Maria Lucia Gomes Lourencgo

Efeito da idade e da suplementacéo
com luteina no hemograma, nas enzimas
hepaticas, na glicemia e no proteinograma
de neonatos felinos

Tese apresentada a Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Campus de
Botucatu, para obtencdo do titulo de Doutor em
Medicina Veterinaria na Area de Clinica Veterinaria

Orientador: Prof. Ass. Dr. Flavio Quaresma
Moutinho

Botucatu —-SP
2004



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA SECAO TECNICA DE AQUISIGAO E TRATAMENTO
DA INFORMACAO
DIVISAO TECNICA DE BIBLIOTECA E DOCUMENTAGCAO - CAMPUS DE BOTUCATU - UNESP
BIBLIOTECARIA RESPONSAVEL: SELMA MARIA DE JESUS

Lourenco, Maria Lucia Gomes.

Efeito da idade e da suplementagdo com luteina no hemograma, nas enzi-
mas hepaéticas, na glicemia e no proteinograma de neonatos felinos / Maria
Lucia Gomes Lourengo. — 2005.

Tese (doutorado) — Universidade Estadual Paulista, Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Botucatu, 2005.

Orientador: Flavio Quaresma Moutinho

Assunto CAPES: 50501062

1. Neonatologia veterinria 2. Gato
CDD 636.8089

Palavras-chave: Felinos; Gatos; Luteina; Neonatos




Dedicatdria

B A —




Agradecimentos

/\ Deus, por tornar todas as coisas
dessa vida possivels.

/\os meus pais, Haroldo e

Maria, a forca da minha vi-
da. Pelo amor que me ofere-
cem e pelo sacrificio que
suportaram. Obrigada, eu
amo Vvoceés!



Como Agkadacer =g oo

AT ACIECRENeEenNN L 0SS

olabo¥aram para a realizacao de um
lho cientifico? Foram tantas que me
aram como ter boa vontade e genero-
sidade, que um agradecimento seria o mi-
nimo|que se poderia fazer. Mas é de co-

, com sentimento e com a plena

lembrada, essa tese nao teria sido




Agradecimentos

defendida, portanto: muito obrigada a to-
das I1tintl

A Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da Universidade Estadual Pau-
lista, Campus de Botucatu/ FMVZ-Unesp
(P6s-graduacédo, area de Clinica Veterina-
ria) instituicao que me acolheu desde
1994.

A Faculdade de Medicina Veterinaria
do Centro Universitario da Fundacédo de
Ensino Octavio Bastos, Sao Jodo da Boa
Vista/ FMV-UNIFEOB, pelo apoio financei-
ro concedido a esta pesquisa.

Aos meus queridos orientadores Profa.
Dra. Helena Ferreira e Prof. Dr. Flavio
Quaresma Moutinho pelo exemplo de dedica-
cao e orientacao, pelo carinho, paciéncia
e acima de tudo pela amizade demonstrada
em tantos anos de convivéncia.

A Profa. Dra. Michiko Sakate (FMVZ —
Unesp/ Botucatu), pelo carinho e conside-
racao, demonstrados em todos os momentos.

Aos docentes do programa de Pos-
graduacao (FMVZ — Unesp/ Botucatu) pelas
disciplinas ministradas.

A todos o0s docentes do departamento
de Clinica Médica (FMVZ — Unesp/ Botuca-
tu), Prof. Dr. Alexandre Secorun Borges,
Profa.Dra. Denise S. Schwartz, Profa.
Dra. Michiko Sakate, Prof. Dr. Roberto
Calderon Goncalves e Prof. Dr. Simone



Agradecimentos

Chracchio, Prof. Dr. Rogério Martins Amo-
rin.

A todos o0s docentes das disciplinas
de Clinicas (FMV-UNIFEOB/ Sao lodo da Boa
Vista).

A Prof. Dra. Regina Takahira (FMVZ —
Unesp/ Botucatu) pelo auxilio e orienta-
cao na parte laboratorial do experimen-
to.

As Profas. Dras. Maria Denise Lopes e
Mariangela Lozano Cruz (FMVZ — Unesp/ Bo-
tucatu), pela esterilizacao das gatas u-
tilizadas no experimento.

A Profa. Priscila de Carvalho Olivei-
ra (FMV-UNIFEOB/ Sao loao da Boa Vista),
minha grande amiga, que me ensinou num
momento dificil, que a amizade é o0 que
realmente importa.

Ao Prof. Dr. ldlio César de Carvalho
Balieiro (FMVZ-USP e FMV-UNIFEOB/ Séao
lodo da Boa Vista), pela atencao, dedica-
cao e colaboracdo em toda a parte esta-
tistica desta tese.

A Profa. Dra. Maria Adriana Machado
Lobo e Silva (FMV-UNIFEOB/ S&o 1l1odo da
Boa Vista), pela colaboracao inestimavel.

A Profa. Dra. Maria Clorinda S. Fio-
ravanti (Universidade Federal de Goias),
pelo carinho, amizade e atencdo desde a



Agradecimentos

eépoca da residéncia quando nos conhece-
mosS.

Al Profa:r Maria Lucia Marcucci Torres
(FMV-UNIFEOB/ Sao lodo da Boa Vista), mi-
nha colega 1Inseparavel da disciplina de
Clinica.

A Prof. Dra. Roseli Pizzikati Klein
(Universidade Federal do Praui), nao e-
xistem palavras que possam expressar O
que sinto e como agradecer por ter te
conhecido.

A Marcia Cassiano Tavares e Mariana
Tavares do Amaral, minhas primas queridas
que tanto me ajudaram nas viagens e mani-
pulacédo dos gatinhos.

A luliana Noda Bechara, minha amiga
querida pela forca.

A Daniele Regina Xavier, pelo cuidado
e dedicacdo aos gatinhos dessa pesquisa e
por sua amizade tao sincera.

A Angélica do Rocio Carvalho da Silva
minha grande amiga que me ajudou a ter



Agradecimentos

equilibrio emocional nesta época tao des-
gastante da minha vida.

A Graziela Barioni, embora ndo esti-
véssemos tédo juntas no doutorado, nossa
amizade nunca deixou de existir.

A Luciana Pereira Machado (FMVZ — U-
nesp/ Botucatu), responsavel por toda a
parte de hematimetria da pesquisa.

A loandes Henrique Fonteque (FMVZ -
Unesp/ Botucatu), pela boa vontade, paci-
éncia e auxilio na realizacdo da eletro-
forese.

A Youko Endo (residente da FMVZ — U-
nesp/ Botucatu), pela colaboracao téao im-
portante.

A Raquel Reis Martins (FMVZ — Unesp/
Botucatu) por toda a colaboracdo antes,
durante e apos a conclusado da pesquisa.

A Rita de Cassia Collicchio (FMVZ -
Unesp/ Botucatu), pela paciéncia, opini-
Oes e amizade desde que nos conhecemos.



Agradecimentos

A 1zabel Cristina Castro, funcionaria
do laboratdorio de Toxicologia Veterinaria
(FMVZ — Unesp/ Botucatu)

A Marcelo Augusto Prado Cristofaro,
obrigada pelo carinho, ontem, hoje e para
sempre.

A Luciana Felicio de Paula (FMVZ -
Unesp/Botucatu) por sua amizade sincera
durante o estagio, na residéncia, no mes-
trado, no doutorado e para sempre.

A Eveline Bouteiller, pela excelente
correcao ortografica da tese e pela aten-
cao.

A Adnice Ruiz Pedro, por seu profis-
sionalismo na realizacao de toda a forma-
tacdo e arte grafica da tese (“os deta-
Ihes fazem a diferenca™).

A Prof. Dra. Adriana Pollachini do
Valle, docente da Faculdade de Medicina
da Universidade Estadual Paulista, Campus
de Botucatu/ FMV-Unesp.

Ao Sr. Darci Severo, técnico respon-
savel pelo setor de eletroforese do labo-
ratorio de Analises Clinicas (FMV-Unesp/
Botucatu).



Agradecimentos

A Maria Salete Sartori, técnica do
setor de Bioquimica do laboratorio de A-
nalises Clinicas (FMV-Unesp/ Botucatu).

A banca de defesa desta tese de dou-



Epigrafe




Sumario

O gato

Vinicius de Moraes
Com um lindo salto
Lesto e seguro

O gato passa

Do chdo ao muro
Logo mudando

De opiniéao

Passa de novo

Do muro ao chéo

E pega corre

Bem de mansinho
Atras de um pobre
De um passarinho
Subito, para

Como assombrado
Depois dispara
Pula de lado

E quando tudo

Se lhe fatiga
Toma o seu banho
Passando a lingua

LA

Ana Ldcia Meinhardt

Pela barriga




Sumario

[)eterminagéo, coragem e autoconfian-

ca sao fTatores decisivos para 0O SuCeSSO.
Nao 1mportam quais sejam o0s obstaculos e
as dificuldades. Se estamos possuidos de
uma i1nabalavel determinacao, conseguire-
mos supera-los. Independentemente das
circunstancias, devemos ser sempre humil-
des, recatados e despidos de orgulho.

Dalai —Lama



Sumario

RESUMO 17
ABSTRACT 19
1. INTRODUCAO 21
2. REVISAO DE LITERATURA 26
2.1 Influéncia da faixa etaria ...........cccvveeeeieeeiiiieee e, 27
2.1.1 Ertrograma ......cooeuuuiiiiieeeeeeeeeiiicee et 27

P2 ROZ W =TH Tolo To [ =1 1  F- RSP 43

2.1.3 Glicemia, ALT € GGT....uuiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 46

2.1.4 Proteinas totais e proteinograma ..........cccceevvvvvvennnnnns 58



Sumario

2.2 Influéncia da Luteina ........cc.eeeeeiiiiiiiiiiieee e 68

3. MATERIAIS E METODOS 78
3.1 Obtencdo dos filNOteS ........cccoeviiiiiiicii e, 79

3.2 Cuidados COM 0S NEONALOS ........ccevvieeeeeiiiiiiiireieieeeeeeaennnnees 81

3.3 Metodologia da pesquiSa ..........cceeeiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee e 83

3.4 Preparagao do iMUNOGENO ........coocuviiiiiiieeeeeeeeciiiieeeee e 85

3.5 Colheita das amostras ...........ccccveiiiiiiiii 86

3.6 Processamento das amoStras ..........ccccoveeiivirireeeeeeennnnnnnnes 87
3.6.1 HEMOQIramMa ......ovvveiiiiieiiieeee e 87

3.6.2 Exames BioqUIMICOS .......uuuiiiiieeiiiiiiiiiiie e eee e 88
3.6.2.1 GliCEMIA ..coevvieiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 89

3.6.2.2 ALT € GGT oo 90

3.6.2.3 Proteinas totais e proteinograma..................... 90

3.7 ANAlise eStatiSHICA ......ccvveeeeiiiiiiiiiieie e 92

4. RESULTADOS 94
o R g 0o [ = T = 95
4.2 LEUCOGIAMA ..eeevvriniiiieeeeeeeeeitiia s e e e et e e e e e e e ee e s 103
4.3 Glicemia, ALT € GG T ... e 112
4.4 Proteinas totais e proteinograma ...............eeeeeeemememnennnennnnnns 117
A5 PESO ittt 127

5. DISCUSSAO 128
5.1 Influéncia da faiXa etaria ............coeevvvrreiiiieeeeeee e 129
5.1.1 EFtrOgrama .. ... 129

5.1.2 LEUCOQIAMA .. .ceeeiiieeeeiiee et e e e e e eeeans 136

5.1.3 Glicemia, ALT € GGT ...ccvvviviiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 141

5.1.4 Proteinas totais e proteinograma ..............cccceeeeeeeeennn.. 145

5.2 Influéncia da LUteiNa ..........oevvviiiiiiiiiiiiiiieceeeeeeeeee e 152
5.2.1 EFtrOgrama .. ..o 152

5.2.1 LEUCOQIAMA ...cevverriiiiiaeeeeeeeeeiiiiee s e e e e eeeenniie e eeeeeennes 155



Sumario

5.2.3 Glicemia, ALT € GGT ...oooeiiiiiiiiiiiii 158

5.2.4 Proteinas totais, proteinograma € peso ...........ccc.ceuuuun. 160

5.3 Consideractes fiNaiS..........cccovvvvviiiiiiiiie e 161

6. CONCLUSOES 164
7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 167

8. ANEXOS 180




Resumo




Resumo

LOURENCO, M.L.G. Efeito da idade e da suplementacdo com Luteina no hemograma,
nas enzimas hepaticas, na glicemia e no proteinograma de neonatos felinos” Tese de
Doutorado em Medicina Veterinaria — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Campus de Botucatu. Universidade Estadual Paulista “Jalio de Mesquita Filho”.

O periodo neonatal caracteriza-se por um periodo critico de adap-
tacéo dos diversos sistemas organicos. A avaliagéo dos efeitos da idade e
a suplementacao com luteina durante esta fase do desenvolvimento, faz-
se necessaria no que diz respeito as perspectivas futuras do uso deste
importante carotendide como imunomodulador em gatos. Embora os efei-
tos da idade sobre hemograma, enzimas hepética ALT (alanina-
aminotransferase) e GGT (gama glutamiltransferase), glicemia e protei-
nograma, ja tenham sido amplamente pesquisados, os valores de refe-
réncia para gatos sem raca definida, na fase neonatal, ainda apresentam
discordancias. O objetivo deste trabalho foi o de avaliar o efeito da idade
e da suplementacdo com luteina sobre hemograma, enzimas hepaticas,
glicemia e proteinograma em gatos neonatos. Foram utilizados 20 gatos,
machos e fémeas, sem raca definida, distribuidos em dois grupos experi-
mentais: um grupo controle e um grupo suplementado com luteina. A su-
plementacao foi realizada diariamente com 1 mL de solu¢do contendo 10
mg de luteina, por via oral, do terceiro dia do nascimento até o 31° dia de
idade. As amostras de sangue e as analises laboratoriais (hemograma,
enzimas hepéticas, glicemia e proteinograma) foram feitas semanalmente
no terceiro, 10°, 17°, 24° 31° e 38° dias de idade. A idade exerceu influ-
éncia sobre o eritrograma, o numero de leucdcitos totais, neutroéfilos, eosi-
nofilos, basofilos, enzima hepatica GGT, proteinas e proteinograma séri-
co. A suplementagdo com luteina influenciou o numero de basdfilos e a
concentragdo serica de albumina no proteinograma.

Palavras-chave: luteina, gatos, neonatos, avaliacao laboratorial
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Summary

LOURENCO, M.L.G. Effect of age and lutein supplementation on the blood count, hepatic
enzymes, glycemia, and protein profile of newborn felines. Doctoral Thesis in Veterinary
Medicine — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu. Uni-
versidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”.

The neonatal period is characterized by a critical time of adaptation
of the different organic systems. The evaluation of the effects of age and
of lutein supplementation during this developmental phase is necessary in
terms of future perspectives for the use of this important carotenoid as an
immunomodulator in cats. Although the effects of age on blood count, on
the liver enzymes alanine aminotransferase (ALT) and gamma-
glutamyltransferase (GGT), on glycemia and on protein profile have been
extensively investigated, there still is discordance about the reference val-
ues for cats of undefined race during the neonatal phase. Twenty male
and female cats of undefined race were divided into two groups: a control
group and a group supplemented with lutein. The supplemented group
received daily by the oral route 1 mL of a solution containing 10 mg lutein
from three days to 31 days after birth. Weekly blood samples were ob-
tained and laboratory analyses (blood count, liver enzymes, glycemia and
protein profile) were performed on the third, 10th, 17tgh, 24th, 31st and
38th day of age. Age had an influence on red cell count, on number of to-
tal leukocytes, neutrophils, eosinophils and basophils, on GGT, proteins
and serum protein profile. Lutein supplementation influenced the number

of basophils and the serum concentration of albumin in the protein profile.

Key-words: lutein, cats, newborn cats, laboratory evaluation
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Todas as espécies animais sdo vulneraveis as infeccoes,
particularmente em certos estagios da vida. O periodo neonatal, que cor-
responde do nascimento até 30 dias de idade, pode ser caracterizado por
uma fase critica de adaptacdo de todos os sistemas organicos. Na
neonatologia, 0s neonatos requerem cuidados e monitorizacao
especificas destinados a fisiologia e bioquimica Unicas desta idade.
Assim na Medicina Veterinaria, os cuidados necessarios ndo poderiam
ser diferentes daqueles dispendidos aos seres humanos.

A imaturidade fisiolégica dos diversos sistemas faz com
gue os valores laboratoriais de referéncia para gatos neonatos, sejam nas
primeiras quatro semanas, diferentes daqueles obtidos para adultos. Em-
bora a literatura descreva indices com uma ampla margem de variacoes,
nao existem modelos de referéncias laboratoriais para gatos sem raca
definida, com menos de seis meses de idade. Os estudos atualmente
existentes foram realizados com animais de gatil ou de colénia de pes-
quisa, compostos por racas pré-selecionadas. Grande parte dos valores
de referéncia utilizados sao internacionais, ndo levando em consideracao
as condi¢cdes ambientais nacionais. Infelizmente esses valores possuem
certa limitacdo, pois dependem da raca, da nutricdo, do ambiente e de
fatores patogénicos especificos.

O conhecimento pormenorizado das alteracées que ocor-
rem no hemograma, nas enzimas hepaticas e glicemia e no proteinogra-

ma dos gatos sem raca definida, de acordo com o desenvolvimento neo-
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natal é de fundamental importancia para reduzir os prejuizos causados
pelas enfermidades neonatais. Particularmente pelo fato de que grande
parte da populacdo de gatos presentes no Brasil ndo apresentam uma
raca definida.

Além da imaturidade funcional organica, o feto emerge de
um Uutero considerado estéril, sendo exposto as condi¢cdes adversas do
ambiente logo apdés o nascimento. Embora um certo grau de protecéo
seja conferido pelo colostro ou pela passagem de uma pequena porcen-
tagem de anticorpos maternos in Utero ao feto, até que seu sistema imu-
noldgico se torne totalmente desenvolvido e apto, o neonato estara sus-
ceptivel as infecgdes.

Durante os primeiros meses de vida, os filhotes séo sub-
metidos a varias situacdes que podem causar um comprometimento da
resposta imunolégica, aumentando assim a incidéncia de muitas doen-
cas. Recentes pesquisas demonstram que a suplementacdo de filhotes
com um coquetel & base de antioxidantes, como os carotenoides, pode
promover uma modulacdo favoravel da resposta imunoldgica.

Atualmente o consumo de antioxidantes vem sendo pre-
conizado e, consequentemente, mais pesquisas, em humanos e também
nos animais, tém surgido. Estudos prévios sobre a acdo dos carotendides
tém tido como foco principal o pB-caroteno; contudo, durante a ultima dé-
cada, o interesse na regulagdo da fung¢do imunoldgica por outros carote-

noides como a luteina, o licopeno, a astaxantina e a cantaxantina tem
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aumentado consideravelmente (BENDICH & SHAPIRO, 1986; JYONOU-
CHl et al., 1995; CHEW at al., 1996; CHEW at al., 1998).

A luteina € um carotendide que nao possui atividade pro-
vitamina A, contudo exerce uma acao biolégica especifica, diminuindo o
desenvolvimento de neoplasias, agindo como antioxidante, melhorando a
funcdo imunoldgica (CHEW, 1996) e evitando a progressao da degenera-
cdo macular da retina nos humanos (PARK, 1998). Pesquisas recentes
sugerem que a suplementacao dietética com antioxidantes como a lutei-
na, particularmente em gatos idosos, exerce muitos efeitos benéficos no
sistema imunolégico, como a producdo de maior titulo de anticorpos e
uma maior proliferacdo de linfécitos mediante a estimulagdo com conca-
navalina A (HARPER, 2001).

Os beneficios da utilizacdo de antioxidantes como a lutei-
na apresentam perspectivas favoraveis. Contudo, estudos sobre o efeito
da suplementacdo dietética com luteina na funcdo hepatica, no hemo-
grama, na glicemia e no proteinograma seérico, especificamente em gatos
neonatos, nao sdo descritos na literatura. Uma analise das mudancas que
possam ocorrer com esse tipo de suplementacdo trard uma importante
contribuicdo para um maior conhecimento sobre o papel desse futuro i-
munomodulador.

As perspectivas de se estimular precocemente o sistema
imunoldgico e os possiveis efeitos dessa estimulacdo nos perfis hemato-
l6gicos e hepaticos despertam grande interesse, particularmente nesta
fase tao delicada do desenvolvimento e por ndo haver nenhuma referén-

cia na literatura.



Introducdo 26

O objetivo deste trabalho foi, portanto, avaliar a influéncia
da idade bem como da suplementacdo oral com luteina no hemograma,

nas enzimas hepaticas, na glicemia e no proteinograma em neonatos feli-

nos, do nascimento aos 38 dias de idade.
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2.1. INFLUENCIA DA FAIXA ETARIA

2.1.1. ERITROGRAMA

A eritropoiese no gato se inicia no periodo fetal por volta
do 17° ao 19° dia de gestacao, quando os eritroblastos primitivos oriundos
do saco vitelinico estdo maduros e representam cerca de 98% das células
sanguineas circulantes. Os neutrofilos e 0os primeiros trombdcitos ja séo
visualizados também nesta época. A eritropoiese definitiva pelo saco vite-
linico perdura por até 30 dias e aos 36 dias de gestacdo sua contribuicdo
declina em cerca de 15% (TIEDEMANN & OOYEN, 1978).

A hematopoiese hepatica inicia-se no 20° dia de gestacdo
e corresponde a 28% da definitiva, declinando para 4% ao nascimento. A
sintese de granuldcitos pelo figado inicia-se ao redor dos 25 dias. A con-
tribuicdo do baco na sintese sanguinea € pequena e ocorre por volta do
36° dia de gestacdo. Aos 45 dias, sua atividade € substituida pela medula
0ssea que supre cerca de 50% das células sanguineas (TIEDEMANN &
OOYEN, 1978).

Em relacdo aos indices hematoldgicos, durante a gesta-
cdo, os valores do hematdcrito no gato se elevam de 22% aos 36 dias,
para 47% ao nascimento, quando entdo excedem o valor normal dos a-

dultos. A contagem total de eritrécitos também se eleva de 0,8 milhdes no



Revisdo de Literatura9

25° dia, para 3,8 milhdes no 45° dia e 6,3 milhdes ao nascimento (TIE-
DEMANN & OOYEN, 1978).

De maneira geral, a contagem eritrocitaria, a hemoglobina
e 0 volume globular aumentam progressivamente no feto e apresentam
seus valores elevados préximo ao nascimento. O volume corpuscular mé-
dio (VCM) diminui gradualmente durante esta fase e persiste acima dos
valores considerados normais para adultos apds o nascimento, antes de
se estabilizar. A concentracdo de hemoglobina corpuscular média
(CHCM) varia dentro de uma estreita faixa, de maneira, que aspectos co-
Mo anisocitose e policromatofilia diminuam sensivelmente com o progredir
da gestacdo. A hemoglobina embrionéaria €, no decorrer da gestacao, len-
tamente substituida pela fetal que constitui aproximadamente 90 a 95%
da hemoglobina presente ao nascimento em muitas espécies domeésticas
(JAIN, 1993).

Os eritrocitos nucleados sédo abundantes durante toda a
fase fetal, correspondendo aos eritroblastos primitivos e definitivos descri-
tos por TIEDEMANN (1977). Ao longo de todo o desenvolvimento embrio-
nério, os eritroblastos primitivos vao se tornando cada vez mais escassos
enguanto as células definitivas repovoam os 6rgaos hematopoiéticos. As
células nucleadas sao proeminentes durante toda a fase fetal, mas apre-
sentam uma diminui¢do ao nascimento. A contagem de reticulécitos € alta
no sangue fetal e ao nascimento. Os eritrécitos fetais sdo osmoticamente

mais resistentes que nos adultos (JAIN, 1986).
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As proteinas plasmaticas possuem valores mais baixos no
periodo fetal exceto nas ultimas semanas de gestacdo, quando entédo
uma elevacédo pode ser notada (JAIN, 1993).

