de sua inoculagéo (p<0,05), permaneceu similar no
tempo 48h (p>0,05) e diminuiu as 72h, nao diferindo das 48h apds sua inoculagéo
(p>0,05). Entretanto, o aumento em espessura obtido apds 72h estava bem acima
quando comparado ao observado no tempo Oh (p<0,05), o que caracteriza resposta
adquirida, que é mais prolongada.

Os resultados referente a maxima resposta observada na fito-hemaglutinina
corroboram os de Kim et al. (2000) que obtiveram o mesmo efeito de tempo, apesar
de empregarem menor concentracdo. Todavia, para o estimulo vacinal a maxima
resposta foi atingida entre 48 e 72h apds sua inoculagao, o que diferiu do efeito de
tempo encontrado nesse estudo. Segundo Tizard (2009) um exemplo importante de
reacao de hipersensibilidade tardia é a resposta a tuberculina, que tem inicio entre
12 a 24h apds a inoculacdo intradérmica, alcanca maior intensidade em 24 a 72h e
pode persistir por varias semanas antes de ocorrer a gradual resolugéo do processo.
Desta forma, houve variagao de tempo da maxima resposta especifica.

Assim como no estudo de Kim et al. (2000), foram utilizados céaes
previamente imunizados com a mesma vacina antes do inicio do experimento para
prévia sensibilizagdo. Entretanto, estes mesmos autores utilizaram caes com um ano
de idade e por isso a resposta maxima no estimulo vacinal pode ter diferido do
presente estudo, possivelmente pela mobilizagdo de células T de memdria, dentre
outros fatores. Quando o antigeno é inoculado, este sera fagocitado pelas células de
Langerhans, as quais migram para o linfonodo regional onde apresentam o antigeno
as células T de memoaria. Essas respondem com a produgao de linfécitos T helper
(Th1) que reconhecem o antigeno quando o encontram na pele e se acumulam ao
redor dele, a partir dai desenvolve-se a reposta inflamatéria (TIZARD, 2009).
Reconhece-se que caes idosos comparados com jovens, possuem reduzido numero

de células T naive e aumento do numero de células T de memoéria (FUJIWARA et al.,
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2012; TIZARD, 2009). Entretanto, Fujiwara et al. (2012) ndo encontraram diferenga
no numero de células T de memodria ao comparar caes de 2, 6 e 10 anos.

Independente da idade, a dieta com inclusao de 0,08% de FAM foi eficaz em
promover aumento na espessura cutanea (mm) dos animais, maior que a dieta com
inclusdo de 0,04% (p<0,05) assim como tendeu a ser maior que a dieta controle
(p=0,06), o que pode sugerir maior sensibilizagdo da resposta imune inespecifica
ocasionada pela dieta T80, a qual levou a maior espessura de pele tanto em caes
adultos como idosos. Segundo Tizard (2009), a fito-hemaglutinina € uma lectina
estimuladora de células T que provoca reacéao tecidual local com muitos aspectos de
resposta de hipersensibilidade tardia. No entanto, sua resposta ndo é especifica e
sua interpretacdo pode ser difici. Com relacdo ao estimulo especifico em céaes
adultos, frente a inoculagdo de vacina, as mananoproteinas responderam de forma
similar ao controle, entretanto, verificou-se que a dieta com inclusdo de 0,04% de
FAM obteve maior espessura cutdnea que a dieta contendo 0,08% de FAM, o que
sugere que diferentes teores de inclusdo das mananoproteinas podem afetar de
forma diferente as respostas cutaneas especificas e inespecificas, e essas
respostas podem ser maiores em cées adultos do que em idosos.

Assim como descrito por Gomes (2009) e apontada na revisao feita por Day
(2010), céaes idosos apresentaram em média, comparando-se todos os tempos
juntos, menor elevagado em espessura (mm) quando comparado com caes adultos.
Observou-se tal resposta diante a inoculagédo de vacina (p<0,05), assim como notou-
se também, a tendéncia deste efeito para a inoculagdo de fito-hemaglutinina
(p=0,15). A resposta aos estimulos por caes idosos pode sugerir menor reagao local,
correlacionando-se ao menor numero de linfécitos T sanguineos encontrados em
caes idosos (p<0,05).

Contudo, os resultados descritos até entdo, sdo expressos em espessura da
pele, em geral, avaliam médias que sao obtidas em cada momento (0, 24h, 48h,
72h), mas nao refletem o comportamento da resposta inflamatéria ao longo do
periodo avaliado. A reagcdo deve ser melhor mensurada em variagao percentual de
espessura cutanea em relagdo a hora zero, ja que os caes podem ter, em meédia,

reagoes iguais e os caes idosos obterem menores elevagdes em espessura (mm)
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por sua pele ser mais delgada. Esta forma de avaliagdo proposta também foi
realizada por Kim et al. (2000) e Zaine (2010).