A hematopoiese fetal inicia-se, portanto, no saco vitelinico
e persiste no gato por um longo periodo (cerca de 36 dias), com grandes
quantidades de células sanguineas definitivas e também megacariécitos
(TIEDEMANN, 1977). Com o decorrer do periodo gestacional, 6érgdos co-
mo o figado e o baco exibem uma colonizacdo por células sanguineas
jovens e passam também a exercer um papel importante na sintese san-
guinea, sendo aos 45 dias substituidos entdo pela medula éssea, como
principal 6rgdo hematopoiético (TIEDEMANN & OOYEN, 1978).

Logo apOs o nascimento, o quadro hematoldgico apresen-
ta certas particularidades inerentes ao periodo fetal, ndo s6 na espécie
felina como também em outras espécies domésticas. Ao hascimento, 0s
eritrocitos fetais ainda persistem e os eritroblastos correspondem a cerca
de 1/5 das células nucleadas, e estas, na sua grande maioria, constitui-
das por leucécitos (TIEDEMANN & OOYEN, 1978; HOSKINS, 2001).

Os filhotes nascem com uma populagcéao uniforme de célu-
las vermelhas, relativamente grandes, isto € com o volume corpuscular
meédio (VCM) elevado, também conhecido como macrocitose (MURTAU-
GH, 1994). Os valores descritos para o VCM séao de 90 fentolitros (fL) ao
nascimento (CLINKENBEARD & MEINKOTH, 2000), com uma variacao

de 60 a 69 fL a partir de uma semana de idade. Os valores considerados
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normais para este indice hematologico nos adultos sdo de 39 a 55 fL,
bem inferiores ao limite encontrado ao nascimento, exaltando desse modo
o grande volume dos eritrécitos durante o periodo neonatal (MURTAUGH,
1994).

Com o progredir da idade, a macrocitose, ou o grande vo-
lume eritrocitario das células fetais, vai sendo lentamente substituida por
uma normocitose ou microcitose e por células menores semelhantes as
dos adultos. O inicio da substituicdo ocorre por volta da primeira a quinta
semana apoés o nascimento (MURTAUGH, 1994), e persiste por dois, trés
(HOSKINS, 2001), quatro (CLINKENBEARD & MEINKOTH, 2000) ou até
12 meses (JAIN, 1993), quando o volume dos eritrécitos se aproxima ao
dos valores de adultos.

Os valores atribuidos a contagem eritrocitaria total, a he-
moglobina e ao volume globular (VG) exibem discordancia entre alguns
autores. Segundo Jain (1993), esses valores sao mais elevados ao nas-
cimento (contagem total 4,95 X 10° /uL, hemoglobina 12,2 g/dL, VG
44,7%) embora decres¢cam rapidamente com o inicio da amamentacao e
perdurem durante todo o primeiro més de idade. Para Murtaugh (1994),
0S neonatos nascem com um VG por volta de 35%, e para Clinkenbeard &
Meinkoth (2000), os valores sédo baixos, com a média para a contagem
total de eritrécitos e 0 VG menores que 4,8 X 10° /uL e 26%, respectiva-

mente.
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Apoés a primeira semana de vida, o perfil hematologico
neonatal se modifica bastante, havendo uma alteracdo em todos os pa-
rametros citados anteriormente e de outros ndo mencionados.

Com duas semanas de idade o neonato apresenta uma
gueda vertiginosa na contagem eritrocitaria total e no VG, o que represen-
ta uma adaptacéo fisiologica ao ambiente extra-uterino. Cinco minutos
apos o nascimento, o filhote exibe, em relagcdo ao pH sanguineo e a he-
mogasimetria, uma acidemia e uma hipoxia com os valores proximos de
7,21 para o pH, 46mmHg para a presséao arterial de CO, e 50 mmHg para
a pressao de O, Cerca de uma a 24 horas apds, esses valores ja se alte-
ram atingindo valores de pH = 7,33; PaCO, = 36 mmHg; PaO, = 63 mmHg
e pH = 7,37; PaCO, = 33 mmHg; PaO, = 73 mmHg, respectivamente (MO-
ON et al., 2001).

ApoOs as primeiras 24 horas portanto, a tensao de oxigénio
€ acentuadamente mais alta do que nos valores fetais, o estimulo para a
eritropoiese € reduzido e uma diminuicdo na contagem de eritrocitos é
evidente em trés a sete dias apdés o nascimento. Este fenbmeno ocorre
em consequéncia da diminuicdo da producdo medular, por hemodiluicdo
por expansao do volume plasmatico em decorréncia da ingestao de colos-
tro e pela menor duracao dos eritrocitos fetais que persistem mesmo apos
o nascimento (MEYERS-WALLEN, 1984).

O declinio da série vermelha durante o periodo neonatal é

denominado “anemia fisioldégica” do recém-nascido e ocorre por volta da
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segunda semana de vida persistindo por mais de quatro semanas. Neste
periodo critico de adaptacéo fisiolégica, que corresponde de duas a qua-
tro semanas, hd uma queda acentuada nos indices hematologicos. O VG
declina de 35,3 % na primeira semana de vida, para 26,5%; a hemoglobi-
na de 12,1 para 8,7 mg/dL; a contagem total de eritrocitos de 5,29 para
4,67 X10° /mm*e o VCM e a CHCM de 67,4 para 53,9 fL e 34,5 para 33
g/dL, respectivamente (MEYERS-WALLEN, 1984; HOSKINS, 2001) (Ta-
bela —1).

A transicdo entre a diminuicdo dos eritrocitos fetais e o
aumento do numero de eritdcitos neonatais ocorre por volta das quatro
semanas de idade (HOSKINS, 2001). Segundo Windle et al. (1940), os
valores de VG superiores a 40% como nos adultos, sdo inexistentes no
gato antes de dois meses e meio de idade.

A partir da terceira semana de idade, a eritropoiese ocorre
num ritmo mais acelerado com uma discreta elevacédo, na contagem total
de eritrocitos, no VG e na concentracdo de hemoglobina, embora a con-
centracdo média por célula esteja diminuida neste periodo. Isto implica
uma interferéncia na sintese de hemoglobina, que ndo acompanha a am-
pla demanda de eritrocitos neoformados. A producéo de hemoglobina po-
de ser considerada o fator limitante na eritropoiese neonatal, uma vez que
depende dos niveis séricos de ferro (MEYERS-WALLEN, 1984).

Anemia por deficiéncia nutricional de ferro pode ser en-

contrada em neonatos felinos por volta da terceira a quinta semana. O
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efeito do rapido crescimento corpéreo, o repovoamento sanguineo com
eritrocitos neonatais em substituicdo aos fetais e a menor concentracao
de ferro no leite materno combinada ao desmame podem ocasionar esse
tipo de anemia (HOSKINS, 2001).

Num estudo em neonatos de trés semanas com concen-
tracdo sérica normal de ferro, a substituicdo dos grandes eritrocitos fetais
por células de tamanho normal ocorreu por volta de cinco semanas. Ani-
mais com baixos estoques de ferro tiveram um maior indice de micrdcitos,
com um VCM abaixo de 24 fL e um VG variando entre 12 a 30%. Estes
neonatos ndo apresentaram hipocromia ou concentracdes de ferro e por-
centagem de saturacdo da transferrina estatisticamente significantes. Em
contrapartida, 50% dos neonatos anémicos exibiram eritrocitos fragmen-
tados ao esfregaco sanguineo, segundo Weiser & Kociba (1983).

Como o tempo de circulacao dos eritrocitos no neonato fe-
lino € menor, a producdo de hemoglobina deve ser mais rapida em rela-
cao a outras espécies domésticas, diante do rapido turnover. Caso a sin-
tese de hemoglobina ndo seja rapida o suficiente para a demanda de no-
Vos eritrécitos, o CHCM apresentara uma diminuicdo (MEYERS-WALLEN,
1984).

A fragmentacdo eritrocitaria, mencionada por Weiser &
Kociba (1983), requer alguns comentarios no que diz respeito a fragilida-
de celular. A fragmentacédo pode estar associada a um dano oxidativo da

membrana, a qual resulta na diminuicdo da complacéncia e posterior le-
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sao celular. A vida util do eritrocito felino € mais curta do que a de outras
espécies domésticas, cerca de 66 a 79 dias em média, e até 0 momento
0 motivo para tal fato € desconhecido. Ha hipétese que isto possa estar
relacionado a uma maior predisposicdo da hemoglobina do gato a danos
oxidativos e a um metabolismo protéico diferenciado (MURTAUGH, 1994).

O gato possui um mecanismo muito particular em relacéo
a afinidade hemoglobina-oxigénio por meio da interacdo da hemoglobina
com metabdlitos como o 2,3-difosfoglicerato (2,3-DPG). Quando compa-
rada a outras espécies, a hemoglobina felina tem uma baixa afinidade ao
oxigénio o que facilita a entrega deste aos tecidos. Os gatos adultos pos-
suem concentracdes relativamente baixas de 2,3-DPG no eritrocito. Este
metabolico modula a afinidade da hemoglobina ao oxigénio em grande
parte das espécies domésticas (MURTAUGH, 1994).

Em grande parte dos mamiferos domeésticos, exceto a fe-
lina, o sangue fetal possui uma alta afinidade ao oxigénio (niveis menores
de 2,3-DPG) a fim de facilitar a extracdo de oxigénio do sangue materno.
No ambiente extra-uterino, esta ampla afinidade acaba por resultar numa
diminuicdo da liberacdo de oxigénio aos tecidos, altamente desvantajosa
(MEYERS-WALLEN, 1984). No feto felino, o oxigénio é transportado ade-
guadamente sem alteracdes na afinidade da hemoglobina, gracas a natu-
reza da placentacdo e a um mecanismo de contra-corrente do fluxo san-

guineo (KANEKO, 1997).
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A concentracdo de 2,3-DPG tende a aumentar apds o
nascimento em quase todas espécies domeésticas, provocando, deste mo-
do, a diminuicdo da afinidade da hemoglobina ao oxigénio e liberando-o
mais facilmente aos tecidos em crescimento. Nos neonatos felinos, séo
observadas alteragdes sutis na curva de dissociacdo da hemoglobina-
oxigénio, embora os valores de 2,3-DPG dos eritrécitos permanecam se-
melhantes aos adultos (KANEKO, 1997).

A adaptacao neonatal inclui uma alteracdo na conforma-
cao estrutural das moléculas de hemoglobina com propriedades dissocia-
tivas diferentes do padrdo do adulto (MEYERS-WALLEN, 1984).

Os ajustes compensatoérios necessarios do neonato felino
a hipéxia sdo similares aos dos adultos com quadro anémico. O gato adul-
to tem dois tipos maiores de hemoglobina (HbA e HbB) e trés menores
(HbB1, HbB,, HbB3) com diferentes graus de afinidade ao oxigénio. A HbA
€ altamente sensivel a modulacéo pelo metabolito 2,3-DPG, que provoca
uma liberacdo mais rapida de oxigénio tecidual, em contrapartida a HbB é
insensivel as concentracdes do 2,3-DPG assim como a HbB; e a HbB;,
possuindo uma alta afinidade ao oxigénio (MEYERS-WALLEN, 1984). O
gato € a Unica espécie animal que, durante um quadro anémico, exibe um
espectro diferente em relacdo a afinidade da hemoglobina ao oxigénio
(MURTAUGH, 1994).

Durante a anemia, as concentracbes de HbB diminuem,

de HbA ndo se alteram e as HbB; e HbB; se elevam, de maneira que a
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propor¢cao entre HbA : HbB permanece inalterada. Contudo, as concen-
tracOes intracelulares de 2,3-DPG e ATP dos eritrocitos sofrem uma ele-
vacdo de grande magnitude alterando, dessa maneira, a curva de disso-
ciacdo de oxigénio, liberando-o mais facilmente para os tecidos. No neo-
nato felino, é possivel que ajustes similares nos diferentes tipos de hemo-
globina e nas concentracbes de 2,3-DPG ocorram no ambiente extra-
uterino, compensando a aparente diminuicdo na capacidade carreadora
de oxigénio da hemoglobina, uma vez que a sintese desta parece nao
acompanhar a crescente demanda de eritrocitos neoformados (MAUAK et
al., 1974; MEYERS-WALLEN, 1984).

Como referido anteriormente, a hemoglobina do gato pa-
rece ter uma maior suscetibilidade aos danos oxidativos do que de outros
animais domésticos. Sendo assim, uma revisdo no que diz respeito ao
metabolismo e aos mecanismos protetores contra os danos oxidativos e o
metabolismo energético se faz necesséria, particularmente para uma me-
Ihor compreensao sobre como este mecanismo energético pode estar a-
tuando no neonato (KANEKO, 1997).

O oxigénio é um forte oxidante, mas sua reatividade é li-
mitada em virtude de sua configuracédo elétrica incomum. Embora relati-
vamente nédo reativo, ele pode ser metabolizado in vivo em derivados al-
tamente reativos. Uma simples reducédo do O, produz um radical livre su-
perdxido (Oy), definido como qualquer composto com um ou mais elé-

trons ndo pareados (KANEKO, 1997).
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Existe no organismo, uma ampla variedade de fontes sin-
tetizadoras de O, in vivo, como o citocromo ubiquinona na regido b da
mitocdndria, reacfes incompletas do citocromo P4s0, auto-oxidacdo da
adrenalina, certas flavinas, hemoglobina, grupos sulfidril, enzimas como
xantina oxidase e triptofano desoxigenase, e uma ampla carga de oxidan-
tes presentes nos neutrdéfilos ativados e macrofagos (KANEKO, 1997).

Os superéxidos sofrem uma alteracdo enziméatica para
H.O, (peroxido). Na presenca de ions ferro ou cobre, o superéxido (O;) e
o peroéxido (H20,) interagem para formar o radical hidroxil fortemente rea-
tivo (OH"). Vérios farmacos, metabolitos endégenos e agentes ambientais
estdo sob a forma de radicais livres ou podem ser convertidos neles por
processos metabdlicos celulares. Estes radicais livres podem ser mais
deletérios que os anteriormente citados (KANEKO, 1997).

A principal fonte de energia do eritrécito € o metabolismo
da glicose por intermédio da via glicolitica anaerdbica. Tudo se inicia com
a captacao da glicose pelo eritrocito, sem que haja a necessidade de in-
sulina para tal; a partir de entdo, grande parte da glicose € metabolizada
em piruvato ou lactato pela via glicolitica. Esta via promove a formacéo de
ATP (adenosina trifosfato) e a reducdo de NAD" (nicotinamida adenina
dinucleotideo) para NADH (nicotinamida adenina dinucleotideo reduzida),
que sdo responsaveis pela manutencdo do gradiente eletrolitico trans-

membrana e pela reducdo da metemoglobina, respectivamente. E impor-
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tante salientar também que um ramo dessa via originara o 2,3-DPG, ja
mencionado anteriormente (MURTAUGH, 1994).

A taxa de captacdo e utilizacdo de glicose pelo eritrocito
felino € menor do que a de outras espécies, sendo de 0,94 umol/ mL por
célula, enquanto no cdo e no homem € de 1,48 e 1,33 umol/ mL respecti-
vamente. Isto pode estar associado ao fato do eritrgcito felino ndo reque-
rer a sintese de 2,3-DPG no metabolismo da glicose (EIBERT & LEWIS,
1997).

Uma parte da glicose (5%-13%) metabolizada pelo eritr6-
cito por via anaerdbica, passa pelo ciclo das pentoses que resulta na re-
ducdo de NADP™ (nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato) para NAD-
PH (nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzida), importante no
processo de oxidagéo da glutationa (MURTAUGH, 1994).

A glutationa € um tripepetideo (y-glutamil-cisteinil-glicina)
sintetizado no eritrécito que sofre regeneracdo até sua forma oxidada,
exercendo, dessa maneira, um mecanismo protetor da hemoglobina e de
outros componentes contra as injurias oxidativas, provocadas pelos peré-
xidos enddgenos e uma ampla variedade de farmacos. A glutationa redu-
zida é constantemente regenerada para que possa manter a integridade
celular contra os danos oxidativos, utilizando para tanto o NADPH oriundo
do ciclo das pentoses (MURTAUGH, 1994).

O metabolismo energético do eritrécito via glicolitica, for-

nece também o NADH na redugdo da metemoglobina. Este composto &



Revisdo de LiteraturdO

constantemente formado quando o ferro da hemoglobina, presente sob
estado ferroso, € oxidado por uma série de compostos enddégenos e exo-
genos, até o seu estado férrico. A metemoglobina ndo é um composto
funcional, sendo incapaz de se ligar eficientemente ao oxigénio. A forma-
cdo da metemoglobina, no eritrocito em estados normais, ocorre em pe-
qguena escala, sofrendo reducdo imediata pela enzima metemoglobina
redutase (MURTAUGH, 1994; KANEKO, 1997).

A hemoglobina felina pode ser oxidada em metemoglobi-
na por uma série de oxidantes com certa facilidade, quando comparada a
das outras espécies, sendo também mais suscetivel a desnaturacao oxi-
dativa. A razdo para tal fragilidade € atribuida ao maior nimero de radi-
cais sulfidril por molécula, cerca de oito a 10 no gato e duas a quatro em
outras espécies (MURTAUGH, 1994; KANEKO, 1997).

A descricdo previamente realizada sobre o metabolismo
do eritrécito do gato, particularmente no que diz respeito a hemoglobina e
aos mecanismos envolvidos nos quadros anémicos, fez-se necessaria
para uma melhor compreensao sobre os possiveis efeitos e local de atua-
cao da substancia antioxidante, vista mais adiante.

O desenvolvimento hematolégico do gato persiste por um
longo periodo excedendo a fase neonatal de quatro semanas. Os valores
de referéncia para adultos s6 sdo obtidos por volta dos dois, trés (JAIN,
1993) ou quatro meses de idade segundo Meyers-Wallen (1984). O perio-

do critico para 0 neonato parece ser mesmo entre a segunda a quarta
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semana de idade, com o desenvolvimento da anemia fisioldgica do re-
cém-nascido (HOSKINS, 2001).

Os valores encontrados na literatura para o eritrograma
de filhotes de gatos com quatro a seis semanas de idade ja estdo dentro
da referéncia dos adultos, embora mais proximos dos valores minimos,
como podem ser observados na tabela 1.

Segundo Hoskins (2001), ndo existem modelos de refe-
réncias hematoldgicas para gatos sem raca definida, com menos de seis
meses de idade. Os estudos atualmente existentes séo feitos com base
em gatil ou colonia de pesquisa, composto por racas pré-selecionadas.
Infelizmente, esses valores mostram certa limitacdo, pois dependem da
raca, da nutricdo, do ambiente e dos fatores patogénicos especificos da
colénia de pesquisa analisada. Embora esses valores ndo sejam tao fide-
dignos, podem servir de guia, e valores muito acima ou abaixo dos referi-
dos para neonatos ou mesmo para adultos podem representar uma anor-
malidade.

Diversos fatores podem influenciar os valores sanguineos
de referéncia ou normais para varias espécies. Resultados discordantes
entre varios estudos estao relacionados principalmente as diferencas co-
mo 0 numero de animais, a origem, a idade, o sexo, a raca, a sanidade e
a nutricdo dos animais utilizados na pesquisa, bem como o método da
colheita e a técnica empregada na andlise. Situagcdes como excitacao,

atividade muscular, equilibrio hidrico, tempo da colheita, temperatura am-
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biente e altitude sdo fatores que influenciam os valores sanguineos. Vari-
acOes diurnas e sazonais podem interferir particularmente nos neonatos,
que, por sua vez, podem também sofrer influéncia da manipulacao para a
contencdo. Portanto, variacoes fisiolégicas e ambientais alteram os valo-
res hematoldgicos, principalmente os parametros referentes aos eritroci-
tos (JAIN, 1993).

As fontes de variacdo dos valores hematoldgicos em ga-
tos sdo atribuidas especialmente ao sitio ou local de venopunc¢édo (hemo-
globina, contagem total de leucdcitos, neutroéfilos e linfocitos sdo mais ele-
vados quando colhidos da jugular) (JOHNSON & PERMAN, 1968), a an-
siedade do paciente associada a colheita da amostra, a quantidade de
anticoagulante e ao tempo decorrido da puncéo até a analise. Uma ampla
gama de valores de referéncia esta disponivel para gatinhos; contudo, ha
uma grande divergéncia, sendo dificil determinar qual o limite de referén-
cia é valido para propositos diagnosticos. Talvez, a utilizacdo dos valores
de referéncia para gatos adultos seja mais indicada para o diagndstico

(CLINKENBEARD & MEINKOTH, 2000).
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2.1.2 LEUCOGRAMA

Os leucdcitos estdo ausentes ou em pequeno nUmero nos
primordios da vida fetal, mas a contagem total de leucécitos apresenta
uma elevacdo durante toda a gestacédo, evoluindo de 880 células/uL aos
45 dias para 6.480 células/uL ao nascimento, quando a série branca exibe
um desvio a direita e uma porcentagem de linfécitos e mondcitos maior
em relacdo aos 45 dias de gestacédo (JAIN, 1993).

O feto apresenta, aos 45 dias, uma elevacdo do numero
de linfécitos correspondendo a 49%, enquanto o de neutréfilos diminui
para 40% neste mesmo periodo. Nesta fase, também conhecida como “
fase linfocitica” , a grande proporcdo de linfécitos se origina de 6rgaos
linféides como o timo e os linfonodos. Os valores atribuidos aos mondci-
tos, durante os primeiros 25 dias de gestacdo e também ao nascimento,
assemelham-se aos valores de adultos, e os eosinofilos ndo demonstram
alteracbes dependentes da idade durante todo o periodo embriolégico e
fetal (TIEDEMANN,1977).

Em relacdo a série branca, na grande maioria dos neona-
tos, mais de 60% dos valores de adultos sdo alcancados ao nascimento,
representando uma completa maturacdo da medula 6ssea (TIEDEMANN

& OOYEN, 1978).
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Entre trés a quatro meses, a leucometria total chega a a-
tingir valores de 23.000, superiores aos de adultos, sendo a proporcao de
neutréfilos para linfécitos (N:L) de um para um (CLINKENBEARD & ME-
INKOTH, 2000). Segundo Hoskins (2001), embora ao nascimento a con-
tagem esteja dentro dos limites estabelecidos para adultos, ha leucocitose
por neutrofilia e linfocitose, que se observa por volta dos trés a quatro me-
ses, e isto pode ser fisioldgico, resultante da excitacdo da colheita.

Segundo Meyers-Wallen (1984), a contagem € mais bai-
Xa ao nascimento quando comparada aos adultos, apresentando uma e-
levacdo acentuada (acima dos valores de referéncia para adultos) por vol-
ta da segunda a oitava semana de idade. Este autor ndo descarta dife-
rencas na resposta ao estresse da colheita e a possibilidade de infec¢des
sub-clinicas. Por outro lado, Nakai et al. (1992) consideram que a conta-
gem leucocitaria em gatos, apresenta mudancas até por volta dos 18 me-
ses de idade.

Particularidades no leucograma do gato adulto sdo tam-
bém encontradas no periodo neonatal. A leucometria total e a contagem
diferencial, em gatos sdo mais variaveis quando comparadas as do cao
(CLINKENBEARD & MEINKOTH, 2000), e este fato esta provavelmente
associado a maior proporcao do pool marginal de células em relacéo ao
pool circulante (JAIN, 1986). A chamada “leucocitose neutrofilica fisiol6gi-
ca’ reflete a redistribuicdo dos neutréfilos do pool marginal para o pool

circulante, em resposta a liberacdo de adrenalina. Este efeito é transitorio
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e dura em média 30 minutos, sendo mais pronunciado nos felinos e prin-
cipalmente em individuos jovens, resultante da excitacdo da contencao
para venopuncao (JAIN, 1993).