A variagdo percentual da espessura cutdnea em relagdo a hora zero
demonstrou que animais idosos tiveram em média elevagdes percentuais maiores
que os adultos. No estimulo vacinal, os animais adultos tiveram aproximadamente
15% de elevagao percentual da espessura cutdnea apdés 24h da inoculacéo,
enquanto os caes idosos apresentaram percentual préximo de 30%, resposta quase
2x mais intensa que adultos. No entanto, o estimulo vacinal ndo se resolveu em 72h
e nesse momento caes adultos e idosos tiveram elevagdes percentuais similares. No
estimulo de fito-hemaglutinina, a resposta de caes idosos foi ainda maior, cerca de
4x mais que a de caes adultos. No entanto, os cdes adultos cessaram o processo
inflamatério mais rapido que os idosos, visto que os caes adultos apresentaram
diminuicao percentual em relagdo a hora zero apds 48h da inoculagéo, ou seja, a
inflamacédo j4 estava praticamente resolvida, enquanto os cées idosos ainda
mantiveram elevagdes percentuais, 0 que evidencia a presenca de resposta
inflamataria.

Os resultados em variagao percentual da espessura cutanea em relagao a
hora zero também demonstraram que independente da idade e da hora, houve efeito
da dieta (p<0,05) em ambos os estimulos, vacinal e de fito-hemaglutinina, e que a
mananoproteina demonstrou superioridade em relagao a dieta controle. De forma
mais intrinseca, a inclusdo de 0,04% de FAM revelou aumento percentual
significativo na resposta cuténea a aplicagcdo de vacina com relagdo a 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 tendéncia a elevagao na contagem de linfécitos T em caes
alimentados com 0,04% de FAM em relagdo 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 cutanea a aplicagao de
vacina polivalente para os caes que consumiram parede celular de levedura (0,2%
de inclusao) e fracdo de beta-glucano (0,015% de inclusdo). Ja Kim et al. (2000)

também encontraram aumento percentual e, portanto, resposta de DTH intensificada
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em ambos os estimulos, especifico e inespecifico, com cédes que tiveram a dieta
suplementada com luteina.

Ao se verificar o efeito de dieta x idade, observou-se que apenas os caes
idosos sofreram variacdo percentual cutanea influenciada pela dieta. Os animais
idosos alimentados com mananoproteinas tiveram aumento percentual significativo
na resposta cutanea a aplicacdo de vacina em relacdo aos mesmos animais que se
alimentaram com a dieta controle. Da mesma forma, frente ao estimulo de FHG, os
caes idosos que se alimentaram com a dieta com 0,08% de FAM apresentaram
tendéncia ao aumento percentual na resposta cutdnea maior que os caes que se
alimentaram com a dieta controle (p=0,06), o que pode sugerir maior estimulo
imunologico cutaneo inespecifico e especifico em cdes idosos pelas
mananoproteinas. Reconhece-se que as mananoproteinas induzem reacfes de
hipersensibilidade e produgdo de citocinas, importantes em reduzir patégenos
fungicos (CHAKA et al., 1997; PIETRELLA et al., 2001).

Na avaliagao da imunidade de mucosa, ndo se observou diferenga entre caes
adultos e idosos sobre as concentragdes de imunoglobulina A (IgA) fecal, assim
como Gomes (2013) e Zaine et al. (2011). Entretanto, esses autores verificaram que
caes beagles filhotes (avaliagbes com 5 e 10 meses de idade, respectivamente)
apresentaram menores concentragdes de IgA nas fezes em relagdo aos caes
adultos e idosos. Ja Maria (2013) encontrou apenas interagcdo idade x dieta ao
avaliar alimentos com diferentes tipos de fibras, e demonstrou que caes idosos
alimentados com ragao composta por polpa de beterraba (fibra fermentavel) tiveram
maior concentracao de IgA nas fezes do que os adultos que se alimentaram com a
mesma dieta. Com relagao a dieta, verificou-se no presente estudo que apesar da
variagdo na concentragdo de IgA fecal ao longo dos dias, os tratamentos né&o
influenciaram a imunidade humoral intestinal e, de forma geral, pode estar
relacionada a alta variagao individual observada.

A producgao constante de IgA, a qual é secretada em grandes quantidades na
superficie da mucosa intestinal, ocorre devido a continua estimulagao proporcionada
pela microbiota normal do intestino (GOMES, 2009). Reconhece-se que as bactérias
benéficas afetam indiretamente o sistema imune ao produzirem substancias com