Gatos jovens tém uma alta contagem linfocitica, maior do
gue nos adultos ou individuos idosos. A linfocitose secundaria a excitacao
ou ao medo (fisiolégica), nos gatos jovens, encontra-se usualmente abai-
X0 de 20.000 células/uL; contudo, ha relatos de contagens superiores a
36.000 células/uL. Este quadro € transitorio e de curta duracao, e, se ou-
tra amostra for colhida, os valores absolutos de linfocitos tendem aos va-
lores de referéncia. Com oito semanas de idade ou préoximo ao periodo
vacinal, uma linfocitose acompanhada da presenca de linfocitos reativos
pode ser também detectada como resultado da estimulacdo antigénica
(JAIN, 1986; JAIN, 1993) e pode perdurar até a 17* semana (MEYERS-
WALLEN et al., 1984).

O sistema linféide felino desenvolve-se por varios meses
apos o nascimento, fato este comprovado pela presenca de linfopenia nos
neonatos em relacdo aos adultos e pela inabilidade em montar uma res-
posta imune, celular e humoral, substancial diante de uma estimulacéo
antigénica (SELLON, 1996).

Segundo Bortinick et al. (1999), a contagem total de leu-
cocitos e linfocitos no primeiro, no 23°, no 46° e 90° dias de idade, é de
10.325-2.683, 7.677-3.953, 10.167-5.558 e 8.120-4.639 células/uL, res-

pectivamente. Os gatinhos nascem também com diferencas nas sub-



Revisdo de Literaturd?

populacdes CD4 e CD8 de linfécitos, demonstrando uma alta proporcéo
de CD4 e CD8, tanto os circulantes como aqueles presentes nos 6rgaos
linféides como o timo e os linfonodos (SELLON, 1996).

Com excecao dos eosindfilos, cujo valor € mais elevado
do que nos adultos, a contagem diferencial de mondcitos e basofilos em
neonatos encontra-se dentro dos valores de referéncia para adultos, se-
gundo diversos autores (COLLES, 1984; MEYERS-WALLEN, 1984; JA-
IN, 1993; MURTAUGH, 1994; CLINKENBEARD & MEINKOTH, 2000;
HOSKINS, 2001).

Os valores de referéncia para o eritrograma de gatos du-

rante as fases neonatal e pediatrica estdo descritos na tabela 1.

2.1.3. GLICEMIA, ALT E GGT

As diferencas entre os adultos e os neonatos, no que diz
respeito a intensidade e a duracao dos efeitos produzidos por um farmaco
guando administrado na dose considerada ideal para adultos, podem ser
atribuidas ao aumento da biodisponibilidade e distribuicdo dos farmacos
durante o periodo neonatal. Diferencas na farmacocinética que ocorrem
no neonato interferem na concentracdo plasmatica e, consequentemente,
na acao do farmaco (BAGGOT, 2001)

Algumas caracteristicas do periodo neonatal incluem mai-
or absorcdo de farmacos pelo trato gastrintestinal, menor capacidade de

ligagcdo com as proteinas plasméticas (especialmente a albumina), menor
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propor¢cao entre a gordura corpoérea e os fluidos (distribuicdo de substan-
cias lipofilicas), maior concentracdo de liquidos no compartimento
extracelular (distribuicdo de substancias hidrofilicas), permeabilidade
elevada da barreira hematoencefalica, pH urinario tendendo a acido e
uma lenta eliminagcéo de farmacos (maior meia-vida) (BAGGOT, 2001).

As particularidades na taxa de maturacéo das variaveis fi-
siolégicas que influenciam a biodisponibilidade dos farmacos estéo rela-
cionadas com a espécie animal e a duracédo do periodo neonatal. O figa-
do é o 6rgao-chave envolvido nos processos metabdlicos para desintoxi-
cacao e excrecdo de grande parte dos farmacos (HOSKINS, 1990).

O metabolismo hepatico ocorre em duas fases: a fase |,
também conhecida como néo sintética ou degradativa, caracteriza-se por
processos como a oxidacdo, a reducdo e a hidrdlise. Nesta fase, os far-
macos sofrem a acéo catalitica das enzimas microssémais localizadas no
sistema citocromo Pysp, tornando-os substancias mais hidrossollveis para
a excrecao renal. As reacdes da fase Il sdo conhecidas como sintéticas,
ou de conjugacao, e envolvem a unido do farmaco ou do produto oriundo
da fase | a um componente enddgeno (EVANS, 1994). As principais mo-
léculas utilizadas nas reag¢des de conjugacdo sao o acido glicurénico, o
sulfato, a glutationa, a glicina, a cisteina, a glutamina, a taurina e grupos
metil e acetil (SOUZA, 2002).

Muitas das dificuldades encontradas na estratégia tera-

péutica no gato sdo resultantes das particularidades do metabolismo he-



Revisdo de Literaturd9

patico dos farmacos nesta espécie (EVANS, 1994). Algumas diferencas
na disposicao dos farmacos entre cées e gatos podem levar ao desenvol-
vimento de reacdes adversas, se 0 mesmo regime de dose for utilizado de
forma indiscriminada (SOUZA, 2002).

A absorcéo e a distribuicdo de substancias sdo similares
para cades e gatos. Discretas diferencas sdo notadas na concentracéo
plasmatica, quando o mesmo regime terapéutico de dose é utilizado em
ambas as espécies, em virtude das diferencas no volume sanguineo
(SOUZA, 2002).

Variacdes inerentes a espécie felina ocorrem na fase | e Il
do metabolismo hepéatico. De maneira geral, a atividade enzimatica na
fase | € inversamente proporcional ao tamanho ou peso corpéreo, de mo-
do que gquanto menor 0 peso corporeo mais lento o metabolismo. Outra
particularidade da espécie € verificada também na fase Il, na qual o gato
possui um déficit metabdlico na conjugacdo com o acido glicurénico (E-
VANS, 1994; SOUZA, 2004).

Além das particularidades inerentes a espécie felina,
grande parte dos processos metabolicos é deficitaria nos animais recém-
nascidos, e a atividade metabdlica se desenvolve progressivamente du-
rante o periodo neonatal (BAGGOT, 2001).

Na grande maioria das espécies (ruminantes, suinos, ca-
ninos e provavelmente os felinos), as vias metabdlicas associadas ao sis-

tema microssomal hepatico (reacdes de oxidacdo e conjugacdo com glu-
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curonideos) desenvolvem-se rapidamente durante as primeiras trés a
quatro semanas apos o nascimento. Por volta da oitava a 12% semanas de
idade, a atividade aproxima-se aos niveis encontrados nos adultos (BAG-
GOT, 2001).

Durante o periodo neonatal, o sistema microssomal hepa-
tico Psso € 0 NADPH néo estdo bem desenvolvidos, e os farmacos que
requerem estas reacdes da fase | sdo metabolizados mais lentamente. A
mensuracao da atividade do citocromo P4s0 em cdezinhos demonstrou um
aumento de seis vezes na sua atividade nas primeiras quatro semanas
de vida, sendo que nas duas primeiras semanas o aumento foi de quatro
vezes. Ao nascimento, a oxidacdo € o processo metabolico mais desen-
volvido, e as outras reacfes aumentam sua atividade rapidamente com o
progredir da idade. As reacdes da fase Il sdo pouco desenvolvidas ao
nascimento, apresentando cerca de 1/3 a 1/4 da atividade dos adultos
(PASCOE & MOON, 2001). A plenitude do desenvolvimento hepético é
obtida somente ao redor do 4,5 meses de idade (McMICHAEL & DHUPA,
2000).

Embora existam poucos estudos disponiveis em neonatos
das diversas espécies domésticas sobre a resposta clinica a alguns far-
macos que requeiram metabolismo hepatico, fica claro que ha uma habili-
dade reduzida na desintoxicacdo durante esta fase tdo critica do desen-

volvimento (McMICHAEL & DHUPA, 2000; PASCOE & MOON, 2001).
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A imaturidade hepatica no neonato ndo se resume ape-
nas ao processo de desintoxicacdo dos farmacos, reflete-se também nos
niveis glicémicos. Os neonatos tém reservas limitadas de glicogénio e
uma gliconeogénese hepatica insuficiente como resposta aos estados de
hipoglicemia (STURGESS, 2000).

A glicemia é mantida por um mecanismo complexo que
envolve hormdnios, enzimas hepéticas e a disponibilidade de substratos
para a sintese de glicose. Quando os niveis de glicose decaem apds a
fase de absorcéo da digestdo, a producdo de glucagon pelas células pan-
creaticas assegura a mobilizacdo da glicose hepatica dos estoques de
glicogénio (glicogendlise). Caso o estimulo para a producdo hepatica per-
dure, outro processo agora se inicia, a chamada gliconeogénese. Nos es-
tados iniciais de jejum, 0s niveis glicémicos sdo mantidos em 75% pela
glicogendlise e 25% pela gliconeogénese (HOSKINS, 2001).

O controle glicémico € mantido também gracas a acao
dos hormdnios contra-regulatérios como a adrenalina, o adrenocorticotro-
fico e 0 do crescimento (KANEKO, 1997).

A hipoglicemia transitoria dos recém-nascidos é prova-
velmente a causa mais comum de hipoglicemia durante o periodo de a-
mamentacao e esta frequentemente associada a estoques inadequados
de glicogénio ou de substratos protéicos ou por uma funcdo enzimatica

hepatica ainda imatura. Os fatores predisponentes incluem ninhadas pre-
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maturas, nascimento de filhotes muito pequenos, fraqueza ou debilidade
da fémea gestante ou mesmo diabetes (HOSKINS, 2001).

Os neonatos sdo mais susceptiveis ao desenvolvimento
de episodios hipoglicémicos do que os adultos. Um figado pequeno, uma
menor massa muscular e uma grande massa encefalica em relacdo ao
tamanho corporeo séo fatores que os predispdem (HOSKINS, 2001).

Os estoques de glicogénio hepatico no neonato sdo mi-
nimos e declinam rapidamente durante o jejum. Um estudo demonstrou
que, as concentracdes de glicogénio hepatico, nos cées, decaem rapida-
mente por volta de 31% da concentracao presente ao nascimento apos 24
horas. A gliconeogénese, contudo, ocorre no figado do neonato apds no-
ve horas sem alimentacéo. Os niveis de glicose sanguinea, em cées neo-
natos saudaveis sdo mantidos (inicialmente glicogendlise e posteriormen-
te gliconeogénese) por 24 horas em jejum apos o nascimento (POFFEN-
BARGER et al., 1990).

As concentracdes intra-hepaticas reduzidas de adenosina
trifosfato (ATP) sugerem também que a producdo e/ou a utilizacdo de e-
nergia sofrem alteracdo somente apos trés horas de jejum nos caes re-
cém-nascidos (POFFENBARGER et al, 1990). A glicemia pode ser manti-
da por um periodo de 24 horas de jejum, num neonato saudavel; contudo
0S neonatos em situacdes de estresse, devido a deplecdo dos estoques
de glicogénio e a imaturidade funcional hepéatica, tornam-se hipoglicémi-

cos (HOSKINS, 1990).
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Os gatos assim como 0s caes recém-nascidos, hdo pos-
suem 0s mecanismos de retroalimentacdo perfeitamente desenvolvidos
entre a gliconeogénese e a concentracao de glicose sanguinea. Os ajus-
tes glicémicos séo, portanto, delicados. S&o relativamente insensiveis a
insulina e possuem uma resposta inadequada aos hormdnios hiperglice-
miantes (adrenalina, glucagon, horménio do crescimento e cortisol) (POF-
FENBARGER et al., 1990). A adrenalina, um dos horménios contra-
regulatorios essenciais na manutencédo da glicemia, ndo é liberada em
resposta a hipoglicemia nos neonatos caninos (McMICHAEL& DHUPA,
2000).

Ao nascimento, os neonatos felinos tém uma concentra-
cao de glicose sanguinea proxima aos valores maternos, contudo apre-
sentam uma diminuicdo de 45 mg/dL entre as primeiras quatro a seis ho-
ras de vida e uma estabilizacdo dos niveis em 70 mg/dL nas proximas 72
horas. A hipoglicemia sintomética nos gatos recém-nascidos € definida
com niveis séricos abaixo de 50 mg/dL, representando risco de morte imi-
nente (MINOVICH, 2003).

Como visto anteriormente, a imaturidade que perdura por
varios meses ap6s o0 nascimento faz da fase neonatal um periodo critico
de adaptacdo, no qual o neonato esta suscetivel a injarias hepaticas toxi-
cas. Assim como no exame fisico, a interpretacdo dos exames laboratori-
ais nos neonatos pode representar um desafio diagndstico, particularmen-

te pelo fato de os valores de referéncia para animais jovens de diferentes
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idades, especialmente os gatos, ndo serem abundantes na literatura. A
atividade enzimatica sérica € um dos quesitos necessarios para o diag-
nostico das injurias hepaticas.

A enzima alanina aminotransferase (ALT), responsavel
pela transaminacao reversivel da L-alanina e do 2-oxoglutarato em piruva-
to e glutamato, apresenta grande especificidade para lesdes hepaticas,
nas diversas espécies domésticas como os primatas, caes, gatos, coelhos
e ratos. A atividade enzimatica da ALT é confinada ao citoplasma da célu-
la hepética, e elevacdes na atividade dessa enzima podem ser considera-
das especificas para injarias hepatocelulares. A meia-vida desta enzima é
de aproximadamente 60 horas (KANEKO, 1997).

A ALT é uma enzima catalizadora capaz de transferir um
grupo a-amino da alanina para o acido cetoglutarato na formacéo do aci-
do piravico. E encontrada em grandes concentracdes dentro do citoplas-
ma do hepatdcito e em concentracdes menores e negligenciaveis no rim,
no coragdo e na musculatura esquelética. A ALT, portanto, € a enzima
mais especifica na indicagdo de danos hepaticos, sem contudo fornecer
informacgdes adicionais sobre a funcdo do 6rgdo. Os gatos com grave dis-
func&o hepatica associada a cirrose biliar ou neoplasias podem exibir uma
atividade enzimética normal, enquanto outros, com niveis séricos eleva-
dos de ALT, por uma injdria toéxica, podem apresentar uma funcao hepati-

ca normal e rapidamente se recuperarem (MURTAUGH, 1994).
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Assim como nos adultos, a enzimologia pode ser utilizada
como indicador laboratorial de dano hepatico nos neonatos (HOSKINS,
2001). O conhecimento da fisiologia neonatal previamente descrita, em
especial o desenvolvimento hepatico, € necessario para uma interpreta-
cao adequada dos resultados obtidos.

Segundo Sturgess (2000), as enzimas microssomais he-
paticas, envolvidas em muitas funcbes metabdlicas, como a biotransfor-
macédo dos farmacos, ndo estdo plenamente funcionais até por volta dos
quatro a cinco meses apos o parto, apesar do desenvolvimento da fungéo
hepatica préxima do normal ao redor da oitava semana de vida.

Os valores séricos da ALT em gatos com duas e quatro
semanas de idade sdo de 11 a 24 (UI/L) e 14 a 26 (UI/L) respectivamente,
embora mais baixos do que os valores considerados para os adultos de
28 a 91(UI/L) (HOSKINS, 2001) (Tabela — 2).

Kraft et al. (1995) citam que os valores séricos das enzi-
mas hepaticas sofrem influéncias decorrentes da idade. Nos gatos, essa
influéncia é notada principalmente na determinacdo da ALT, aspartato
aminotransferase (AST), fosfatase alcalina (FA), lactato desidrogenase
(LDH), amilase e lipase. Em gatos, a atividade enzimatica da ALT, do
nascimento aos trés meses de idade, é por volta de 30 (UI/L), dos trés ao
seis meses, 35 (UI/L), e dos seis aos 12 meses, 41 (UI/L).

Mahler & Neumann (1996), em um estudo realizado em

gatos durante os primeiros seis meses de vida, demonstraram o perfil en-
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zimatico da amilase, lipase, ALT, AST, GGT, FA, e LDH, e encontraram
valores acima e abaixo dos descritos na literatura. A atividade sérica da
ALT apresentou uma elevacédo de acordo com a progressao da idade, e-
voluindo de 32,44 +7,92 (UI/L) entre seis a oito semanas de idade, para
48,41+14,04 (UI/L) da nona a 24 # semanas.

A GGT é uma carboxipeptidase de membrana capaz de
clivar o grupo terminal glutamil de substratos sintéticos, e transferi-los pa-
ra peptideos e outros receptores como a glicil-glicina. Esta enzima catali-
sa a transferéncia de grupos gama-glutamil dos gama-glutamilpeptideos,
como a glutationa, para outros peptideos e aminoacidos. Todas as células
do organismo, exceto a muscular, tém atividade enzimatica para GGT no
citoplasma e na membrana celular, e grandes quantidades séo encontra-
das no epitélio tubular renal e dos ductos biliares. Os niveis séricos basal
e hepatico desta enzima sdo muito baixos em caes, gatos e ratos, quando
comparado ao dos ruminantes e equinos (KANEKO, 1997).

Nos humanos, 0s niveis séricos normais de GGT podem
funcionar como um indicador precoce do estresse oxidativo, demonstran-
do importantes implicacdes clinicas e epidemioldgicas, uma vez que a
mensuracao desta enzima é acessivel e de baixo custo. Os niveis séricos
enzimaticos sdo inversamente proporcionais aos niveis de antioxidantes
endogenos (LIM, et al. ,2004)

Nas desordens colestaticas ha elevacdo dos niveis séri-

cos enzimaticos de GGT em todas as espécies, sendo esta enzima mais
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sensivel para a deteccdo dessas desordens do que a FA. A presenca de
GGT sérica ocorre mais como resultado do incremento de sua sintese do
que por escape celular (PEARSON, 1990), e seu acréscimo € primaria-
mente dependente da magnitude da hiperplasia biliar (KANEKO, 1997).

Nas espécies bovina, ovina e canina, a GGT pode ser en-
contrada também em grandes quantidades no colostro, e conjuntamente
com 0s anticorpos maternos € absorvida pela mucosa intestinal, servindo
como indicadora da falha de transferéncia passiva de imunidade (KANE-
KO, 1997). A atividade de GGT no dia do nascimento, ap0s a ingestao de
colostro, € cinco vezes superior aos encontrados cinco dias apés o parto
em neonatos caprinos (BOSTEDT et al., 1997).

Na espécie canina, a atividade sérica da GGT e também
da FA, em filhotes de um a 10 dias de idade, é cerca de 20 a 25 vezes
maior do que nos animais adultos. Esta elevacéo tdo acentuada é prova-
velmente de origem placentaria, colostral e/ou intestinal, e por volta de 10
a 14 dias apos o parto essa atividade diminui. O colostro é rico em GGT e
FA, e ha a possibilidade de que essas enzimas sejam absorvidas por
meio deste ou pelo trato intestinal durante os primeiros dias de vida. Al-
ternativamente, a ingestao do colostro pode estimular o crescimento intes-
tinal e a producdo enzimatica. Portanto, os niveis séricos de GGT e FA
funcionam mais como um indicador da ingestdo adequada do colostro do
que o diagnadstico dos danos hepaticos, nos primeiros quinze dias de vida,

nos caes (McMICHAEL & DHUPA, 2000; HOSKINS, 2001).
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A atividade da GGT néo pode ser utilizada para a verifica-
cdo da passagem de imunidade passiva para gatos neonatos segundo
Hoskins (2001). De acordo com Kraft et al. (1995), Mahler & Neumann
(1996), os valores de GGT em gatos, a partir da segunda semana de vida,
sdo muito semelhantes aos de adultos, ou seja, entre zero a trés UI/L,

portanto ndo sofrem influéncia da idade nesta espécie.

TABELA 2 - Valores de referéncia para Alanina aminotransferase, Gama
glutamiltransferase e glicose para neonatos felinos sau-
daveis segundo os diversos autores.

AUTORES  FAIXA ETARIA ALT (UIL) GGT (uiL) CGLICOSE
(mg/dL)
PETERSON (1983) ADULTOS 10,0-80,0 0,3-0,2 -
KANEKO (1997) ADULTOS 6,0-83,0 1351 73-134
KRAFT (1995) 0-3 meses 30 31 -
" 6-8 sem 32,44 0 )
MAHLER (1996) 9-24 sem 48.41 0 ]
2 sem 11,0-24,0 0-3,0 76-129
HOSKINS (2001) 4 sem 14.0-26.0 0-3.0 99-112
2 sem 18,0 1,0 117.0
MOON (2001) 4 sem 16.0 20 110.0
2 sem 11-24 76-129

MINOVICH (2003) 4 sem 14-26 99-112
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2.1.4 PROTEINAS TOTAIS E PROTEINOGRAMA

As proteinas sdo constituintes essenciais para todas as
células do organismo e correspondem a cerca de 18% do peso corporal
dos animais, e grande parte da sintese protéica é realizada pelo figado.
Constituem um grupo de moléculas heterogéneas que atuam na formacgéao
das estruturas celulares, na manutencao da pressao coléido-osmatica, ha
catalizacdo de reacdes bioquimicas (enzimas), na regulacdo hormonal, na
coagulacdo sanguinea e na defesa humoral como anticorpos (KANEKO,
1997).

Cerca de 40% a 50% dos requerimentos energéticos dos
carnivoros dependem ou derivam das proteinas oriundas da dieta e de
seus aminodcidos. Nos animais jovens, cuja demanda nutricional energé-
tica € maior, quando comparada a dos adultos, as necessidades protéicas
também séo diferentes (CLINKENBEARD & MEINKOTH, 2000).

Dentre os fatores que influenciam a concentracao das pro-
teinas plasmaticas, a idade exerce um papel importante e peculiar. Duran-
te o periodo fetal, a concentracdo total sérica de proteinas apresenta-se
reduzida em decorréncia dos baixos indices das imunoglobulinas e da
albumina, e pela imaturidade inerente ao préprio feto dos sistemas imuno-
l6gico e hepatico (ABBAS, 2000; KANEKO, 1997). Segundo Yamada et
al. (1991), a concentracao de proteina total sérica, em fetos de gatos com

cinco a oito semanas de gestacdo e nos neonatos antes da ingestdo do
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colostro, é cerca de 3,0 g/dL (+ 0,8) e 4,05 g/dL (+ 0,5), respectivamente.
A concentracao de proteina total nas fémeas gestantes é de 6,9 g/dL (+
1,5-0,2). Segundo os autores, o feto ndo sintetiza imunoglobulinas na au-
séncia de estimulacdo antigénica, como, por exemplo, uma infeccao viral
(KANEKO, 1997; TIZARD, 1998; 2000; ABBAS, 2000).

Apés o nascimento, a ingestdo do colostro assegura a
transferéncia da imunidade passiva e colabora para a elevacdo dos niveis
séricos protéicos no neonato. O colostro € formado pelo acumulo de se-
crecOes na glandula mamaria no terco final da gestacéo, e por imunoglo-
bulinas, sendo produzido sobre a influéncia do estrégeno e da progeste-
rona. Sua constituicdo, portanto, é rica em imunoglobulinas (Ig) do tipo
IgG, IgA e IgM, e, nas diversas espécies domésticas, a IgG € que mais
predomina (TIZARD, 1998; 2000).

Nos neonatos, a presenca de um nivel menor de atividade
proteolitica no sistema digestoério e de inibidores da tripsina presentes no
colostro colabora para a absorcdo das proteinas colostrais de maneira
intacta. O periodo de absorcao protéica pela mucosa intestinal varia entre
as espeécies, mas de modo geral, a permeabilidade é mais alta imediata-
mente apds 0 nhascimento, sofrendo um lento declinio apds seis horas
(TIZARD, 2000).

Nos neonatos felinos, apos a ingestao do colostro, os va-
lores de IgG, IgA e de IgM se elevam rapidamente, e os valores atribuidos

a 1gG, um a dois dias apos a ingestdo, ultrapassam aqueles dos adultos.
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A patrtir do terceiro dia de vida, h&a o inicio do declinio das imunoglobulinas
IgG, IgA e IgM atingindo o ponto mais baixo de concentracao por volta de
20 a 25 dias, 14 a 20 dias e oito a 10 dias, respectivamente (YAMADA et
al., 1991).

Portanto, a concentracdo protéica sérica apresenta uma
elevacdo de acordo com a idade, e os valores de adultos sdo atingidos
somente a partir dos seis meses a um ano de idade, dependendo da es-
pécie (JAIN, 1993). Os valores atribuidos a proteina total nos gatos neo-
natos por McMichael (2000) e Hoskins (2001), com duas a quatro sema-
nas de idade, foram de 4,4 mg/dL e 4,8 mg/dL, respectivamente. Os
mesmos autores utilizam, como valores de referéncia para gatos adultos,
a faixa de 5,8 a 8,0 mg/dL (Tabela — 3).

A proteina total plasmatica e a albumina sdo mais baixas
nos neonatos devido a grande expansao do volume plasmatico, quando
comparada a sintese hepatica protéica (MINOVICH, 1993). O figado é o
grande responsavel pela sintese de albumina, globulinas e dos fatores de
coagulacéo; contudo, por sua imaturidade, que persiste até por volta do
quinto més de idade, acaba por contribuir para os baixos niveis protéicos
neonatais (POFFENBARGER, 1990).

A imaturidade renal comprovada pela nefrogénese imper-
feita até a terceira semana de idade também colabora para os niveis pro-
téicos reduzidos no neonato. As concentracfes de proteinas, glicose e

aminoacidos, presentes na urina dos neonatos, sdo mais elevadas do que
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nos adultos. Estudos comparativos entre filhotes de caes com cinco dias
de idade e adultos indicaram que os neonatos tém defeitos na reabsor¢ao
de aminoacidos. Somente a partir de oito semanas de idade, a reabsor-
cao tubular de aminoacidos equivale a de um adulto. Um desenvolvimento
renal semelhante é sugerido para os neonatos felinos (POFFENBARGER,
1990).

Assim, como 0s niveis séricos de proteina total variam no
neonato, certas diferencas nas diversas fracfes protéicas entre jovens e
adultos da mesma espécie podem ser notadas. A eletroforese € um méto-
do valioso para a determinacdo quantitativa das proteinas séricas, sendo
de particular importancia para a avaliacdo dos niveis de gamaglobulinas
presentes no soro. O processo utilizado para a separacdo e quantificacéo
€ baseado na migracdo das particulas protéicas num campo elétrico. A
direcédo e a velocidade da migracéo de particulas sdo baseadas no tipo de
carga, tamanho e intensidade do campo elétrico e das proteinas (CELM,
1999).

O fracionamento das proteinas séricas pela técnica de e-
letroforese representa hoje um padrao de referéncia na bioquimica, sendo
seu amplo uso justificado pela variedade de alteracbes que ocorrem nas
fracOes protéicas nos varios estados fisioldgicos (periodos de gestacao,
de lactacéo, neonatal) e nas diversas enfermidades (KANEKO, 1997).

Na maior parte das condicBes patolégicas que envolvem

as proteinas plasmaticas, as alteracbes abrangem ndo apenas uma de-
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terminada proteina, mas um grupo razoavelmente amplo dos componen-
tes protéicos, dando lugar a quadros mais caracteristicos dos processos
fisiopatoldgicos. Assim as andlises eletroforéticas mantém uma posicao
de consideravel utilidade clinica, oferecendo a oportunidade de uma inter-
pretacdo mais correta do quadro, especialmente quando se consideram,
conjuntamente, as informacdes clinicas adequadas (CELM, 1999).

A nomenclatura estabelecida para as diversas fracdes foi
descrita com base na mobilidade relativa e também nas concentracdes
relativas e absolutas para cada fracdo identificada. A albumina, a proteina
mais abundante do soro, constitui entre 35%-50% das proteinas séricas
totais. O papel mais importante da albumina é sua funcdo metabdlica de
se ligar e transportar outras substancias. Praticamente todos o0s
constituintes do plasma ndo necessitam ser transportados por uma
proteina especifica e séo transportados pela albumina (KANEKO, 1997).

A alfa-globulina € a fracdo que apresenta migracdo mais
rapida quando comparada com outras globulinas e grande parte de sua
sintese é feita pelo figado e sua concentracdo aumenta nos traumas e no
decorrer de estados febris. Tem duas sub-fraces alfa; e alfa, que exer-
cem mesmas fungdes, sendo que, entre as alfa-globulinas, estdo a hapto-
globina, ceruloplasmina, amilina (SAA) e a-lipoproteinas (lipoproteinas de
alta densidade), caracterizadas como proteinas de fase aguda (KANEKO,

1997).
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A concentracdo sérica de beta-globulina geralmente au-
menta durante a gestacdo e nas doencas hepaticas. Entre os seus com-
ponentes mais importantes estdo: os complementos (C3, C4), hemopexi-
na, transferrina, proteina C reativa e o fibrinogénio. Algumas imunoglobu-
linas como IgM e IgA apresentam migracao das regides beta, e gama ; ;
conseguentemente, na presenca de estimulos antigénicos ou de proces-
sos neoplasicos as imunoglobulinas podem se originar tanto da regido
beta, como gama; e gama , (KANEKO, 1997; JAIN, 1986).

A fracdo gama das globulinas € dividida em duas frac6es
gama; (rdpida) e gama, (lenta) em grande parte das espécies domésticas,
sendo as imunoglobulinas IgA, IgM e IgE encontradas na regido gama ; e
IgG na regido gama , (KANEKO, 1997). Segundo um estudo feito por Kim
(2000), a alteracdo mais significativa encontrada com a mudanca de idade
foi nas fracGes de gama-globulinas.

A eletroforese sérica tem sido utilizada com grande fre-
guéncia, e, na espécie felina, uma ampla variacdo no padrao eletroforéti-
co normal tem sido descrita (KRISTENSEN & BARSANTI, 1977; BAKER
& VALLI, 1988). A mobilidade das fracGes protéicas, nesta espécie, pare-
ce ser mais rapida quando comparada com outras espécies, como a bovi-
na e a equina (KEAY, 1982). Furukawa & Sugiyama (1986), pela técnica
de imunoeletroforese, identificaram cerca de 21 fracdes na espécie felina.

Kristensen & Barsanti (1977), utilizando o método de ele-

troforese por gel agarose, detectaram a presenca de oito fracbes protéi-
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cas no soro de gatos com idade superior a seis meses de idade e de duas
populacdes distintas (gatis de pesquisa e de proprietarios). Os valores
encontrados para proteina total, albumina, alfa, beta e gama globulinas
foram respectivamente, 6,61 g/dL, 2,65 g/dL, 1,49 g/dL, 0,93 g/dL e 1,56
g/dL.

Segundo Keay (1982), os valores absolutos das fracfes
protéicas em gatos adultos séo de 7,46 g/dL para proteina total, 3,41 g/dL
para albumina, 1,54 g/dL para alfa-globulina, 0,93 para beta-globulina e
1,58 g/dL para gama-globulina. Os valores determinados por Buening
(1988), também para gatos adultos, foram ligeiramente inferiores aos en-
contrados pelo autor anterior, com a proteina total de 6,2 g/dL, albumina
de 3,0g/dL, alfa-globulina de 1,43 g/dL, beta-globulina de 0,52 g/dL e ga-
ma-globulina de 1,26 g/dL (Tabela — 3).

Os valores absolutos para o proteinograma seérico de ga-
tos adultos, descritos por Kaneko (1997), sao de 5,4-7,8 (6,0 + 7,0) g/dL
para proteina total, 2,1-3,3 (2,7+1,7) g/dL para albumina, 0,6-2,2
(0,7+0,02) g/dL para alfa-globulina, 0,9-1,9 (0,7+0,02) g/dL para beta-
globulina e 1,7- 4,4 (1,7+0,36) g/dL para gama-globulina. Baker & Valli
(1988) descreveram o proteinograma para gatos adultos, no qual os valo-
res encontrados foram de 7,27 g/dL para proteina total sérica, 3,62 g/dL
para albumina, 1,32 g/dL para alfa-globulina, 0,93 g/dL para beta e 1,40

para gama-globulina.
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O padrao eletroforético de gatos, em algumas condicdes
patolégicas como as moléstias infecciosas e neoplasias € util para o diag-
nostico (MURTAUGH, 1994). O eletroforetrograma encontrado em gatos
adultos, com peritonite infecciosa felina foi de 14,3 g/dL para proteina to-
tal, 0,74 g/dL para alfa-globulina, 2,50g/dL para beta-globulina e 8,83 para
gama-globulina (JAIN, 1993).

Num estudo feito por Chuang (2001), usando a eletrofore-
se para analise das proteinas séricas, comparando-se cdes jovens com
adultos, demonstrou-se que a fracdo alfa;-globulina em cées jovens
(22,4%) foi mais alta que nos adultos (14,3%). Em contrapartida, as fra-
cOes alfay, beta;, beta, e gama-globulinas, nos animais jovens apresenta-
ram valores mais baixos. Caes de um dia de idade, antes da ingestdo do
colostro ndo apresentavam a gama-globulina; no entanto, logo apés a in-
gestao, a concentracdo de gama-globulina aumentou e rapidamente dimi-
nuiu. A partir da terceira semana de vida (21 dias), a concentracdo de
gama-globulina comecgou a aumentar lentamente com o avancar da idade.

Um estudo sobre o fracionamento eletroforético em cées
da raca Beagle, a partir de duas semanas até um ano de idade, concluiu
que durante os primeiros dois a trés meses de idade, ha uma elevacgao
dos niveis séricos de proteina total e albumina. Neste estudo, observou-
se também uma queda na porcentagem de alfal-globulina juntamente
com a elevacao da albumina nas primeiras seis semanas, elevando deste

modo também a proporcdo albumina-globulina (A:G), atingindo um pico
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por volta da sexta a oitava semana. Apds este periodo, houve uma queda
da proporcdo A:G em consequéncia da elevacdo das globulinas (gama,
alfa, e beta,-globulina) (WOLFORD et al., 1988)

Segundo Barioni (2003), o proteinograma de caprinos e
em outras espécies, durante a fase neonatal e pediatrica demonstrou cer-
tas particularidades. Os valores de albumina apresentaram um acréscimo
até por volta dos 60 dias de idade, quando a partir de entédo se estabiliza-
ram. Este comportamento foi também descrito em bezerros por Borges
(1997) e por Costa (2000). Ja a concentracdo de alfa-globulina apresen-
tou-se elevada ao nascimento e a de beta-globulina sofreu uma elevacao
até o 15° dia quando entéo se estabilizou. A fracdo gama-globulina apre-
sentou um acréscimo apods a ingestdo do colostro e, posteriormente, um
decréscimo dos valores até os 15 dias, permanecendo estaveis até os 60
dias, quando a partir de entdo tenderam a aumentar.

A variacdo na fracdo protéica de gama-globulina em ca-
prinos, descrita acima por Barioni (2003) foi observada também em bezer-

ros por Fagliari (1988) e por Costa (2000).
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TABELA 3 - Valores de referéncia para a proteina e o proteinograma pa-
ra gatos neonatos do presente segundo os diversos auto-

res.
PROTEINA
FAIXA : ALFA- BETA- GAMA-
ALITRIRES ETARIA S(';Z'E)A ALBUMINA | OBULINA GLOBULINA GLOBULINA

KEAY (1982) Adultos 7,46 3,41 1,54 0,93 1,58
BUENING (1988) Adultos 6,2 3,0 1,43 0,52 1,26
BAKER & VALLI (1988) Adultos 7,27 3,62 1,32 0,93 1,40
KANEKO (1997) Adultos  54-7.8 21-3,3 0,6-2,0 0,9-1,9 1,7-2,4
(acetato de celulose)
KRISTENSEN & BAR-
SANTI (1977) >6 meses 6,61 2,65 1,49 0,93 1,56
McMICHAEL (2000) 2-4 sem 4,0-5,2 2,0-2,4 ---

HOSKINS (2001) 2-4 sem 4,8 -
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2.2. INFLUENCIA DA LUTEINA

Uma alteracdo da resposta imunologica, mediante aos es-
timulos antigénicos, na tentativa de torna-la mais eficaz diante dos desafi-
0s, pode ser obtida com a utilizacdo de imunomoduladores ou da imuno-
terapia. A maneira mais simples consiste em estimular inespecificamente
0 sistema imunoldgico. Obviamente, qualquer melhora na capacidade i-
munoldgica do recém-nascido durante o periodo neonatal tendera a po-
tencializar sua resisténcia aos diversos agentes infecciosos, apos o térmi-
no da protecéo conferida pelo colostro.

Durante um estimulo antigénico, a resposta imune inicial a
infeccdo é montada, gracas a um sistema complexo que utiliza como ar-
ma os radicais de oxigénio. Inicialmente, a producdo desses radicais €
benéfica; contudo, durante a eliminacdo do agente patogénico, ocorrem
uma producdo excessiva e, consequentemente, uma injdria aos proprios
leucécitos bem como as células vizinhas ou aos tecidos adjacentes
(HARPER, 2001).

Recentemente tem-se questionado a eficdcia dos pB-
carotenos e de outros carotendides quanto a sua atividade imunomodula-
téria em humanos e animais. Estudos prévios sobre a acdo biolégica des-
ses compostos tém tido como foco principalmente o p-caroteno. Contudo,
na ultima década, o interesse sobre a atividade imunorregulatéria de ou-

tros carotendides, como a luteina, licopeno, astaxantina e cantaxantina,
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tém aumentado (BENDICH & SHAPIRO, 1986; JYONUCHI et al., 1995;
CHEW et al., 1996).

Os carotenodides representam um grupo abundante de
pigmentos amplamente distribuidos na natureza (PARK, 1998). A
contribuicdo dos carotendides na diminuicdo do cancer em humanos foi
primeiramente descrita por Peto et al. (1981). Desde entdo, humerosos
estudos epidemiolégicos tém proposto a importancia desses pigmentos,
presentes nas frutas e nos vegetais, na diminuicdo da incidéncia de
doencas cronicas como o cancer de prostata, de pulmdo e de mama
(HARRIS et al., 1991; FLAGG et al.,, 1995; POPPEL & GOLDBOHM,
1995). Os carotendides sdo conhecidos principalmente por suas
funcdes pré-vitamina A, embora somente 10% dos carotendides as te-
nham (CHEW, 1993). Os mamiferos domésticos perderam a capacidade
de sintetizar os carotendides e alguns estudos demonstram que os carni-
voros ndo os absorvem, ou pelo menos ndo em quantidades suficientes
(KIM, 2000Db).

Cerca de 60 tipos diferentes de carotenos tém sido identi-
ficados nos alimentos ingeridos por humanos e animais; contudo, o nume-
ro de pigmentos presentes nos tecidos e no soro é limitado, chegando a
34 tipos. Os principais pigmentos presentes nos tecidos sdo os carotenoi-
des de hidroxicarbonos como: o a (alfa) e p (beta) carotenos e o licopeno;
e 0s oxicarotendides xantofila como a B (beta) criptoxantina e o dihidroxi-

do xantofila, luteina e zeaxantina. Dessa maneira, 0s carotenodides podem
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ser dividos em duas categorias distintas: os hidroxicarbonos (o,  carote-
no e o licopeno) precursores da vitamina A, e os oxicarotenoides tendo
como principal representante a luteina sem atividade pro-vitamina A
(HENK, 1999).

As xantofilas, como a luteina e a zeaxantina, séo carote-
néides que ndo tém atividade pro-vitamina A, mas exercem uma acao bio-
l6gica especifica, diminuindo o desenvolvimento de neoplasias, agindo
como antioxidantes, melhorando a fung¢do imunolégica (CHEW et al.,
1996) e evitando a degeneracao macular da retina (PARK et al., 1998).

Recentemente, o cdo e o gato domésticos tém sido pro-
postos como modelo experimental para o estudo da fun¢gdo imunomodula-
téria dos carotendides. Estudos em animais permitem uma comparacao
direta entre os carotendides com (beta-caroteno) e sem (luteina) ativida-
des pré-vitamina A. A espécie felina como modelo experimental é de es-
pecial interesse para a demonstracao da atividade imunomodulatéria dos
carotendides dietéticos, particularmente porque esta espécie néo é capaz
de converté-los em vitamina A (PARK et al., 1999)

A luteina é um carotendide que se apresenta sob a forma
de um p6é amarelado, obtido a partir do extrato das flores de Tagetes erec-
ta. A sua férmula molecular é C4Hs¢02 € apresenta o peso molecular de
568.88 daltons, o ponto de fusdo de 190°C e os cristais amarelos em
forma de prisma com brilho metalico deste carotendide, cristalizam-se em

presenca de éter e metanol. Atualmente, a luteina pode ser encontrada no



Revisdo de Literatura2

mercado, embutida sob a forma néo esterificada (purificada) em uma am-
pla gama de complexos vitaminicos. Sua utilizacdo vem sendo difundida
mundialmente pelos beneficios propostos no tratamento da degeneracéo
macular da retina nos humanos, causa lider de cegueira no mundo oci-
dental (KEMIN FOODS, 1999).

Embora a forma nao esterificada da luteina seja mais puri-
ficada e por isso incorporada em grande parte aos suplementos vitamini-
cos, 0s oxicarotendides, cujo principal representante se encaixa a luteina,
estdo presentes na maioria das frutas, vegetais e flores sob a forma este-
rificada juntamente com &cidos graxos (KEMIN FOODS, 1999). Segundo
Subagio & Morita (2001), a esterificacdo dos grupos oxidrila (OH) com
acidos graxos néao interfere na atividade antioxidante da luteina.

A luteina tem uma potente acdo antioxidante, inibindo a
auto-oxidacao dos lipidios celulares e impedindo o dano oxidativo a célula
(PARK et al., 1998). Em humanos, altas concentracdes de luteina plasma-
tica aumentaram a expressao de receptores para estrogenos nas células
tumorais e promoveram, conseqientemente, um aumento da taxa de so-
brevivéncia e melhora da resposta a terapia com horménios (MAYNE,
1996; ROCK et al., 1996). Ratos submetidos a suplementacao dietética
com luteina tiveram uma reducdo no crescimento de tumores mamarios
transplantados e um aumento na proliferacao de linfocitos (CHEW, 1995;

CHEW et al., 1996; 1998; PARK et al., 1998).
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Estudos sobre os efeitos do acido retindico e da luteina
nos tumores de células epiteliais mamarias in vitro, demostraram que am-
bos aumentaram a mortalidade das células epiteliais mamarias com tu-
mores, mas nao interferiram na cinética das células epiteliais normais. A
luteina também aumentou a sensibilidade das células tumorais a agentes
quimioterapicos. O estudo sugere um potencial efeito quimio-terapéutico
da luteina em tumores de células epiteliais mamarias (KEMIN FOODS,
1999).

Nos humanos, a luteina e a zeaxantina sdo absorvidas
mais rapidamente quando comparadas ao B-caroteno (GARTNER et al.,
1996), e interacBes entre 0 0s metabolitos durante e apds a absorcdo
desses carotendides tém sido demonstradas ou sugeridas nos estudos
sobre suplementacao dietética em animais e em humanos (HENK, 1999).

Vérias pesquisas, utilizando a luteina em caes, comprova-
ram que esta é capaz de estimular a reacéo de hipersensibilidade tardia,
0 numero de linfocitos T CD4 e a produgdo de imunoglobulina IgG, de-
monstrando deste modo que, um carotendide sem atividade pré-vitamina
A, exercia efeitos imunomodulatérios similares ao do B-caroteno. A luteina
provou também ser capaz de estimular a proliferacéo de linfocitos induzi-
da por mitdgenos, acdo esta ndo caracteristica do p-caroteno (KIM,
2000a).

A suplementacdo com a luteina em cdes promoveu uma

estimulacdo das respostas imunoldgicas celular e humoral por meio do
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aumento da resposta proliferativa dos linfécitos, aumento na porcentagem
de CD5, CD4 e CD8 e de IgG ap6s a estimulacdo antigénica (KIM,
2000a).

Nos gatos, a suplementacdo dietética com [-caroteno ou
com luteina também exibiu um aumento da reacdo de hipersensibilidade
tardia, do numero das sub-populacdes de linfécitos T helper e B e uma
elevacdo da concentracao plasmatica de imunoglobulinas IgG (KIM, 2000
b).

A acdo da luteina nos neonatos de diversas espécies
permanece obscura. Um estudo avaliando a imunidade celular em neona-
tos caninos suplementados com luteina a 20%, durante 45 dias, demons-
trou que esta suplementacdo ndo produziu mudancas quantitativas nas
sub-populacgdes de linfocitos T no periodo neonatal (KLEIN, 2004).

A modulacéo das respostas imunolégicas celular e humo-
ral, em gatos com 10 meses de idade, foi obtida apds a suplementacéo
diaria por 12 semanas com a concentracdo de um, cinco e 10 mg de lute-
ina. Nessa espécie, a luteina aumentou a porcentagem de CD4 e CD21,
sem exercer efeito na populacdo total de linfocitos, CD8 e de IgG (KIM,
2000b). Outro estudo utilizando a suplementacao dietética com antioxi-
dantes como a luteina, o B-caroteno e a vitamina E, em cées a partir da
sexta semana de idade, demonstrou um aumento da producdo de anti-
corpos apos desafio vacinal e uma maior resposta imune celular-mediada

(MASSIMINO, 2001).
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As concentragfes plasmaticas de luteina s&o dose-
dependentes. Num estudo sobre a absorcdo da luteina, administrada por
via oral em gatos, observaram-se uma elevacdo dos niveis plasmaticos
dessa e a transferéncia da luteina para os linfécitos e neutroéfilos circulan-
tes (CHEW et al., 1998).

Pesquisas recentes sugerem que a suplementagdo dieté-
tica com antioxidantes como a luteina, particularmente em gatos idosos,
exerce muitos efeitos benéficos no sistema imunoldgico, como um maior
titulo de anticorpos e uma maior proliferacdo de linfécitos mediante a es-
timulagdo com concanavalina A (HARPER, 2001).

A absorcdo dos carotendides é realizada pelo duodeno
juntamente com os lipideos presentes na dieta. Os ésteres dos carotendi-
des como a luteina e a criptoxantina sofrem hidrolise pela enzima hidrola-
se éster carboxilica secretada pelo pancreas, sendo entdo incorporados
juntamente com os acidos biliares, acidos graxos livres, monoglicerideos
e fosfolipideos em micelas (BOREL et al., 1996).

A absorcdo pelo enterécito ocorre por difusdo passiva e
depende do gradiente de concentracdo entre a micela e a membrana ce-
lular. ApGs a absorcédo, os oxicarotenoides sao incorporados em quilomi-
crons e secretados nos vasos linfaticos, onde, para facilitar a solubilidade
no sangue, se combinam com proteinas plasmaticas formando complexos
mais estaveis como as lipoproteinas de alta e baixa densidade (PETER-
SON, 1983). As lipoproteinas de alta densidade (HDL), predominam com

cerca de 53% do transporte dos oxicarotendides (luteina e zeaxantina),
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em contrapartida as de baixa densidade (LDL) e as de muito baixa densi-
dade (VLDL) sao responsaveis pelo transporte de 31% e 16%, respecti-
vamente (PARKER, 1996).

A interacdo entre os principais carotendides nos animais
tem sido pesquisada desde a década de 50. Pesquisadores forneceram
dietas com diferentes niveis de p-caroteno e luteina a ratos e utilizaram os
depdsitos de vitamina A no figado como principal meio de mensuracédo da
absorcédo de B-caroteno. Apés a suplementacédo, a diminuicdo dos niveis
de vitamina A hepética foi observada quando a proporgcdo [-caroteno :
luteina era menor que um; contudo, propor¢cbes maiores que um
representavam niveis maiores de vitamina A no figado (HIGH, 1951).

Um estudo realizado em ratos demonstra que a incorpo-
racao da luteina ao plasma e aos tecidos (figado e baco) ocorre de ma-
neira rapida, cerca de trés dias apds o inicio da suplementacéo dietética
(PARK, 1998). Num estudo semelhante realizado em gatos, a concentra-
cdo de luteina plasmética aumentou progressivamente de acordo com o
aumento da dose, atingindo a concentracdo méaxima seis horas apos a
administracdo. A meia-vida da luteina foi de cerca de 20 horas, e néo fo-
ram observadas alteracbes concomitantes nos niveis de vitamina A plas-
matica (CHEW et al., 1996).