propriedades imuno-estimulatorias, as quais interagem com o sistema imune de
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varias maneiras, incluindo producdo de citocinas, proliferacdo de células
mononucleares, fagocitose macrofagica e inducdo de sintese de maiores
quantidades de imunoglobulinas, em especial as de classe A (MACFARLANE &
CUMMINGS, 1999). Assim, a influéncia ou ndo da dieta poderia ser melhor
compreendida ao avaliar a microbiota presente no lumen intestinal apds a inclusao
dietética das mananoproteinas. Contudo, embora a atual pesquisa n&o tenha
avaliado tal parametro, Chizzotti (2012) ndo demonstrou que a contagem de
bactérias acido-laticas fecais foram afetadas pela adicdo de 300, 600 ou 900ppm de
mananoproteinas (com base na matéria seca) na dieta de caes adultos, assim como
também ndo demonstrou efeito sobre a concentragdo plasmatica de IgA, tdo pouco
sobre as concentragdes de IgM e IgG, que estdo envolvidas nas respostas humorais
sistémicas. Portanto, tais dados corroboram os da atual pesquisa ao ndo 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 suplementagdo com 0,3% de MOS apresentou
influéncia positiva sobre as populagdes microbianas com tendéncia para aumento de
Lactobacillus, além de tender a elevar a concentragao sérica de IgA e de elevar a
IgA ileal quando consumido em associagdo com frutoligossacarideos (FOS). Ja
Middelbos et al. (2007) relataram aumento da IgA ileal com 0,25% de incluséo de
parede celular.

Zaine (2010) também nao observou alteragdo das quantidades de IgA fecal
com adicao tanto de PCL quanto de fragbes beta-glucano1,3/1,6 a dieta de caes
beagles adultos. Ao estudar a administracao oral de 225mg de beta-1,3/1,6-glucano
na forma de tabletes, Stuyven et al. (2010) encontraram redugao significativa de IgA
salivar e lacrimal e sugeriram como hipotese para esse declinio o direcionamento da
resposta imune para o tipo T helper 1 (Th1), induzida pelas citocinas IL-12 e TNF-q,
secretadas apos a interacdo do B-glucano com o receptor dectina-1. Esta hipotese
também se evidenciou pelo aumento da secrecdo de IgA apds cessar o
fornecimento de B-glucano.

O estudo em questdao mostrou que as mananoproteinas podem ter efeitos
tanto sobre alguns parametros da resposta inata como adquirida. Entretanto, a

imunidade adquirida ou especifica € composta tanto por respostas mediadas por



81

células como por respostas humorais através dos anticorpos. Ambas se
complementam para realizar a defesa contra agentes infecciosos e outras
substancias estranhas, assim como, de uma maneira geral, as resposta inata e
adquirida fazem parte de um sistema imunoldgico integrado, as quais atuam em
cooperacdo na defesa do organismo como um todo (ABBAS et al.,, 2011). Os
mecanismos caracteristicos pelos quais as fragdes ativas de mananoproteinas
atuam sobre a imunidade, no entanto, ndo sdo conhecidos. A modulagdo imune
decorrente do consumo de prebidticos parece atuar sobre o GALT, tecidos linféides
secundarios e células em circulagédo periférica segundo Schley & Field (2002),
podendo ser resultantes do contato direto com bactérias acido lacticas, produtos da
parede celular ou componentes citoplasmaticos com células imunes no intestino,
pela producdo de acidos graxos de cadeia curta derivados da fermentagdo ou
através de mudancgas na produgao de mucina (SILVA & NORNBERG, 2003).

Mansour et al. (2002) determinou que elas atuam ligando-se aos receptores
de manose em macrofagos, os quais servem como um elo entre resposta imune
inata e adquirida, fato também descrito por Silva (2006) referente a fragdo MOS que
atua na ativacdo de macrofagos por ocupar os sitios receptores de manose nas
glicoproteinas de sua superficie celular. Uma vez que esses sitios estejam
ocupados, inicia-se uma reagao em cascata que resulta em ativacdo dos
macrofagos e liberagdo de citocinas. Mais estudos s&o necessarios para esclarecer
o modo de atuagdo das mananoproteinas e como estas podem modular o sistema
imunoldgico.

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 discussao dos mesmos, visto que ha poucos estudos com mananoproteinas,
e existem poucas informagdes a respeito dos efeitos do envelhecimento sobre o
sistema imunoldgico de cdes. Assim, evidencia-se a importancia do presente
trabalho e a necessidade de mais estudos para melhor compreensao desses efeitos
e dos beneficios do uso de mananoproteinas tanto em caes adultos como em caes

idosos.
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8. CONCLUSAO

Nas condicbes da presente pesquisa, indica-se a ocorréncia de efeitos
imunomoduladores benéficos das FAM na dieta de caes adultos e idosos. As FAM
demonstraram efeitos sobre alguns parametros das respostas imunes inespecificas
e especificas mediadas por células, evidenciados pelo aumento da atividade
funcional de neutréfilos de caes adultos e idosos, aumento da contagem de linfocitos
T de caes adultos e maior resposta cutanea de caes idosos aos estimulos de vacina
e fito-hemaglutinina.

Caes idosos sdo afetados pelos efeitos decorrentes do processo de
imunossenescéncia, evidenciados pelo decréscimo na contagem linfocitaria e
capacidade de proliferacdo dessas células e por isso a resposta imune pode ser

beneficiada com a inclusdo de FAM em suas dietas.
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Apéndice A. Referéncia laboratorial (Laboratério de Patologia Clinica Veterinaria -
Hospital Veterinario “Governador Laudo Natel”, Unesp/Jaboticabal).
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