Dentro da ampla gama de a¢des da luteina, encaixam-se
também a capacidade de inibicdo do crescimento de tumores mamarios e

a diminuicdo do desenvolvimento de tumores quando estes foram trans-
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plantados, em ratos (PARK et al., 1998). A suplementacao dietética com
luteina foi capaz de prevenir as mudancas nas subpopulacées de linfoci-
tos associadas ao processo tumoral. Sua capacidade antitumoral e a acao
imunomodulatdria sugerem o envolvimento de eventos subcelulares como
apoptose, angiogénese e regulacdo genética (CHEW & PARK, 2004).

Brown et al. (2001) verificaram que a luteina diminuiu a
apoptose dos leucécitos de camundongos com tumores transplantados e,
ao mesmo tempo, induziu a apoptose das células tumorais. Estes estudos
demonstram a ac¢do seletiva da luteina, diminuindo a apoptose das célu-
las imunes e aumentando a das células tumorais.

O mecanismo de acdo da luteina para o decréscimo de
tumores mamarios ocorre por meio da regulacdo de genes especificos
envolvidos na proliferacdo e na diferenciacéo de células hematopoiéticas,
assim como, na apoptose como mencionado acima. A luteina age de for-
ma seletiva, aumentando a expressdao do RNAm de genes considerados
pré-apoptose, como o p53 e 0 BAX, diminuindo os genes antiapoptose
como o Bcl-2 e, conseglentemente, aumentando a propor¢cdo BAX/Bcl-2
nos tumores. Esta via € independente da atividade mitocondrial e, portan-
to, dos produtos reativos do oxigénio (BROW et al., 2001)

A funcionalidade dos carotendides é determinada por sua
localizac&o subcelular. Estudos realizados em gatos (PARK et al., 1999)
demonstraram a absorcao da luteina, administrada por via oral, pelas or-
ganelas celulares como a mitocondria, acido nucléico e microssomos dos

linfécitos circulantes, e a maior concentracdo da luteina estava presente
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na mitocondria. A mitocondria utiliza cerca de 85% do oxigénio consumido
pela célula para gerar ATP, sendo, portanto, a mais importante fonte de
radicais reativos de oxigénio. Esta organela celular € chave para a imuni-
dade e para doenca, e a localizacdo dos carotenoides nesta estrutura é
de particular relevancia. A presenca de luteina nas organelas subcelula-
res pode promover uma protecdo das células imunes contra injarias oxida-
tivas e assegurar uma funcéo celular adequada, incluindo processos co-
mo a apoptose, a transducao celular e a regulacéo genética (SHIGENA-
GA et al., 1994)

Os carotenoides séo capazes de influenciar a fungdo imu-
nologica pela sua habilidade em regular a fluidez da membrana e as co-
municacdes juncionais. Evidéncias sugerem que a acao destes carotenoi-
des na imunidade e na doenca pode ser mediada, a0 menos em parte,
por sua capacidade antioxidante. Contudo, a agao dos radicais de oxigé-
nio € multifacetada; se, por um lado, estes sao toxicos aos componentes
celulares, por outro sdo moléculas sinalizadoras importantes envolvidas
na expressao genética, no crescimento e na morte celular (CHEW &

PARK, 2004).



3. Materiais e Métodos
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A pesquisa foi desenvolvida sob orientacdo do Prof. Dr.
Flavio Quaresma Moutinho, no Gatil Maternidade do Servico de Clinica de
Pequenos Animais e no Laboratério de Patologia Clinica sob supervisao
da Profa. Dra. Regina Kiomi Takahira, da Faculdade de Medicina Veteri-
naria e Zootecnia (FMVZ) da Universidade Estadual Paulista (Unesp),

Campus de Botucatu,

3.1 OBTENCAO DOS FILHOTES

Foram adquiridas dez gatas adultas gestantes, sem raca
definida (SRD), pesando em meédia trés a quatro quilos, provenientes do
gatil da Faculdade de Medicina Veterinaria da Fundacéo de Ensino Octéa-
vio Bastos — S&o Joao da Boa Vista, S&o Paulo. As gatas foram mantidas
no gatil maternidade da FMVZ (Unesp/Botucatu), em jaulas individuais de
ferro galvanizado esmaltado, forradas com jornal, contendo comedouro,
bebedouro e caixa sanitaria para a deposicdo das excretas (urinas e fe-
zes), e expostas ao sol diariamente nos periodos da manha e da tarde.
As gatas foram inicialmente tratadas com anti-helmintico de amplo espec-

tro’, na dose de 50mg/kg de peso de fembendazole e depois uma vez ao

! Panacur® Plus comprimidos — Hoechst Vet
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més, e previamente vacinadas® contra panleucopenia, rinotraqueite, cali-
civirose, leucemia e Chlamydia psittaci .

Todos os animais adultos utilizados durante o experimen-
to foram previamente avaliados quanto a possibilidade de serem portado-
res de leucemia e imunodeficiéncia felinas®. Animais positivos para estas
enfermidades ndo foram utilizados neste experimento.

A alimentacdo das gestantes foi realizada ad libitum com
racdo® comercial para filhotes em crescimento, cuja composicdo suple-
mentava as suas necessidades caloricas. A dgua, sempre fresca e limpa,
também foi dada a vontade. As gatas foram avaliadas semanalmente por
meio de exames fisicos para acompanhamento do estado de saude se-
gundo protocolo descrito por Murtaugh (1994), e com exames comple-
mentares como hemograma, urinalise e exames parasitologicos de fezes.
Os dados referentes aos exames fisicos e os resultados laboratoriais fo-
ram anotados em fichas individuais para cada gata.

A previsdo da data do parto foi estipulada pelas anota-
cOes das fichas e por meio de exames ultra-sonograficos. Os filhotes fo-
ram separados das maes ap0s o desmame completo que ocorreu por vol-

ta dos 30 dias de vida.

2 FEL-O-VAX LVK® - Fort Dodge
3 SNAP®-FeLV /FIV COMBO Teste — IDDEX
* Wiskas® - Waltham
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3.2 CUIDADOS COM OS NEONATOS

Os animais foram submetidos ao exame fisico neonatal
indicado por HOSKINS (2001), durante os nove primeiros dias de vida e,
posteriormente, semanalmente até completarem 38 dias de idade. Os fi-
lhotes eram pesados semanalmente (Figura 4) em balanca® de uso do-
méstico desde o primeiro dia de vida. Para a identificacdo, cada filhote
teve um bracelete confeccionado com esparadrapo colocado na regiao

metacarpiana do membro toracico direito.

FIGURA 4 - Pesagem do neonato

% Balanga para Cozinha® - Braun
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Os recém-nascidos foram mantidos na companhia de su-
as respectivas maes em caixas-maternidade (Figura — 5) individuais com
as seguintes caracteristicas:

Material: plastico branco rigido

Dimensdes: 50 cm de comprimento, 30 cm de largura e 10
cm de altura

Forracao: jornal previamente exposto ao sol.

Por volta do 15° dia de idade, administrou-se a todos os fi-
lhotes, por via oral, o anti-helmintico pirantel e oxantel®, na dose de 1
mL/Kg de peso em dose Unica. O desmame gradativo dos filhotes foi ini-
ciado a partir do 21° dia de idade, quando estes j& demonstraram interes-
se por alimento sélido. Com 30 dias de vida, os filhotes foram separados

de suas mées e passaram a receber racdo’ comercial para gatos.

8 Panacur plus caes e gatos®- Intervet
10 Wiskas® - Waltham
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FIGURA 5 - Caixa maternidade

3.3 METODOLOGIA DA PESQUISA

O experimento foi realizado em um periodo de 38 dias a
partir do terceiro dia de nascimento, a fim de abranger amplamente o pe-
riodo neonatal.

Nessa pesquisa, foram utilizados 20 filhotes recém-
nascidos, machos e fémeas (10 machos e 10 fémeas) a partir do 3° dia de
vida, divididos em dois grupos experimentais com 10 animais em cada
um.

Grupo _controle (GC): neste grupo composto por cinco

machos e cinco fémeas, 0os animais néo foram submetidos a qualquer tra-

tamento. Foram realizadas as colheitas de sangue semanais de sangue
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na veia jugular para as respectivas avaliacdes laboratoriais (hemograma,
enzimas hepdticas, glicemia, proteinograma).

Grupo tratado com luteina (GL): neste grupo (cinco ma-

chos e cinco fémeas), a luteina na dose de 10 mg/1mL de 6leo de milho
foi administrada por via oral com auxilio de uma seringa, diariamente, no
periodo da manha, sempre no mesmo horario a partir do 3° dia do nas-
cimento até completarem 30° dia de vida. As colheitas sanguineas e 0s
exames laboratoriais foram realizados sempre previamente a administra-
cdo da luteina. A luteina foi administrada somente até o 31° de idade
(M5). Na sexta semana (M6), realizou-se entdo a ultima colheita a fim de
se detectar um possivel efeito da suspenséo da administragcdo do imuno-
geno, nos exames realizados.

Os neonatos foram imobilizados por contengdo manual e
0 sangue colhido a partir do terceiro dia de vida, e em seguida semanal-
mente com 10, 17, 24, 31 e 38 dias de idade (M1, M2, M3, M4, M5 e M6),

para realizacdo dos exames laboratoriais.
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3.4. PREPARACAO DO IMUNOGENO

Foi utilizada a luteina® (Figura 6), ressuspensa em 6leo,
adquirida j& sob esta forma em farméacia de manipulacdo. Este procedi-
mento visou proporcionar maior estabilidade ao produto, evitando sua o-
xidacdo precoce. Dessa forma, foi utilizado o 6leo de milho, que € bem

tolerado pelos neonatos.

FIGURA 6 - Imunégeno Luteina

® Luteina - pHD®-Farmécia de Manipulagdo
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3.5. COLHEITA DAS AMOSTRAS

O sangue foi colhido por venopuncéo da jugular (Figura —
7), com agulha 25 X 7 e seringa de 1mL apds a antissepsia do local com
clorexidine a 2%. O volume de sangue colhido foi de 2 mL, suficiente para
ser utilizado nas avaliacbes. O sangue foi separado em aliquotas dentro
de eppendorfs, sendo 1 mL com o anticoagulante acido etilenodiaminote-
tracético® (EDTA) a 10% e 1 mL sem anticoagulante para a separacdo do
soro. As amostras foram colhidas pela manha para eliminar possiveis efei-

tos da variacdo circadiana, e anteriormente a suplementacédo com luteina.

FIGURA 7 - Colheita de sangue da veia jugular em um neonato

° Vetec®
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3.6. PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

As andlises laboratoriais como 0 hemograma e a glicemia
foram realizadas logo em seguida a colheita. As determinacdes das enzi-
mas hepaticas e a eletroforese das proteinas séricas, por sua vez, foram
feitas posteriormente com 0 soro que até entdo permaneceu estocado a

temperatura de - 20°C em freezer comum.

3.6.1 HEMOGRAMA

Os frascos devidamente identificados foram imediatamen-
te encaminhados, logo apos a colheita, ao Laboratério de Patologia Clini-
ca para realizacdo dos exames no contador automatico de células'® (Fi-
gura 8) e contagem diferencial de leucécitos em esfregacos sanguineos
corados pelo método de May-Grunwald — Giemsa.

A dosagem de hemoglobina foi realizada pelo método de
cianometahemoglobina. O volume globular foi determinado pelo método
do microhematocrito (COLES, 1984). A determinacdo da concentragédo

plasmatica das proteinas foi realizada por refratometria (JAIN, 1993).

10 Contador Automético de células Cell Dyn® - Modelo 3200



Materiais e Métodos89

FIGURA 8 - Contador automético de células Cell-Dyn

3.6.2. EXAMES BIOQUIMICOS

As amostras sanguineas para realizacdo dos exames bio-
quimicos foram colhidas em vacutainer com tampa amarela (com gel se-
parador de soro) e deixadas em repouso por 30 minutos. A partir de entédo
foram centrifugadas e armazenadas em aliquotas de 0,3 mL em eppen-
dorfs a -20° C até o momento do processamento. Apds o descongelamen-
to das amostras, estas foram processadas no mesmo dia para mensura-

¢céo das seguintes substancias:
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3.6.2.1 Glicemia

A glicemia foi realizada por meio da determinacdo com
glucometro™ utilizando-se cerca de dois microlitros de sangue total logo

apos a colheita (Figura 9).

FIGURA 9 - Aparelho para medi¢cédo da glicemia

1 Aparelho para medigéo da glicemia Accu-Chek Active ® (Roche)
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3.6.2.2. Alanina aminotransferase (ALT) e gama gluta-
miltransferase (GGT)

A ALT foi determinada pelo método otimizado cinético em
UV*? e a GGT pelo método cinético colorimétrico por reacdo com a p-

nitroanilina®.

3.6.2.3 Proteinas totais e proteinograma

A concentracdo sérica de proteina foi determinada por
meio da reac&o de Biureto™ e pelo método colorimétrico.

A separacdo das fracdes protéicas foram realizadas me-
diante a técnica de eletroforese em gel agarose®. A placa de gel foi em-
bebida numa solucdo tampao veronal com pH 9,5, e colocada numa cuba
de eletroforese (Figura 10) ligada a uma fonte de corrente elétrica de 100
milivolts durante 40 minutos. ApGs a corrida, a colorac¢do das placas (Fi-
gura 11) foi realizada em negro de amido 0,2 % por cinco minutos e imer-
sa em 4cido acético glacial a 5% por mais cinco minutos para a fixagcdo. A

leitura foi feita no densitdmetro'® em 520 nm (Figura 12).

2 ALT (GTP) CELM

3 Gama GT-CELM

14 |abtest-Celm

5 Celmgel

16 Densitdmetro Celm — Modelo DS - 35
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FIGURA 10 - Cuba de eletroforese Celm

FIGURA 11 - Placas de eletroforese

FIGURA 12 - Densitometro DS — 35
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3.7. ANALISE ESTATISTICA

Para obtencé@o das estatisticas descritivas para as varia-
veis dos hemogramas, das enzimas hepaticas e dos proteinogramas, utili-
zou-se o procedimento computadorizado PROC MEANS'’ (SAS, 1995).
Nas analises que consideraram os efeitos principais de tratamentos (gru-
po controle versus grupo que recebeu luteina) e momentos (semanas de
avaliacdo), bem como a interagcéo entre os efeitos principais de tratamen-
tos e momentos, adotou-se o procedimento PROC ANOVA do programa

supracitado, por meio do seguinte modelo:

Yik = i+ B+ mj+ tmj + i

em que,

yiik = valor para as variaveis dos hemogramas, das enzimas hepéticas e
dos proteinogramas do animal k, no momento j e que recebeu o tra-
tamento i;

p = constante inerente a todas observacoes;

ti = efeito do i-ésimo tratamento, sendo i = 1 (grupo controle) e 2 (grupo
tratado com luteina);

m; = efeito do j-€simo momento de avalia¢éo, sendo j = 3, 10, 17, 24, 31 e

38 dias;

7 Statistical Analysis System®, versédo 8.0 (SAS, 1995)
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tm;; = efeito da interag&o do tratamento j com 0 momento j;

ejx = efeito aleatdrio residual associado as variaveis dos hemogramas,
dos exames bioquimicos e dos proteinogramas do animal k, no
momento | e que recebeu o tratamento i; com média O e variancia

2
C%.

Quando verificados efeitos significativos (P<0,05) nas ana-
lises de variancia entre os efeitos principais, aplicou-se o Teste de Tukey
para discriminar as possiveis igualdades ou diferengas entre tratamentos
e 0s momentos. Em caso de interagdes significativas (P<0,05), procedeu-
se ao desdobramento do efeito dos tratamentos dentro dos diferentes

momentos.



4. Resultados
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4.1. ERITROGRAMA

Os resultados das analises de variancia (ANOVA) para
cada variavel do eritrograma (contagem total de eritrdcitos, hemoglobina,
volume globular, VCM, CHCM e proteina total), segundo o efeito dos tra-
tamentos (controle e luteina), em cada momento avaliado (trés, 10, 17,
24, 31 e 38) e também segundo a existéncia de interacdo entre os trata-
mentos versus momento, estdo dispostos na tabela 4.

Diferencas estatisticas foram encontradas segundo o efei-
to do tratamento sobre as seguintes variaveis: hemoglobina, volume glo-
bular e proteina total plasmatica, como disposto na tabela 5 das médias
de quadrados minimos.

Todas as variaveis do eritrograma apresentaram diferen-
cas estatisticas significantes em cada momento avaliado, como demons-
trado na tabela 6 das médias de quadrados minimos.

Os resultados em média e desvio-padrao das variaveis do
eritrograma no grupo controle e luteina, em cada momento da observa-
cao, estdo dispostos nas tabelas 7, 8, 9, 10, 11, 12 e nos graficos 1, 2, 3,

4,5, 6 respectivamente.
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TABELA 4 - Resultados das andlises de variancia para o Eritrograma.

Fontes de  Graus de Quadrados Médios

Variagdo  Liberdade  Eritro Hgb VG VCM CHCM Ptn
Tratamentos (T) 1 1,78x10%"™>  1539* 60,21 * 750" 425" 44,65
Momentos (M) 5 7,08x10™** 107,37 ** 884,90 ** 2796,97* 64,58*  4,44*
Interagdo T x M 5 3,83x10™ ™ 1,90™  12,74™%  54,18"% 582" 0,37"°
Residuo 108 4,89 x10™ 2,49 13,02 48,95 27,99 1,83

ns = resultado nao-significativo (P>0,05) pelo Teste F; " "= resultado significativo no nivel de 5% (P<0,05) pelo Teste
F; =resultado significativo no nivel de 1% (P<0,01) pelo Teste F.

TABELA 5 - Médias de quadrados minimos para hemoglobina, volume
globular e proteina plasmatica, segundo o tratamento admi-

nistrado.
Médias de Quadrados Minimos
Tratamentos
Hgb VG Ptn
Controle 8,03% 24,15 % 6,65 °
Luteina 8,75° 25,57° 7.87°

Médias seguidas por pelo menos uma mesma letra em uma mesma coluna nédo diferem entre
si ao nivel de 5% de probabilidade (P>0,05) pelo Teste de Tukey.

TABELA 6 - Médias de quadrados minimos para eritrocito, hemoglobina,
volume globular volume corpuscular médio concentracdo de
hemoglobina corpuscular média e proteina plasmética, se-
gundo os momentos avaliados.

Médias de Quadrados Minimos

Momentos — Erjtro Hgb VG VCM  CHCM Ptn

(x 10%ul) (g/dL) (%) (fL) (%) (g/dL)
3 4,81° 12,96* 37,802 7866°%  3372%°  6,96°2°
10 3,45° 8,52°" 24,35° 71,49°  3366°%°  6,76°°
17 3,66°" 7,58°¢ 2185°°  60,29°  3317%" 6,85°°
24 3,73° 6,97° 19,65° 53,73 ¢ 35,86 ° 7,822
31 4,05°" 6,82° 20,70 ° 49,15  33532° 7,782
38 4,82° 7,50°°¢ 24,80° 51,38 ¢ 30,26 ° 7,392

Médias seguidas por pelo menos uma mesma letra em uma mesma coluna ndo diferem entre si ao
nivel de 5% de probabilidade (P>0,05) pelo Teste de Tukey.
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TABELA 7 - Médias e desvios-padrdo do nimero de eritrocitos (X10° /ul),
em gatos neonatos, com trés, 10, 17, 24, 31 e 38 dias de i-
dade, nos grupos controle (GC) e suplementado (GL) com o
carotendide luteina.

Momentos (dias)

3 10 17 24 31 38

GC 4,54+6,91 3,15t2,54 3,69+4,69 3,71+544 3,93+4,17 4,78+7,56
GL 5,09t4,83 3,7545,91 3,63+4,92 3,75+7,16 4,17+7,48 4,86%5,68

6,00E+06 -

-l |_uteina
5,00E+06 - —— Controle

4,00E+06 -

3,00E+06 -

2,00E+06 -

Eritrécitos (x106/ mL)

1,00E+06 -

0,00E+00
3 10 17 24 31 38

Idade em dias

GRAFICO 1 - Valores médios do nimero de eritrécitos (X10° /ul), em ga-
tos neonatos, com trés, 10, 17, 24, 31 e 38 dias de idade,
nos grupos controle (GC) e suplementado (GL) com o ca-
rotendide luteina.
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TABELA 8 -

Médias e desvios-padrdo da concentracdo de hemoglobina
(g/dL), em gatos neonatos, com trés, 10, 17, 24, 31 e 38 di-
as de idade, nos grupos controle (GC) e suplementado (GL)
com o carotendide luteina.

Momentos (dias)

3 10 17 24 31 38

GC 12,13+2,00 7,94+0,97 7,22+0,90 6,80+1,51 6,84+1,25 7,30+0,64

GL 13,80+1,66 9,11+2,08 7,95+2,21 7,16£1,65 6,81+1,60 7,70+1,64

16,00 -
14,00 -
12,00 -
10,00 -
8,00 -
6,00 -

Hemoglobina (g/dL)

4,00 -
2,00 -

-l Luteina
—&— Controle

0,00

3 10 17 24 31 38

Idade em dias

GRAFICO 2 - Valores médios da concentracdo de hemoglobina (g/dL),

em gatos neonatos, com trés, 10, 17, 24, 31 e 38 dias de
idade, nos grupos controle (GC) e suplementado (GL) com
o carotendide luteina.
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TABELA 9 - Médias e desvios-padrédo do volume globular (%), em gatos
neonatos, com trés, 10, 17, 24, 31 e 38 dias de idade, nos
grupos controle (GC) e suplementado (GL) com o carotendi-
de luteina.

Momentos (dias)

3 10 17 24 31 38
GC 35,8+£5,98 23,1045,98 21,40+2,46 19,00+2,87 20,80+4,47 24,80+2,66

GL 39,80+4,37 25,60+1,26 22,30+2,21 20,30+4,03 20,60+4,62 24,80+3,58

45,00 1 -l Luteina
40,00 —&— Controle
35,00 +
30,00 +
25,00 ~
20,00 ~
15,00 -
10,00 -

5,00 +

0,00

VG (%)

3 10 17 24 31 38

Idade em dias

GRAFICO 3 - Valores médios do volume globular (%), em gatos neona-
tos, com trés, 10, 17, 24, 31 e 38 dias de idade, nos
grupos controle (GC) e suplementado (GL) com o caro-
tendide luteina.
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TABELA 10 - Médias e desvios-padrdao do volume corpuscular médio -
VCM (fL), em gatos neonatos, com trés, 10, 17, 24, 31 e 38
dias de idade, nos grupos controle (GC) e suplementado
(GL) com o carotendide luteina.

Momentos (dias)

3

10 17 24 31 38

GC 78,99+6,08 73,56+6,86 58,43+7,32 51,41+6,03 48,74+5,64 52,56+6,38

GL 78,33£5,44 69,4349,24 62,168,339 56,06£8,09 49,56+7,17 51,1546,22

90,00 +
80,00 -
70,00 +
60,00 -
50,00 -
40,00 -
30,00 -
20,00 -
10,00 -

VCM (fL)

=l Luteina
—&— Controle

0,00

GRAFICO 4 -

3 10 17 24 31 38

Idade em dias

Valores médios do volume corpuscular médio - VCM (fL),
em gatos neonatos, com trés, 10, 17, 24, 31 e 38 dias de
idade, nos grupos controle (GC) e suplementado (GL) com
o carotendide luteina.
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TABELA 11 - Médias e desvios-padrdo da concentracdo de hemoglobina
corpuscular média - - CHCM (g/dL), em gatos neonatos,
com trés, 10, 17, 24, 31 e 38 dias de idade, nos grupos con-
trole (GC) e suplementado (GL) com o carotendide luteina.

Momentos (dias)
3 10 17 24 31 38

GC 33,87+1,47 34,38+3,84 33,92+5,00 36,05+8,33 33,61+7,37 29,53£1,91

GL 33,58+£2,33 32,95+1,47 32,43+1,87 35,6848,62 33,46+7,40 31,00+5,16

40,00 4 ——uteina
35,00 - —— Controle
30,00 -

25,00 -

20,00 +

15,00 -

CHCM (g/dL)

10,00 A

5,00 +

0,00
3 10 17 24 31 38

Idade em dias

GRAFICO 5 - Valores médios da concentracdo de hemoglobina cor-
puscular meédia - CHCM (g/dL), em gatos neonatos,
com trés, 10, 17, 24, 31 e 38 dias de idade, nos grupos
controle (GC) e suplementado (GL) com o carotendide
luteina.
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TABELA 12 - Médias e desvios-padrdo da concentracdo de proteina
plasmatica (g/dL), em gatos neonatos, com trés, 10, 17, 24,
31 e 38 dias de idade, nos grupos controle (GC) e suple-
mentado (GL) com o carotendide luteina.

Momentos (dias)

3 10 17 24 31 38

GC 6,44+1,25 6,24+0,98 6,34t2,03 6,98+1,50 7,07+£1,71 6,84+160
GL 7,48+1,73 7,28+1,26 7,37+0,87 8,66+0,77 8,50+0,71 7,94+1,09

10,00 p
—ll— Luteina
9,00 A

—&— Controle
8,00 - .-\'___./.\-\.
7,00 ~ ‘\‘___‘/——-—ﬁ\‘
6,00 -
5,00 -
4,00 -
3,00
2,00 ~

1,00 A
0,00

Proteina Plasmatica (g/dL)

3 10 17 24 31 38

Idade em dias

GRAFICO 6 - Valores médios da concentracdo de proteina plasmatica
(g/dL), em gatos neonatos, com trés, 10, 17, 24, 31 e 38
dias de idade, nos grupos controle (GC) e suplementado
(GL) com o carotendide luteina.
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4.2. LEUCOGRAMA

Os resultados das analises de variancia (ANOVA) para
cada variavel do leucograma (contagem total de leucécitos, metamieldci-
tos, bastonetes, neutrdfilos, linfocitos, eosindfilos, baséfilos e mondcitos),
nos valores absolutos e relativos, segundo o efeito dos tratamentos (con-
trole e luteina), em cada momento avaliado (trés, 10, 17, 24, 31 e 38) e
também segundo a existéncia de interacdo entre os tratamentos versus
momento, estdo dispostos na tabela 13.

No efeito do tratamento sobre as variaveis basofilos (valor
absoluto) e mondcitos (valor relativo), foi constatada diferenca estatistica
significativa (P<0,01), e o grupo tratado com luteina exibiu discreta eleva-
cdo quando comparado ao grupo controle, como disposto na tabela 14
das médias de quadrados minimos.

As seguintes variaveis: contagem total de leucdcitos, neu-
trofilos (absoluto e relativo), linfécito (relativo), eosindfilos (absoluto e re-
lativo), basofilos (relativo e absoluto) e mondcito (relativo) apresentaram
diferencas estatisticas significantes em cada momento avaliado, como
demonstrado na tabela 15 das médias de quadrados minimos.

Os resultados em média e desvio-padrao das variaveis do
leucograma no grupo controle e luteina, em cada momento da observa-
cdo, estdo dispostos nas tabelas 16, 17, 18, 19, 20 e 21 nos graficos 7, 8,

9, 10, 11, 12 respectivamente.
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Leucécitos
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TABELA 16 - Médias e desvios-padrdo do nimero de leucécitos (X10°/
ul), em gatos neonatos, com trés, 10, 17, 24, 31 e 38 dias
de idade, nos grupos controle (GC) e suplementado (GL)
com o carotenoide luteina.

Momentos (dias)

3 10 17 24 31 38

GC 7,54+2,32 10,6+£5,00 12,2548,63 12,55+6,74 14,70+6,85 14,73+7,20
GL 6,93+1,43 12,4746,92 11,54+6,92 14,35+8,65 17,41+11,33 17,08+8,65

2 .00 -
0000.00 -l | uteina
18000.00 - —&— Controle

16000.00 ~
14000.00 ~
12000.00 ~
10000.00 ~
8000.00 -
6000.00 -
4000.00 -
2000.00 +
0.00

3 10 17 24 31 38
Idade em dias

GRAFICO 7 - Valores médios do niimero de leucécitos (x10*/uL), em ga-
tos neonatos, com trés, 10, 17, 24, 31 e 38 dias de idade,
nos grupos controle (GC) e suplementado (GL) com o ca-
rotendide luteina.
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TABELA 17 - Médias e desvios-padrdo do numero absoluto de neutréfilos

(/ul), em gatos neonatos, com trés, 10, 17, 24, 31 e 38 dias
de idade, nos grupos controle (GC) e suplementado (GL)
com o carotendide luteina.

Momentos (dias)

3 10 17 24 31 38
GC 3025,40+  4784,50+ 6001,40+ 6282,10+ 7644,60+ 7569,60+
1299,64 3756,39 5809,05 4567,05 3971,02 4094,98
GL 3095,80+ 5979,60+ 6080,40+ 7521,90+ 10288,00+ 10432,30+
1012,70 4887,10 5190,87 6384,08 8001,12 6685,03
20000,00 1 ——Luteina
18000,00 - —— Controle
16000,00 -
14000,00 -
12000,00 -
10000,00 -
8000,00 -
6000,00 -
4000,00 +
2000,00 -
0,00

10 17 24 31 38

Idade em dias

GRAFICO 8 - Valores médios do nimero absoluto de neutrdfilos (/uL), em

gatos neonatos, com trés, 10, 17, 24, 31 e 38 dias de ida-
de, nos grupos controle (GC) e suplementado (GL) com o
carotendide luteina.
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TABELA 18 - Médias e desvios-padrao do niumero absoluto de linfécitos
(/ul), em gatos neonatos, com trés, 10, 17, 24, 31 e 38 dias
de idade, nos grupos controle (GC) e suplementado (GL)
com o carotendide luteina.

Momentos (dias)

3

10

17 24

31 38

GC

GL

3604,30+
1388,90

2891,00+
1227,24

4738,10+

1575,20

5084,70+

1705,73

4117,10+
1528,87

3488,30+
1426,26

4670,10+
2385,67

4627,20+
2827,66

3708,00+

4122,40+

4062,10+
1958,91

4122,30+
1677,86

1787,21

1912,22

Linfécitos (absoluto)

10000,00 +
9000,00 -
8000,00 -
7000,00 -
6000,00 -
5000,00 -
4000,00 -
3000,00 -
2000,00 -
1000,00 -

0,00

—ill—|_uteina
—— Controle

10

17 24 31

Idade em dias

38

GRAFICO 9 - Valores médios do nimero absoluto de linfocitos (/uL), em
gatos neonatos, com trés, 10, 17, 24, 31 e 38 dias de ida-
de, nos grupos controle (GC) e suplementado (GL) com o
carotenoide luteina.
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TABELA 19 - Médias e desvios-padrédo do numero absoluto de eosindfilos
(/ul), em gatos neonatos, com trés, 10, 17, 24, 31 e 38
dias de idade, nos grupos controle (GC) e suplementa-
do (GL) com o carotendide luteina.

Momentos (dias)

3 10 17 24 31 38
GC 809,50+ 662,70+ 1613,40+ 1042,00+ 1063,10+ 1510,90+
528,31 386,80 1377,26 713,57 469,24 1153,16
GL 705,40+ 525,90+ 1436,20+ 729,83+ 479,31+ 706,09+
392,47 257,04 1049,59 1042,00 1063,10 1510,90
4000,00 - p
-l uteina
3500,00 - —4&— Controle
—~ 3000,00
o
>
© 2500,00 -
(7]
G
~ 2000,00 -
i)
‘© 1500,00 |
2
Ll 1000,00 -
500,00 -
0,00
3 10 17 24 31 38

Idade em dias

GRAFICO 10 - Valores médios do nimero absoluto de eosindfilos (/uL),
em gatos neonatos, com trés, 10, 17, 24, 31 e 38 dias de
idade, nos grupos controle (GC) e suplementado (GL)
com o carotendide luteina.
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TABELA 20 - Médias e desvios-padrdo do numero absoluto de baséfilos
(/ul), em gatos neonatos, com trés, 10, 17, 24, 31 e 38 dias
de idade, nos grupos controle (GC) e suplementado (GL)
com o carotendide luteina.

Momentos (dias)

3 10 17 24 31 38

GC 140,50+119,43 113,90+150,17 53,20+85,53 33,90+48,57 182,30+207,30 169,90+119,47
GL 224,10+344,56 316,60+304,69 142,90+127,27 98,50+100,17 322,30+323,89 138,00+146,67

800,00 ~

-l Luteina
700,00 - —a— Controle

600,00 -

500,00 +
400,00 +
300,00 +

Baséfilos (absoluto)

200,00 -
100,00 -

0,00
3 10 17 24 31 38

Idade em dias

GRAFICO 11 - Valores médios do nimero absoluto de basofilos (/uL), em
gatos neonatos, com trés, 10, 17, 24, 31 e 38 dias de i-
dade, nos grupos controle (GC) e suplementado (GL)
com o carotendide luteina.
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TABELA 21 - Médias e desvios-padrdo do numero absoluto de mondcitos
(/ul), em gatos neonatos, com trés, 10, 17, 24, 31 e 38 dias
de idade, nos grupos controle (GC) e suplementado (GL)
com o carotendide luteina.

Momentos (dias)

3 10 17 24 31 38

GC 123,60+119,67 178,20+138,40 162,00+75,87 297,20+421,65 307,40+291,31 640,30+510,97
GL 208,30+356,82 232,50+328,43 705,20+1578,6 301,00+365,80 202,90+160,21 507,60+643,56

2000,00 -

—ill—|_uteina
1800,00 -+ —— Controle
1600,00 -

1400,00 -
1200,00 -
1000,00 -
800,00 -
600,00 -
400,00 -
200,00 -
0,00

Mondcitos (absoluto)

3 10 17 24 31 38

Idade em dias

GRAFICO 12 - Valores médios do nimero absoluto de mondcitos (/uL),
em gatos neonatos, com trés, 10, 17, 24, 31 e 38 dias de
idade, nos grupos controle (GC) e suplementado (GL)
com o carotendide luteina.
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4.3. GLICEMIA, ALT e GGT

Os resultados das analises de variancia (ANOVA) para
cada variavel do exame bioquimico (alanina aminotransferase, gama glu-
tamiltransferase e glicose) segundo o efeito dos tratamentos (controle e
luteina), em cada momento avaliado (trés, 10, 17, 24, 31 e 38) e também
segundo a existéncia de interacdo entre os tratamentos versus momento,
estdo dispostos na tabela 22.

Na variavel alanina aminotransferase (ALT), houve a exis-
téncia de interacdo entre o tratamento e 0 momento. Nos momentos trés
e 17, houve uma diferenga estatistica significativa nos valores obtidos
para o grupo luteina e o grupo controle, como disposto na tabela 23 das
médias de quadrados minimos. No momento trés (previamente a adminis-
tracdo de luteina os valores encontrados para o grupo luteina, j4 se en-
contravam superiores ao do grupo controle.

Os resultados obtidos para a variavel gama glutamiltrans-
ferase (GGT) apresentaram diferencas estatisticas significantes em cada
momento avaliado, como demonstrado na tabela 24 das médias de qua-
drados minimos.

Os valores obtidos para a glicemia ndo apresentaram dife-
rencas estatisticas significantes em cada tratamento ou momento avalia-
do, como demonstrado na tabela 27 das médias e desvio-padrdo e no
gréafico 13.

Os resultados em média e desvio-padrao das variaveis do
exame bioguimico no grupo controle e luteina, em cada momento da ob-
servacgdo, estdo dispostos nas tabelas 25, 26, 27 e nos graficos 13, 14 e

15, respectivamente.




Resultados 114

TABELA 22 - Resultado das analises de variancia para os exames bio-

quimicos.
Fontes de  Graus de Quadrados Médios
Variagao Liberdade ALT GGT Glicose
Tratamentos (T) 1 576,40 8,16"* 91,87
Momentos (M) 5 297,15"" 11,38° 142,24
Interagdo T x M 5 183,76 450" 141,71™*
Residuo 108 58,57 3,73 354,35"

" = resultado n&o-significativo (*P>0,05) pelo Teste F; " "= resultado significativo no nivel
de 5% (P<0,05) pelo Teste F; = resultado significativo no nivel de 1% (P<0,01) pelo
Teste F.

TABELA 23 - Médias de quadrados minimos para ALT, segundo o des-
dobramento da Interacdo tratamentos (T) X momentos

(M).
Médias de Quadrados Minimos
Tratamentos Momentos
3 10 17 24 31 38
Controle 22,90° 19,40° 17,80° 23,302 25,402 29,102
Luteina 37,402 25,502 24,702 21,902 24,502 30,202

Médias seguidas por pelo menos uma mesma letra em uma mesma coluna nédo diferem
entre si no nivel de 5% de probabilidade (P>0,05) pelo Teste F.

TABELA 24 - Médias de quadrados minimos para GGT, segundo os mo-
mentos avaliados.

Médias de Quadrados Minimos

Momentos

GGT
3 0,55 °
10 1,71%
17 2,19%
24 2,41°
31 2,632
38 1,52%

Médias seguidas por pelo menos uma mesma letra em uma mesma coluna néao
diferem entre si no nivel de 5% de probabilidade (P>0,05) pelo Teste de Tukey.
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TABELA 25 - Médias e desvios-padrdo da concentracao sérica de alani-
na-aminotransferase (ALT) (UI/L), em gatos neonatos,
com trés, 10, 17, 24, 31 e 38 dias de idade, nos grupos
controle (GC) e suplementado (GL) com o carotendide
luteina.

Momentos (dias)

3 10 17 24 31 38

GC 22,90+6,62 19,40+3,63 17,80+2,86 23,30+7,78 25,40+4,79 29,10+9,62
GL 37,40+12,59 25,5048,67 24,70+8,14 21,90+3,67 24,50+4,86 30,20+11,17

40,00 7 ——Luteina

—— Controle

35,00 -

30,00 -

25,00 +

20,00 +

ALT (UIIL)

15,00 -

10,00 A

5,00 -

0,00
3 10 17 24 31 38

Idade em dias

GRAFICO 13 - Valores médios da concentracdo sérica de alanina amino-
transferase (ALT), em gatos neonatos, com trés, 10, 17,
24, 31 e 38 dias de idade, nos grupos controle (GC) e
suplementado (GL) com o carotendide luteina.
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TABELA 26 - Médias e desvios-padrédo da concentracdo sérica de gama
glutamiltransferase (GGT) (UI/L), em gatos neonatos, com
trés, 10, 17, 24, 31 e 38 dias de idade, nos grupos controle
(GC) e suplementado (GL) com o carotendide luteina.

Momentos (dias)
3 10 17 24 31 38

GC 0,63t0,55 1,56+1,53 2,49+1,44 1,55+1,68 1,82+1,56  1,41+1,28
GL 0,48+0,80 1,86+1,96 1,89+1,16  3,27+3,73 3,45+3,23  1,64£1,73

7,00 ~ P
=—ll—|_uteina

== Controle

6,00 -

5,00 -

4,00 A

3,00 ~

GGT (UIL)

2,00 -

1,00 -

0,00
3 10 17 24 31 38

Idade em dias

GRAFICO 14 - Valores médios da concentracdo sérica de gama glutamil-
transferase (GGT), em gatos neonatos, com trés, 10,
17, 24, 31 e 38 dias de idade, nos grupos controle (GC)
e suplementado (GL) com o carotendide luteina.
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TABELA 27 - Médias e desvios-padrao da concentracao sérica de glicose
(g/dL), em gatos neonatos, com trés, 10, 17, 24, 31 e 38
dias de idade, nos grupos controle (GC) e suplementado
(GL) com o carotendide luteina.

Momentos (dias)

3 10 17 24 31 38

GC 137,80+26,28 128,80+13,77 126,60+13,53 127,30+11,13 124,90+13,38 124,90+13,38
GL 126,30+29,29 128,30+20,99 122,50+17,30 128,70+19,86 127,00+18,92 127,00+18,92

160,00 ~

== |_uteina
140,00 - : == Controle
120,00 -

100,00 ~

80,00 ~

60,00 ~

Glicose(g/dL)

40,00 -

20,00 ~

0,00
3 10 17 24 31 38

Idade em dias

GRAFICO 15 - Valores médios da glicemia , em gatos neonatos, com
trés, 10, 17, 24, 31 e 38 dias de idade, nos grupos
controle (GC) e suplementado (GL) com o carotendide
luteina.
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4.4. PROTEINAS TOTAIS E PROTEINOGRAMA

Os resultados das analises de variancia (ANOVA) para
cada variavel do proteinograma (proteina sérica, albumina, alfa-globulina,
beta-globulina e gama-globulina) nos valores relativos e absolutos, se-
gundo o efeito dos tratamentos (controle e luteina), em cada momento
avaliado (trés, 10, 17, 24, 31 e 38) e também segundo a existéncia de in-
teracdo entre os tratamentos versus momento, estdo dispostos na tabela
28.

Nos resultados obtidos para albumina (relativo e absoluto)
e alfa-globulina (relativo), houve a existéncia de interacdo entre o trata-
mento e o momento. No momento 17, ocorreu uma diminuicdo dos valo-
res de albumina (relativo e absoluto) obtidos para o grupo controle, en-
quanto o grupo luteina permaneceu constante. J& no mesmo momento,
os valores para alfa-globulina (relativo) demonstraram uma elevacéo para
0 grupo controle, enquanto o grupo luteina novamente permaneceu cons-
tante, como disposto na tabela 29 das médias de quadrados minimos.

As seguintes variaveis: proteina total sérica, alfa-globulina
(absoluto), beta-globulina (relativo e absoluto) e gama-globulina (relativo
e absoluto) apresentaram diferencas estatisticas significantes em cada
momento avaliado, como demonstrado na tabela 30 das médias de qua-

drados minimos.
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Os resultados em média e desvio-padrdo das variaveis do
exame bioguimico no grupo controle e luteina, em cada momento da ob-
servacao, estdo dispostos nas tabelas 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38,39 e
nos graficos 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25 respectivamente. A re-

presentacao grafica da corrida eletroforética pode ser visualizada nas figu-

ras 13 e 14.
Albumina 3 24
—
o B %
e e
10 31
17 38

FIGURA 13 - Representacao grafica da corrida eletroforética de um neo-
nato do grupo controle nos dias 3, 10, 17, 24, 31 e 38.
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Albumina
3 24
o B %
—
10 31
17

38

FIGURA 14 - Representacao grafica da corrida eletroforética de um neo-
nato do grupo suplementado com luteina nos dias 3, 10, 17,
24,31 e 38.
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TABELA 30 - Médias de quadrados minimos para concentrado de protei-
na total sérica, alfa-globulina, beta-globulina e gama-
globulina, segundo os momentos avaliados.

Médias de Quadrados Minimos

Momentos Alfa Beta Gama
Ptn Ser
Relativo Absoluto Relativo Absoluto Relativo Absoluto
3 4,87°¢ 1,03 ° 15,56 ° 0,74 ° 14,202 0,69°
10 4,99 > 1,47% 17,22% 0,84% 9,66 ™ 0,48"
17 5,292 1,74% 18,61° 0,97% 711 0,36°
24 5,80 ® 1,67° 17,032 0,982 562 ¢ 0,32°
31 5,89 2 1,632 16,11% 0,94% 6,47 ¢ 0,38"
38 5,89 2 1,712 15,44° 0,93% 11,57% 0,682

Médias seguidas por pelo menos uma mesma letra em uma mesma coluna nédo diferem entre si no
nivel de 5% de probabilidade (P>0,05) pelo Teste de Tukey.
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TABELA 31 - Médias e desvios-padrdo da concentracdo de proteina total
sérica (g/dL), em gatos neonatos, com trés, 10, 17, 24, 31
e 38 dias de idade, nos grupos controle (GC) e suplemen-
tado (GL) com o carotendide luteina.

Momentos (dias)

3 10 17 24 31 38

GC 4,80+0,46 5,09+0,92 5,32+0,96 5,80+1,12 5,95+1,13 6,094,093
GL 4,95+0,67 4,90+0,78 5,27+1,07 5,72+1,12  5,83+1,01  5,88+0,98

Proteina Sérica (g/dL)

7,00 p
—l— Luteina

6.00 - —— Controle

5,00

4,00 -

3,00 A

2,00 -

1,00 A

0,00

3 10 17 24 31 38

Idade em dias

GRAFICO 16 - Valores médios da concentracdo de proteina total sérica,

em gatos neonatos, com trés, 10, 17, 24, 31 e 38 dias de
idade, nos grupos controle (GC) e suplementado (GL)
com o carotenoide luteina.
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4.5. PESO

A variavel peso apresentou diferenca estatistica significan-
te em cada momento avaliado durante o experimento.

Os resultados em média e desvio-padréo da variavel peso,
no grupo controle e luteina, em cada momento da observacgéo, estédo dis-

postos na tabela 40 e na figura 25, respectivamente.

TABELA 40 - Média e desvio-padrdo do peso corpoéreo (gramas) em ga-
tos neonatos, com trés, 10, 17, 24, 31 e 38 dias de idade,
nos grupos controle (GC) e suplementado (GL) com o ca-
rotendide Luteina.

Momentos (dias)

3 10 17 24 31 38

GC 113,00+22,13 198,00+44,17 271,00+73,24 334,00+76,18 393,00+78,74 444,00+70,11
GL 117,00428,30 192,00+45,16 274,00+61,13 351,00+85,69 393,00+80,69 460,00+82,19

500,00 ~
450,00 ~
400,00 ~
350,00 +
300,00 +
250,00 +
200,00 -
150,00 +
100,00 +
50,00 -

0,00

== _uteina
== Controle

Peso (gramas)

3 10 17 24 31 38

Idade em dias

GRAFICO 25 - Valores médios do peso corpéreo, em gatos neonatos,
com trés, 10, 17, 24, 31 e 38 dias de idade, nos grupos
controle (GC) e suplementado (GL) com o carotendide
luteina.
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5.1 INFLUENCIA DA FAIXA ETARIA

5.1.1. ERITROGRAMA

A cinética do desenvolvimento hematolégico nos gatos
sem raca definida no periodo neonatal observada nesta pesquisa, corro-
borou com os resultados de grande parte dos autores consultados (TIE-
DEMANN & OOYEN, 1978; MURTAUGH, 1994; CLINKENBEARD & ME-
INKOTH, 2000; HOSKINS, 2001; MINOVICH, 2003). Os valores descritos,
abaixo dos limites considerados normais para adultos, no que se refere a
contagem de eritrocitos e a presenca de grandes eritrocitos de origem
fetal conferindo uma macrocitose, foram observados precocemente a par-
tir do terceiro dia de vida (Tabela 41).

O declinio da série vermelha no periodo neonatal, deno-
minado de “anemia fisiolégica”, ocorreu por volta da segunda semana de
vida e persistiu até a quarta semana quando a partir de entdo houve uma
elevacdo sutil. A presenca de uma anemia nutricional por deficiéncia de
ferro, em decorréncia dos baixos niveis presentes no leite materno em
relacdo a alta demanda de eritrocitos neoformados citada por Weiser &
Kociba (1983), também nao foi detectada.

Os valores hematolégicos para neonatos felinos sem raca
definida, encontravam-se parcialmente abaixo dos valores descritos para

mesma faixa etéria desde os trés dias de idade, periodo de inicio da pes-
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quisa. Com o progredir, os valores diminuiram ainda mais, e 0s menores
valores ocorreram por volta do 24° dia (terceira semana). Pode-se atribuir
esse fato a anemia fisioldgica descrita por Hoskins (2001) e também as
colheitas de sangue semanais para a realizagcdo dos exames laboratori-
ais.

A partir do nascimento, o quadro hematolégico dos neo-
natos felinos apresentou diferencas atribuida a influéncia da faixa etaria,
em cada momento avaliado (trés, 10, 17, 24, 31 e 38 dias). Tiedmann &
Ooyen (1978), Meyers-Wallen (1984), Jain (1993), Murtaugh (1994) e
Hoskins (2001) também descreveram o efeito da idade nos diversos com-
ponentes celulares do sangue (Tabela 41).

A contagem total de eritrécitos durante todo o periodo ne-
onatal analisado esteve sempre abaixo dos valores de referéncia para os
gatos adultos assim como o observado por Clinkenbeard & Meinkoth
(2000), confirmando que o desenvolvimento hematoldgico no gato persis-
te por longos periodos, excedendo a fase neonatal de quatro semanas
(JAIN, 1993).

Na primeira semana de vida, aos trés dias de idade, os
valores médios de eritrocitos foram inferiores aos de referéncia para adul-
tos e para neonatos. Os valores de hemoglobina e do volume globular
encontravam-se discretamente elevados, embora dentro dos limites defi-
nidos por Meyers-Wallen (1984). Estes resultados obtidos confirmam o

franco desenvolvimento da medula éssea que assume o controle da he-
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matopoiese a partir dos 45 dias de gestacédo, ainda no periodo fetal con-
cordando com os resultados obtidos por Tiedemann & Ooyen (1978).

Além do numero de eritrocitos inferior ao dos adultos, aos
trés dias de idade, os valores elevados do volume corpuscular médio de-
vido & ampla populacdo de grandes células fetais, conferiram uma macro-
citose neonatal superior a descrita por Tiedmann & Ooyen (1978), Mur-
taugh (1994), Clinkebeard & Meinkoth (2000) e Hoskins (2001) que avalia-
ram a média quinzenal. A macrocitose equiparou-se apenas aos valores
descritos por Jain (1993) para filhotes, avaliados nas primeiras 12 a 24
horas apds o nascimento.

A concentracdo de hemoglobina corpuscular média, con-
tudo, manteve-se dentro dos valores de adultos e também de neonatos,
confirmando o fato proposto por Mauak & Lessard (1974) de que a sinte-
se de hemoglobina ndo acompanha a crescente demanda de eritrocitos
neoformados.

Nas trés semanas subsequentes, com dez, 17 e 24 dias
de idade, os neonatos demonstraram uma queda acentuada nos parame-
tros hematologicos, como a contagem de eritrocitos, a hemoglobina e o
volume globular. Os valores encontrados foram bem inferiores aos citados
por Meyers-Wallen (1984) e Hoskins (2001), tanto para gatos adultos
quanto para neonatos, podendo-se considerar, portanto, a presenca de

um quadro anémico nesta fase da vida do animal.
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Os valores hematoldgicos obtidos foram menores do que
os referidos na literatura a partir da segunda semana, embora os valores
iniciais desta pesquisa ja se encontrassem menores. A escolha de uma
colheita semanal durante seis semanas para a realizacdo dos exames
pode ter contribuido para este fato, uma vez que em grande parte da lite-
ratura descrita, os valores de referéncia correspondiam a amostras colhi-
das em intervalos quinzenais (COLLES, 1984; MEYERS-WALLEN, 1984;
MURTAUGH, 1994; HOSKINS, 2001).

Outro aspecto que pode ter influenciado na obtencéo de
baixos valores hematolégicos foi o nUmero de pun¢des executadas. Em-
bora realizadas semanalmente e com retirada de pequenos volumes de
sangue, de acordo com o peso do animal, provavelmente fizeram com
que esse decréscimo acentua-se ainda mais o quadro conhecido como
anemia fisiologica do recém-nascido, por volta da segunda a quarta se-
manas de idade, embora ndo tenham sido detectados achados citologicos
no esfregaco sanguineo que justificassem o quadro anémico. O que po-
deria se supor também neste caso é que a retirada de sangue semanal-
mente serviria como um estimulo medular, como nos adultos.

O VCM com dez e 17 dias continuou discretamente mais
elevado do que a média considerada pelos autores (TIEDEMANN & OO-
YEN, 1978; MURTAUGH, 1994; CLINKENBEARD & MEINKOTH, 2000;
HOSKINS, 2001) no periodo desde o nascimento até duas semanas de

idade, indicando ainda um certo predominio dos grandes eritrocitos fetais.
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Ja aos 24 dias de idade, se encontrava dentro dos valores de referéncia
para neonatos.

O CHCM, aos dez, 17 e 24 dias encontrava-se dentro dos
valores considerados normais para adultos e também para neonatos, em-
bora em discordancia com Meyers-Wallen (1984) que propde uma eleva-
cao sutil no VG, na contagem total de eritrocitos e de hemoglobina a partir
da terceira semana, e uma diminuicdo na concentracdo de hemoglobina
corpuscular média, pois a sintese de hemoglobina ndo acompanha a
crescente demanda de células vermelhas.

Do 31° dia de vida em diante, houve uma aproximacgao
dos valores de adultos do eritrograma, embora os valores encontrados
ainda permanecessem abaixo dos descritos. Em concordancia com Win-
dle et al. (1940), acredita-se que a transi¢do entre a diminui¢éo dos eritré-
citos fetais e 0 aumento dos eritrocitos neonatais iniciou-se por volta da
quarta semana de vida. A partir deste momento, ocorreu uma discreta
elevacdo dos eritrocitos e do volume globular; em contrapartida, os valo-
res para hemoglobina permaneceram praticamente inalterados e do
CHCM com uma discreta tendéncia a diminuicdo, confirmando o que foi
descrito por Meyers-Wallen (1984), que cita que a sintese de hemoglobina
nao foi rapida o suficiente para acompanhar a demanda de novos eritroci-
tos.

Aos 38 dias de idade, os valores dos eritrograma ainda

estavam abaixo das médias descritas por grande parte dos autores, em-
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bora ja se observasse uma elevacdo em relacdo a semana anterior. Os
valores de hemoglobina e do VG estavam baixos, o VCM discretamente
elevado e o0 CHCM discretamente elevado. Neste momento, embora o VG
estivesse dentro da faixa de variacao de 12 a 30%, ndo houve a presenca
de microcitos (VCM <24fL) nem mesmo de fragmentacao eritrocitaria ao
esfregaco sanguineo, como descrito por Weiser & Kociba (1983), em ani-
mais com baixos estoques de ferro.

Embora os animais estivessem sob o quadro de anemia
fisioldgica, com niveis relativamente baixos de eritrocitos, do VG e da he-
moglobina, ndo apresentaram sinais clinicos como anorexia, apatia, disp-
néia, fragueza e perda de peso, e o ganho de peso diario manteve-se
dentro dos padrdes considerados normais para neonatos (10% de ganho
de peso ao nascimento diariamente), como apontado por Moore (2000).
Como proposto por Murtaugh (1994), acredita-se que esta auséncia de
sinais clinicos compativeis com um quadro anémico, deva-se ao fato de
gque 0 gato é a unica espécie animal que exibe um espectro diferente em
relacdo a afinidade de hemoglobina ao oxigénio. Em concordancia com
Mauak & Lessard (1974) e Meyers-Wallen (1984), embora anémicos e
aparentemente com uma diminuicdo na capacidade de carrear oxigénio
para os tecidos, os neonatos felinos possivelmente alteram a curva de
dissociacédo de oxigénio, permitindo que este seja liberado mais facilmen-

te.
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As discrepancias encontradas entre os autores também
podem ser atribuidas provavelmente as variacbes regionais, ao local
escolhido para venopuncdo, a quantidade de anticoagulante, ao tempo
decorrido da puncdo até a analise e também da manipulacdo para a

contencdo dos neonatos, como descrito por Johnson & Perman (1968).
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5.1.2. LEUCOGRAMA

Aos trés dias, o0 numero de leucocitos totais estava dentro
dos valores de referéncia para adultos segundo Clinkenbeard & Meinkoth
(2000) e em concordancia com Tiedemann & Ooyen (1978), que afirmam
que, em grande parte dos neonatos, mais de 60% dos valores de adultos
estdo presentes ao nascimento, indicando desenvolvimento e maturacéo,
adequados da medula éssea. Contudo, os valores estiveram abaixo da
média considerada normal por outros autores como Meyers-Wallen
(1984), Murtaugh (1994), Hoskins (2001) e Minovich (2003), para neona-
tos.

Os valores totais dos leucdOcitos aumentaram progressi-
vamente com a idade e, com 38 dias, apresentavam o dobro do encontra-
do ao nascimento embora dentro dos valores de referéncia, em discor-
dancia com Meyers-Wallen (1984) que descreve valores muito acima dos
adultos por volta da segunda a oitava semana de idade.

Na contagem diferencial de leucdcitos, o valor absoluto de
neutréfilos estava dentro dos padrbes para adultos normais e discreta-
mente inferior aos dos neonatos descritos, até por volta do 24°. A popula-
cao circulante de neutrofilos foi progressivamente se elevando com o pas-

sar do tempo, embora em nenhum momento fosse notada a presenca de
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uma neutrofilia, como a descrita por Meyers-Wallen (1984), em associa-
cao a excitacdo ou ao estresse da colheita.

Em relacdo a contagem de linfocitos, houve uma variagéo
sutil durante todos os periodos avaliados, com a persisténcia de valores
inferiores aos descritos que flutuaram ao redor de 3.240 a 4.910 célu-
las/uL (Tabela 18, Grafico 9) . Uma alta contagem de linfocitos, maior do
que nos adultos ou idosos como referido por Clinkenbeard & Meinkoth
(2000), n&o foi observada em nenhum momento. N&o ocorreu nem mes-
mo uma linfocitose fisiolégica secundéria a excitagdo ou medo, 0 que se
esperaria durante as colheitas como mencionado por Jain (1993).

Os valores para linfécitos encontrados neste trabalho aos
trés e 24 dias de idade (3.240 e 4.640 células/uL, respectivamente) estao
mais proximos dos descritos por Sellon et al. (1996) e por Bortinick et al.
(1999) (2.683 e 3.953 células/uL, respectivamente).

A linfocitose provavelmente ocorre com o avancar da ida-
de, por volta da oitava semana como também ja descrito por Clinkenbeard
& Meinkoth (2000) e Jain (1993).

Os valores encontrados nesta pesquisa para mondcitos
apresentaram-se semelhantes aos dos gatos adultos, contudo superiores
aos dos neonatos descritos por grande parte dos autores que analisaram
o periodo neonatal (TIEDEMANN & OOYEN, 1978; MURTAUGH, 1994;
HOSKINS, 2001; MINOVICH, 2003). Como os valores ainda estavam a-

baixo da contagem de 850 células/uL, limite de referéncia para gatos a-
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dultos (CLINKENBEARD & MEINKOTH, 2000), ndo se pdde atribuir a de-
nominacao de monocitose para o quadro observado.

Como apontado por Cowell & Decker (2000), a monocito-
se é descrita em condi¢cdes agudas ou crbnicas associadas a inflamacéo,
destruicdo tecidual e neutrofilia. Algumas etiologias incluem injarias trau-
maticas, supuracao, necrose tecidual, inflamacéo piogranulomatosa, he-
molise, hemorragia, malignidade e desordens imunomediadas. Dentro de
todas as possibilidades citadas, a mais provavel é a de um processo in-
flamatorio no local da puncédo sanguinea, contudo ndo acompanhado de
uma neutrofilia ou provavelmente, os valores de mondécitos para neonatos
sejam os mesmos de referéncia para adultos.

O numero absoluto de eosindéfilos encontrou-se durante
toda a pesquisa préximo ao dos adultos e também dos neonatos, quando
comparado aos valores referidos por Minovich (2003). Uma variacao de
acordo com a area geografica e possivelmente com a carga parasitaria
poderia explicar essa discordancia. Uma eosinofilia discreta foi observada
apenas no 17° dia, mas néo foi realizado o exame coproparasitologico
para a verificacdo de possivel verminose, contudo uma migracao tecidual
de larvas, justificando uma eosinofilia, neste periodo seria improvavel.

A maior discrepancia encontrada na contagem diferencial
de leucacitos foi em relacdo aos basofilos. Em grande parte da literatura
consultada (TIEDEMANN & OOYEN, 1978; MURTAUGH, 1994; CLIN-

KENBEARD & MEINKOTH, 2000; HOSKINS, 2001; MINOVICH, 2003), os
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valores descritos variaram de raros para gatos adultos, até no maximo 40
células/uL para neonatos. Cowell & Decker (2000) consideram uma baso-
filia acima de 200 basofilos por microlitro em concomitancia com eosinofi-
lia, associada a condi¢cBes alérgicas, dirofilariose, complexo granuloma-
eosinofilico, leucemia basofilica ou miel6ide e policitemia vera.

Os valores encontrados para baséfilos ultrapassaram as
200 células/uL aos 10 e 31 dias de idade (Tabela 20, Grafico 11), embora
ndo fosse observada uma eosinofilia associada. Esses valores, assim
como para mondcitos nos gatos neonatos, provavelmente ndo diferem
dos adultos.

O aspecto comparativo, entre a presente pesquisa e 0S

diversos autores, esta presente tabela 41.
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5.1.3. GLICEMIA, ALT E GGT

Apesar da imaturidade hepética se refletir ndo somente no
processo de biotransformacédo e biodisponibilidade dos farmacos, mas
também nos niveis glicémicos, os valores encontrados para a glicemia
durante a pesquisa ndo sofreram influéncia da faixa etaria, mantendo-se
constante nos neonatos com trés, 10, 17, 24, 31 e 38 dias de idade. Aos
trés dias de idade, obteve-se o maior valor para glicemia, cerca de 137,80
mg/dL, a partir de entdo os valores mantiveram-se acima de 120,00 mg/dL
(Tabela 27, Grafico 15).

Os valores da glicemia estiveram sempre dentro da refe-
réncia descrita para adultos por Kaneko (1997), de 73 a 134mg/dL, contu-
do superiores aos descritos para neonatos por Hoskins (2001) e Moon
(2001). Os valores encontrados foram também superiores aos de Minovi-
ch (2003), que observou que os neonatos felinos apresentam niveis gli-
cémicos semelhantes aos maternos ao nascimento e uma estabilizacdo
dos niveis em 70 mg/dL ap6s 72 horas ou trés dias apos.

Acredita-se que a manutencao de niveis glicémicos eleva-
dos nesta pesquisa deve-se a alguns fatos: impossibilidade de compara-
céo da metodologia utilizada pelos diversos autores por estas ndo serem
citadas; o jejum prévio ao qual os neonatos foram submetidos, de aproxi-
madamente uma hora e trinta minutos, ndo sendo, portanto, suficiente
para que houvesse uma deplecdo nos niveis, uma vez que Poffenbarger

et al. (1990), cita que a glicemia pode ser mantida por até 24 horas de
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jejum num neonato saudavel; e talvez também a imaturidade da resposta
da glicemia a insulina contribua para este fato.

Os valores de ALT encontraram-se dentro da referéncia
descrita por Kraft (1995) e Mahler & Neuman (1996) para adultos e tam-
bém para neonatos, sofrendo influéncia da idade em seus niveis séricos,
apresentando uma elevacéao até por volta de um ano de idade.

Os valores de ALT apresentaram uma diminui¢do do ter-
ceiro ao 17° dia, de 22,90 a 17,80 Ul/L (Tabela 25, Gréafico 13), e a partir
de entdo uma elevacéo discreta chegando a 29,10 UI/L no 38° dia. E pro-
vavel que a atividade sérica enzimatica da ALT aumente de acordo a ida-
de de desenvolvimento do metabolismo hepéatico, como mencionado pe-
los os autores (KANEKO, 1997; STURGESS, 2000; HOSKINS, 2001) con-
tudo, uma avaliacdo semanal por um periodo mais longo se faz necessa-
ria para a comprovagao.

Das trés variaveis analisadas no perfil bioquimico, apenas
a GGT sofreu influéncia da idade, apresentando uma elevacgao constante
até por volta do 31° dia, quando a partir de entdo apresentou uma queda.
(Tabela 42)

Embora Kaneko (1997) refira que a enzima GGT nas es-
pécies bovina, ovina e canina, possa ser encontrada em grandes quanti-
dades no colostro, e consequentemente no soro dos neonatos, Hoskins
(2001) ndo menciona este fato para a espécie felina, referindo que o au-
mento da atividade sérica de GGT bem como de FAL, ndo pode ser utili-

zado para a deteccao de falha da imunidade passiva nesta espécie.
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Os valores obtidos para GGT durante a pesquisa, real-
mente deixam bem clara a ineficiéncia desta enzima como indicador da
ingestdo do colostro na espécie felina. Aos trés dias de idade, o valor ob-
tido foi de 0,55 UI/L (Tabela 26, Grafico 14), sendo bem discrepante da-
quele descrito por Hoskins (2001) para caes com a mesma faixa etaria,
cerca de 1111 (UI/L).

A atividade sérica enzimatica da GGT esteve sempre den-
tro dos limites de referéncia descritos por diversos autores, tanto para ne-
onatos como para adultos, com exce¢ao dos descritos por Peterson
(1983) e Moon (2001), que referiram valores bem inferiores aos encontra-
dos. Acredita-se que esta discrepancia seja em razdo da técnica utilizada
para realizacado do exame e que nao foi descrita por estes autores.

Os valores obtidos durante a pesquisa para GGT, foram
semelhantes aos mencionados por Kraft (1995) e Mahler & Neumann
(1996). Quanto as variacdes relativas a evolucao da idade dos neonatos,
os valores encontrados foram discordantes, uma vez que observou-se
elevacdo dos mesmos até o 31° dia, quando entédo, iniciou-se uma queda.

Durante a realizacdo do experimento, oS neonatos apre-
sentaram-se bem sem qualquer indicio de disfuncéo hepatica (desordem
colestatica). Acredita-se, portanto, assim como referido por Pearson
(1990), que a variacdo da atividade sérica enzimatica seja fisiologica e
corresponda justamente ao desenvolvimento dos ductos biliares no perio-

do neonatal.
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TABELA 42 - Comparacédo entre valores de referéncia para alanina ami-
notransferase, Gama glutamiltransferase e glicose para
neonatos felinos saudaveis do presente trabalho e os di-
versos autores.

AUTORES FAIXA ETARIA ALT (UI/L) GGT (UI/L) GLEICOSE
(mg/dL)
PETERSON (1983) ADULTOS 10,0-80,0 0,3-0,2 i
KANEKO (1997) ADULTOS 6,0-83,0 1,3-5,1 73-134
KRAFT (1995) 0-3 meses 30 31 i
« 6-8 sem 32,44 0 )
MAHLER (1996) 9-24 sem 48,41 0 )
2 sem 11,0-24,0 0-3,0 76-129
HOSKINS (2001) 4 sem 14,0-26,0 0-3,0 99-112
2 sem 18,0 1,0 117,0
MOON (2001) 4 sem 16.0 2.0 110.0
2 sem 11-24 76-129
MINGVICH (2003) 4 sem 14-26 99-112
3 dias 22,9 0,55 137,80
10 dias 19,4 1,71 128,80
17 dias 17,80 2,19 126,60
LOURENCO (2004) 24 dias 23,30 2,41 127,30
31 dias 25,40 2,63 124,90

38 dias 29,10 1,52 124,90
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5.1.4 PROTEINAS TOTAIS E PROTEINOGRAMA

Durante as seis semanas, houve uma elevagédo nos ni-
veis protéicos séricos das proteinas totais. Aos trés e aos 10 dias, a prote-
ina sérica (Tabela 31, Gréafico 16) manteve-se discretamente abaixo dos
valores considerados para adultos (5,4 a 7,8 g/dL) de acordo com Keay
(1982), Buening (1988), Baker e Valli (1988) e por Kaneko (1997). Por
outro lado, esses mesmos valores estiveram de acordo com os autores
que os descreveram para neonatos e para gatos jovens (KRISTENSEN &
BARSANTI, 1977; McMICHAEL, 2000; HOSKINS, 2001). Este fato pode-
ria ser explicado pela taxa de anabolismo protéico, ndo acompanhar o
amplo crescimento e desenvolvimento corpéreo do neonato durante as
primeiras semanas de vida.

Provavelmente, os valores séricos protéicos estivessem
ainda mais baixos antes da ingestdo do colostro; deste modo, uma avalia-
cdo prévia a ingestdo, enriqueceria ainda mais o estudo da influéncia da
idade nos neonatos felinos no que se refere a avaliagdo das proteinas
seéricas.

A partir do 17° dia em diante, a proteina sérica total apre-
sentou uma elevagdo até o 31°, quando entdo permaneceu constante,
sendo que os valores séricos permaneceram dentro da faixa de referéncia
para adultos, embora discretamente acima para neonatos. Este fato se

deve provavelmente a influéncia da lipemia que se observava no soro dos
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neonatos. Embora os animais fossem deixados em jejum prévio, cerca de
uma hora e trinta minutos antes das colheitas, o soro ainda permanecia
lipémico, colaborando possivelmente para a medicdo menos acurada.

Na literatura consultada, ndo foram encontrados traba-
Ihos que avaliassem o proteinograma de maneira seriada (semanalmente)
em gatos neonatos para uma possivel comparagdo com a presente pes-
quisa. Conseqguentemente, os valores encontrados foram equiparados
com os descritos em gatos adultos, tomando-se por base o comportamen-
to eletroforético descrito em neonatos de outras espécies, como a canina
(WOLFORD et al., 1988), caprina (BARIONI, 2003), bovina (FAGLIARI,
1988; BORGES, 1997; COSTA, 2000) e humana (CELM, 1999).

Para a correta interpretacdo dos resultados obtidos no
tracado eletroforético, é necessério ter conhecimento dos seus valores
normais (Tabela 43), bem como conhecer as variacdes fisiologicas que
ocorrem com as proteinas séricas no recém-nascido e durante o periodo
pediatrico. Com esses valores em maos, pode-se observar varios proces-
sos patologicos que influenciam no tracado eletroforético do proteinogra-
ma (CELM, 1999).

Durante o fracionamento eletroforético das proteinas seé-
ricas foram avaliadas, neste estudo, apenas quatro fracdes protéicas: al-
bumina, alfa-globulina, beta-globulina e gama-globulina. Embora o fracio-
namento tenha revelado a presenca de diferentes sub-fracbes protéicas,

cerca de oito a nove, de acordo com o descrito para gatos adultos por
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Keay & Doxey (1982) e por Baker & Valli (1988), a descricdo do perfil ele-
troforético, ndo foi realizado por ndo constar dos objetivos deste estudo.

Os valores da albumina, durante todos os periodos anali-
sados, estavam dentro das referéncias para animais adultos. Aos trés, 10
e 17 dias, a albumina permaneceu também dentro dos limites de referén-
cia considerados para neonatos até quatro semanas de idade por McMi-
chael (2000) e para gatos acima de seis meses por Kristensen & Barsanti
(1977).

Nas duas semanas subsequentes, houve um aumento da
albumina, como mencionado para outras espécies, como bovina por Bor-
ges (1997), a canina por Wolford et al. (1988), a caprina por Barioni
(2003) e Costa (2000) e também na espécie humana (CELM, 1999).

Aos 38 dias de idade, ocorreu uma queda da albumina
juntamente com a diminuicdo da proporgcao A : G, consistente com uma
discreta elevacédo da fracao globulina (alfa e gama). A razdo para esta
mudanca nas fracdes de globulinas esta presumivelmente relacionada ao
desenvolvimento do sistema imunoldgico.

A fracdo alfa-globulina apresentou-se em todos 0s mo-
mentos avaliados dentro dos padrdes de referéncia para adultos, mas a-
cima da meédia mencionada para filhotes acima de seis meses de idade
por Kristensen & Barsanti (1977).

A auséncia de valores descritos na literatura, para neona-

tos felinos de maneira seriada, dificultou a interpretacéo dos resultados, e
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principalmente colaborou para a ndo determinacdo das sub-fracdes pro-
téicas, pesquisa esta que tera prosseguimento futuro.

Os valores para alfa-globulina estavam, aos trés dias,
abaixo das médias consideradas por Keay (1982), Buening (1988) e Ba-
ker & Valli (1988), mas dentro dos limites de referéncia de Kaneko (1997),
embora a técnica utilizada seja diferente. Nao foi observada concentracao
elevada desta fracdo, como citada em neonatos caprinos por Barioni
(2003), resultante da sintese protéica neonatal e da presenca de os-
fetoproteina. Nos humanos, grande parte das sub-fracdes de alfa-
globulina, com excecao da a-macroglobulina, encontra-se diminuida no
periodo neonatal e pediatrico.

Segundo Wolford et al. (1988), a sub-fracdo alfa;-
globulina apresenta-se elevada ao nascimento, demonstrando uma queda
nas primeiras seis semanas como descrita por Chuang (2001). Infelizmen-
te a ndo divisdo em sub-fracBes ndo permitiu a comparacao dos resulta-
dos com os descritos por estes autores. A concentracdo de alfa-globulina
demonstrou uma elevacao constante até por volta do 17° dia quando a
partir de entdo se manteve estavel até o 38°dia.

A fracdo beta-globulina apresentou comportamento se-
melhante ao da alfa-globulina estando dentro das referéncias para adultos
e para filhotes. Os valores elevaram-se até o 24° dia e mantiveram-se es-
taveis até o 38° dia. Este comportamento demonstrou semelhanca com o

descrito para espécie caprina e também para os humanos. Provavelmen-
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te, a sutil elevacdo desta fracdo do tracado eletroforético, seja reflexo do
desenvolvimento hepético, uma vez que grande parte da sintese protéica
se origina no figado.

A fracdo gama-globulina demonstrou-se bem inferior aos
niveis referidos para adultos e também para gatos jovens (maiores que
seis meses). Devido as concentracfes reduzidas de gama-globulina no
terceiro dia de idade, é provavel que a concentracao desta fracao protéica
fosse praticamente nula antes da ingestdo do colostro, como mencionado
por Yamada et al. (1991). Segundo estes autores, ndo foram detectados
niveis de gama-globulina no feto e no neonato antes da ingestdo do
colostro.

Uma semana apo6s o primeiro momento da avaliacdo por
eletroforese, isto é, no décimo dia, houve uma queda estatisticamente
acentuada nos niveis de gama-globulina que se manteve constante em-
bora com discreto declinio até o 24° dia. Este comportamento esteve de
acordo com os autores consultados e em todas as espécies. Segundo
Yamada et al. (1991), o declinio da imunidade adquirida nos gatos inicia-
se a partir do terceiro dia de vida, sendo que o ponto mais baixo de con-
centracdo de IgG ocorre por volta de 20 a 25 dias. A partir do 31° dia,
houve uma elevacéo discreta na concentracdo de gama-globulina e no
38° dia, um aumento estatisticamente consideravel proximo dos valores
obtidos no terceiro dia, provavelmente correspondendo ao inicio da sinte-

se das proprias imunoglobulinas.
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Um estudo mais detalhado, em que se avaliasse o perfil
eletroforético com técnicas de alta sensibilidade de fracionamento e a de-
terminacdo dos niveis de imunoglobulinas (imunoeletroforese ou imunodi-
fusdo radial), tanto materna como no neonato previamente a ingestao do
colostro e até 30 dias, complementaria esta pesquisa, fornecendo infor-
macfes mais detalhadas. Momentaneamente, a descricdo do proteino-
grama em gatos neonatos e 0 estabelecimento de seus valores fisiol6gi-
cos nesta faixa etaria, ainda ndo descritos, auxiliam na determinacéo de

varios processos patologicos que influenciam no tracado eletroforético.
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TABELA 43 - Comparacédo entre valores de referéncia para a proteina e
0 proteinograma para gatos neonatos do presente trabalho
e os diversos autores.

PROTEINA

FAIXA s ALFA- BETA- GAMA-
AUTORES ETARIA S(E/RdIE)A ALBUMINA GLOBULINA GLOBULINA GLOBULINA
KEAY (1982) Adultos 7.46 341 1,54 093 1,58
BUENING (1988) Adultos 6.2 3.0 1,43 052 1,26
BAKER & VALLI (1988)  Adultos 727 3.62 1,32 093 1,40
KANEKO (1997) Adultos  54-7.8 21-33 0,6-2,0 0,9-1,9 17-2.4
(acetato de celulose)
KRISTENSEN & BAR-
SANTI (1977) >6 meses 6,61 2,65 1,49 0,93 1,56
McMICHAEL (2000) 2-4sem  4.0-52 2.0-2,4
HOSKINS (2001) 2-4 sem 48
3 dias 487 241 1.03 074 0,69
10 dias 499 220 1.47 084 048
17 dias 529 222 174 097 036
LOURENCO (2004) 24 dias 580 283 167 098 032
31 dias 589 294 163 094 038
38 dias 589 257 171 093 068
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5.2 INFLUENCIA DA LUTEINA

5.2.1 ERITROGRAMA

A suplementagdo com luteina influenciou, de maneira sig-
nificativa algumas variaveis que compdem o eritrograma. A concentracao
de hemoglobina, o volume globular e a concentracdo de proteina plasma-
tica foram superiores no grupo suplementado em relacéo ao grupo contro-
le, em praticamente todos os momentos avaliados.

Os valores mais elevados nos animais suplementados, da
concentracdo de hemoglobina e do volume globular, contudo, ndo foram
acompanhados pela contagem total de eritrocitos, pelo VCM ou mesmo
pelo CHCM, como seria de se esperar.

Os valores hematolégicos encontrados aos trés dias de
idade, ou seja, previamente a suplementacdo com luteina, ja eram superi-
ores no grupo suplementado quando comparado ao controle, nas trés va-
ridveis influenciadas do eritrograma. A presenca de valores mais elevados
de hemoglobina e do volume globular nos animais suplementados poderia
ser apenas a manutencado dos niveis anteriores, ja superiores.

Os animais suplementados também demonstraram uma
gueda a partir da segunda semana, na concentracdo de hemoglobina e

no volume globular, como seria de se esperar pela substituicdo dos eritro-
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citos fetais pelos neonatais e pela sintese de hemoglobina incapaz de a-
companhar a demanda de eritrocitos neoformados.

Kaneko (1997) ja referia que as injurias oxidativas redu-
zem a meia-vida do eritrocito, e grande parte dos oxidantes é gerada den-
tro das células, causando mais danos a hemoglobina presente do que a
membrana celular. O resultado das injarias oxidativas resume-se a forma-
cdo de metemoglobina e subsequientemente de corpusculos de Heinz,
gue podem ser identificados por meio do esfregaco sanguineo. O gato,
para Kaneko (1997), € a espécie doméstica mais suscetivel as injurias
oxidativas e posterior desnaturacdo da hemoglobina

Segundo Harper (2001), a suscetibilidade dos gatinhos ao
estresse oxidativo aumenta com o progredir da idade, sendo, portanto, o
periodo de lactacdo o de maior status antioxidativo da vida. Nao se espe-
raria entdo, que durante o periodo neonatal os animais fossem submeti-
dos a danos oxidativos tdo proeminentes com o aparecimento de corpus-
culos de Heinz, particularmente pelo fato de o leite materno agir como
uma fonte de antioxidantes.

E, portanto, provavel que a utilizagio da luteina no perio-
do neonatal seja desnecessaria, particularmente no que se refere a prote-
cao a danos oxidativos da hemoglobina. Uma vez que a avaliacdo de ou-
tros parametros, como a glutationa eritrocitaria reduzida e a fragilidade

osmotica eritrocitaria, poderia esclarecer melhor a atuacao do carotendide
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no metabolismo eritrocitario durante este periodo de desenvolvimento do
gato.

Tanto a concentracdo de hemoglobina quanto o volume
globular apresentaram decréscimo durante as quatro semanas, sendo o
pico mais baixo no 31° dia quando a partir de entdo, houve uma inverséao.
Neste momento, os animais suplementados apresentaram valores meno-
res quando comparados aos do controle e, ha semana subsequente, 0s
valores foram novamente superiores no caso da concentracdo de hemo-
globina e igualaram-se no volume globular. Este fato comprova que a va-
riacdo ocorrida nestas variaveis nos animais suplementados deveu-se
provavelmente, aos valores iniciais superiores previamente a suplementa-
cdo, ndo demonstrando importancia clinica.

A concentracdo de proteina plasméatica apresentou-se
também elevada durante todo o periodo analisado nos dois grupos. Os
animais suplementados com a luteina apresentaram as concentracdes
mais elevadas, contudo os valores iniciais antes da suplementacéo tam-
bém foram maiores. A magnitude da concentrac&o foi maior nos animais
com a luteina em relacéo ao controle, o que seria interessante, especial-
mente se a fracdo protéica elevada fosse a de beta ou gama-globulinas.
Contudo, a concentracao de proteina sérica e o fracionamento eletrofore-
tico, discutidos posteriormente, deixam claro que este sutil aumento foi

ilusério.
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As demais variaveis do eritrograma, como O VCM o
CHCM e a contagem total de eritrocitos, ndo foram influenciadas pela su-

plementacdo com luteina no periodo de 38 dias.

5.2.2 LEUCOGRAMA

Em relacdo ao leucograma dos neonatos felinos suple-
mentados, a luteina ndo influenciou quantitativamente a contagem total de
leucocitos, o numero absoluto de neutrofilos, linfocitos ou eosindfilos. Em-
bora ndo tenham ocorrido diferencas estatisticas, uma discreta elevacéo
foi notada no grupo suplementado em relacédo aos leucdcitos totais e neu-
trofilos particularmente.

Alguns estudos realizados por Kim (2000 a; 2000b), em fi-
Ihotes de cées e gatos, demonstraram a capacidade de estimulacdo da
luteina no perfil imunoldgico: como a reacdo de hipersensibilidade tardia,
0 namero de linfocitos T CD,4, a producéo de imunoglobulina 1gG, a proli-
feracéo de linfécitos induzida por mitdgenos, aumento na porcentagem de
CD5, CD4 e CDS8 e de IgG apo6s a estimulacdo antigénica. Obviamente a
comparacao com estes autores ndo seria interessante, uma vez que as
analises realizadas durante esta pesquisa ndo tiveram o intuito de avaliar
o perfil imunologico sobre a acéo da suplementacdo no periodo neonatal,

em gatos.
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Segundo Klein (2004), a suplementacdo de neonatos ca-
ninos com luteina a 20% até 45 dias de idade ndo promoveu qualquer
mudanca quantitativa na contagem total de leucdcitos nem mesmo nas
sub-populacdes linfocitarias. Outro estudo, sobre a suplementacao de ga-
tos por 12 semanas com diferentes doses de luteina, demonstrou que es-
ta substancia ndo exerceu efeito na populacéo total de linfocitos, CD8 e
de IgG (KIM, 2000b). Por outro lado, Harper (2000) obteve resultados sa-
tisfatérios em relacéo a proliferacdo de linfécitos por mitdgenos e um mai-
or titulo de anticorpos com a suplementacéo de gatos idosos.

O tempo de suplementacdo da pesquisa com a luteina (31
dias) pode nao ter sido suficiente para que ocorresse qualguer mudanca
mais relevante na contagem leucocitaria, particularmente nos linfocitos. A
continuidade futura da pesquisa, além do periodo neonatal, com um esti-
mulo vacinal aos 60 dias de idade, poderia fornecer maiores esclareci-
mentos sobre a elevacao do valor absoluto de linfécitos nos animais su-
plementados.

Ao contrario do que se esperaria, a luteina exerceu influ-
éncia apenas sobre a contagem absoluta de basofilos, mantendo-a eleva-
da até o 31° dia de avaliacdo, acima dos valores do grupo controle. Os
valores iniciais, previamente a suplemetacéo, dos dois grupos analisados,
foram diferentes, e o grupo da luteina apresentava-se mais elevado; con-
tudo, no decorrer das semanas, percebeu-se diferenca estatistica entre os

dois grupos, sendo os do grupo suplementado mais elevados. A adminis-
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tracdo da luteina teve seu término no 31° dia e, uma semana apos (no 38°
dia) foi nitida a queda na contagem diferencial de basdfilos, igualando-se
aos do grupo ndo suplementado. Como a incorporacdo da luteina ao
plasma ocorre de maneira rapida, seis horas apos a ingestao, e sua meia-
vida plasmatica, cerca de 20 horas (CHEW, 1996), a elevacao durante a
suplementacdo e o decréscimo da contagem de basoéfilos apés uma se-
mana do término podem estar estritamente ligados a influéncia da luteina.
O carotendide luteina exerce efeitos no sistema imunolo-
gico agindo como imunomodulador e, embora seus efeitos demonstrem a
estimulacdo das reacdes de hipersensibilidade tardia, tanto no cdo como
no gato, como descrito por Kim (2000 a,b), nada tem sido descrito sobre a
reacao de hipersensibilidade imediata. A elevacdo do numero de basofilos
nos neonatos suplementados pode estar relacionada com este tipo de
resposta imunoldgica, uma vez que este tipo celular juntamente com o0s
mastocitos séo células efetoras da reacéo de hipersensibilidade imediata.
A avaliacdo do perfil imunolégico, do status antioxidante,
bem como a dos niveis plasmaticos de luteina nos neonatos felinos, seria
de fundamental importancia para maiores conclusdes sobre o uso deste
importante carotendide numa fase tdo precoce da vida. Pesquisas com a
suplementacao continuada pelo periodo pediatrico, ou mesmo quem sa-
be, durante o periodo gestacional, poderiam futuramente ser realizadas.
Grande parte das pesquisas encontradas sobre a luteina

tem fundamento na investigacdo do mecanismo de ac¢ao intracelular deste
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carotendide em diversas espécies, tomando por base sua utilizacéo futura
como antioxidante e imunomodulador. Embora de carater mais simples
mas nao de menor importancia, a pesquisa basica aplicada sobre os efei-
tos da suplementacdo com a luteina no hemograma, nas enzimas hepati-
cas, na glicemia e no proteinograma € talvez, o inicio do primeiro passo
para complementar a lacuna que se estabeleceu entre o0 mecanismo de
acdo e os possiveis efeitos da administracdo prolongada em diferentes

faixas etarias.

5.2.3 GLICEMIA, ALT E GGT

A influéncia da suplementagdo com luteina na glicemia
nado foi notada. A glicemia permaneceu durante todo o periodo neonatal,
inalterada nos dois grupos avaliados, ndo demonstrando portanto qual-
quer efeito da suplementacéo no metabolismo da glicose.

Apesar de nao haver diferengcas quantitativas, o grupo
suplementado apresentou um comportamento que tendeu a elevacgéao da
concentracdo sérica de GGT, contrariamente do que se esperaria de a-
cordo com Lim et al. (2004). Segundo este autor, a GGT apresenta pers-
pectivas futuras como um biomarcador dos niveis de antioxidantes endo-
genos nos humanos, sendo que seus niveis séricos, dentro da normalida-
de, indicariam niveis adequados de antioxidantes e consequentemente
um menor estresse oxidativo. Como a dosagem dos niveis de antioxidan-

tes néo foi realizada nesta pesquisa, a extrapolacéo da relagéo entre GGT
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e antioxidantes endégenos nao pode ser concluida, contudo a tendéncia a
elevacdo dos niveis séricos de GGT nos animais suplementados, faz-se
supor que esta relacdo seja diferente no periodo neonatal ou mesmo na
espécie felina.

Em relacéo a enzima ALT, existiu uma interacéo significa-
tiva entre 0 momento analisado e a suplementacdo com luteina. No tercei-
ro dia antes da suplementacdo, o0s niveis séricos desta enzima nos neo-
natos que receberiam a luteina ja se apresentavam mais elevados, nao se
podendo, portanto, considerar clinicamente significativo, embora o fosse
estatisticamente. No 17° dia, uma diferenca quantitativa também foi ob-
servada, e 0 grupo com luteina apresentou um decréscimo menor em re-
lacdo & semana anterior quando comparado aos animais do controle, fato
este provavelmente associado ao inicio do desmame. Apesar da intera-
cdo, os valores encontrados estavam de acordo com os descritos para
gatos nesta faixa etéria, ndo demonstrando, portanto, sinal de toxicidade
ou dano hepatico.

A suplementacédo da luteina em gatos no periodo neona-
tal ndo demonstrou efeitos sobre a atividade enzimatica da GGT, ALT ou
da glicemia, sendo, portanto, o uso da luteina adequado no periodo neo-
natal, no que se refere ao perfil enzimético analisado. A falta de trabalhos
semelhantes descritos na literatura impossibilitou a comparacédo dos da-

dos desta pesquisa com outros.
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5.2.4 PROTEINAS TOTAIS, PROTEINOGRAMA E PESO

As proteinas totais e a fracdo beta e gama-globulina do
proteinograma nao sofreram influéncia da suplementacdo com luteina du-
rante o periodo neonatal, como se esperaria, uma vez que englobam
grande parte das imunoglobulinas (KANEKO, 1997; JAIN, 1986). De acor-
do com Kim (2000 a, b), Massimino (2001) e Harper (2001), a suplemen-
tacdo dietética € benéfica e promove um aumento da producédo de anti-
corpos; contudo, grande parte das pesquisas foi realizada diante de um
desafio vacinal apds a suplementacdo. Portanto, a suplementacdo com
luteina, em neonatos felinos durante o periodo neonatal ndo influenciou
as fracOes protéicas beta e gama globulina e provavelmente os niveis de
anticorpos, na auséncia de um estimulo vacinal.

Uma interacdo significativa entre 0 momento analisado, e
o tratamento ocorreu novamente no 17° dia, em relacdo a concentracao
relativa e absoluta de albumina e relativa de alfa-globulina. Nos neonatos
do grupo controle, a concentracdo de albumina demonstrou uma queda
acentuada aos 17 dias, contudo manteve-se estavel nos animais suple-
mentados. A razdo para tal comportamento eletroforético ndo foi encon-
trada; contudo, cabe ressaltar que este periodo coincide com o inicio do
desmame.

O crescimento e o desenvolvimento dos neonatos suple-
mentados ndo foram influenciados pela suplementacdo com luteina. Este
fato foi perceptivel na manutencdo do peso corporeo semelhante em to-

dos os neonatos da pesquisa.
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5.3 CONSIDERACOES FINAIS

Os filhotes s&o submetidos a algumas situagdes potenci-
almente estressantes durante o primeiro ano de vida, como, por exemplo,
o desmame, as mudancas de ambiente, as visitas ao veterinério, vacinas
e viagens. Apesar de a protecdo materna conferida pelo colostro (cerca
de 80 a 95%) e por passagem transplacentéaria (5 a 20%) assegurar um
certo grau de imunidade ao filhote enquanto seu préprio sistema imunolo-
gico se desenvolve, o término do periodo neonatal e o inicio do pediatrico
sao fases de suscetibilidade a uma ampla gama de infeccées.

Diversos estudos demonstram ser possivel o fortaleci-
mento do sistema imunolégico com a administracdo de um coquetel de
antioxidantes a partir do desmame, sob a forma de suplementacéo dietéti-
ca. Grande parte das pesquisas inicia-se a partir do desmame com a in-
troducéo de alimentos sélidos coincidindo com o periodo vacinal e avali-
am principalmente os niveis séricos de anticorpos.

N&o foram descritos, na literatura consultada, trabalhos
referentes ao periodo neonatal com a modulacédo precoce do sistema i-
mune, tornando-o mais apto ao estimulo vacinal, e nem mesmo o possivel
efeito desta imunomodulacdo nos perfis hematologicos e nos parametros
de avaliacdo da funcao hepatica (enzimas, glicemia e proteinas).

A perspectiva de se estimular precocemente o sistema

imunoldgico é algo bastante interessante se levar em consideracao o fato
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de que a suplementacdo com antioxidantes como a luteina requer um cer-
to tempo para que a magnitude da resposta imune seja adequada.

Longe de ser um estudo sobre a funcédo imunoldgica me-
diante a utilizacdo da luteina no periodo neonatal, esta tese se prop06s
apenas ao carater investigatorio das perspectivas futuras da luteina. Para
tanto, se avaliaram, inicialmente, os possiveis efeitos deste antioxidante
no perfil hematolégico, uma vez que a luteina é incorporada pelas células
sanguineas, e no perfil hepatico, ja que sua metabolizac&o é por esta via.

Por meio desta pesquisa, muitas duvidas e proposicoes
surgiram tais como a continuidade do estudo mediante a avaliacdo dos
niveis séricos e intracelulares de luteina nos filhotes suplementados, a
realizacdo de ensaios in vivo para a avaliagdo da funcéo imunolégica dos
neonatos como a reacdo de hipersensibilidade tardia, os niveis de anti-
corpos mediante ao estimulo vacinal, a resposta a injecdo de antigenos
desconhecidos, os niveis de anticorpos circulantes e a populagédo de lin-
focitos circulantes. A possibilidade dos testes in vitro como a resposta a
estimulacao por mitdgenos, 0s ensaios imunoldgicos com as ceélulas natu-
ral killer e a producdo de citocinas também foram cogitados na continui-
dade futura desta linha de pesquisa com a luteina no periodo neonatal.

Nesta pesquisa, o0s resultados demonstraram a possibili-
dade de utilizacdo da luteina como antioxidante, indicando a necessidade
de pesquisas futuras avaliando-se o metabolismo antioxidativo organico

como a determinacdo da atividade sérica da ceruloplasmina, da glutationa
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reduzida e obviamente por tratar-se de um antioxidante, o metabolismo
oxidativo dos neutrdfilos. Portanto, a avaliacdo dos efeitos da luteina no
hemograma, nas enzimas hepaticas, na glicemia e no proteinograma em
neonatos felinos, do nascimento aos 38 dias de idade, é apenas uma in-
troducdo no vasto universo de pesquisas a serem realizadas com a lutei-
na na fase neonatal.

Durante a realizacdo deste estudo, uma duvida surgiu:
seria o periodo neonatal, caracterizado por certo grau de imaturidade de
todos os sistemas organicos, a melhor fase para se estimular tdo preco-
cemente o sistema imunolégico? Apesar da imaturidade hepatica e hema-
tologica, a luteina ndo apresentou efeitos deletérios inicialmente. Cabe
entdo, a partir dos resultados obtidos, avaliar as possibilidades da luteina
agir como imunoestimulante, mediante ao estimulo vacinal e como antio-

xidante.
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Segundo a avaliacdo da influéncia da idade e da luteina
no hemograma, nas enzimas hepaticas, na glicemia e no proteinograma
em neonatos felinos, do nascimento aos 38 dias de idade, nas condi¢des

experimentais em que esta pesquisa foi realizada, pode-se concluir que:

1. A idade exerce influéncia no eritrograma, no leuco-
grama com excec¢ao do numero de linfécitos (absoluto
e relativo) e de mondcitos (absoluto e relativo).

2. A idade exerce influéncia na atividade sérica da en-
zima GGT e néo influencia a atividade sérica da en-
zima ALT e nem a glicemia.

3. A atividade sérica da enzima GGT né&o pode ser utili-
zada como indicador da ingestdo de colostro em ga-
tos neonatos.

4. A idade exerce influéncia nas concentracdes séricas
da proteina total e no proteinograma.

5. A suplementacdo com luteina nédo influencia: o eritro-
grama e o leucograma com excec¢ao do numero abso-
luto de basdfilos.

6. A suplementacdo com luteina ndo influencia a ativi-

dade sérica de ALT, da GGT e da glicemia.
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A suplementacdo com luteina néo influencia as prote-
inas totais, o ganho de peso e o proteinograma com

excecdo da fracao albumina (relativa e absoluta).
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ANEXO M- Peso em gramas dos neonatos GL (Grupo luteina) e GC

(Grupo controle).

Animais M1 M2 M3 M4 M5 M6
GL1 80 130 210 240 260 380
GL2 80 180 210 290 340 380
GL3 80 120 190 240 320 390
GL4 160 250 300 400 440 470
GL5 140 220 320 440 460 600
GL6 140 240 380 500 530 600
GL7 120 180 280 360 400 450
GL8 120 240 330 400 450 470
GL9 130 180 280 340 400 460

GL10 120 180 240 300 330 400
GC1 100 140 190 260 300 410
GC2 80 190 210 270 360 460
GC3 90 150 200 260 300 320
GC4 140 220 310 360 440 460
GC5 140 210 330 400 470 470
GC6 120 200 300 400 450 520
GC7 140 250 350 400 420 470
GC8 120 280 390 450 520 540
GC9 100 180 200 240 300 340
GC10 100 160 230 300 370 450
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