UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA FILHO”
FACULDADE DE CIENCIAS AGRARIAS E VETERINARIAS
CAMPUS DE JABOTICABAL

AVALIACAO DO EFEITO DE DERIVADOS DE PAREDE
CELULAR DE LEVEDURA DE CANA-DE-ACUCAR
(Saccharomyces cerevisiae) SOBRE A RESPOSTA IMUNE DE
CAES ADULTOS.

Leandro Zaine

Médico Veterinario

JABOTICABAL — SAO PAULO — BRASIL
Fevereiro de 2010



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA FILHO”
FACULDADE DE CIENCIAS AGRARIAS E VETERINARIAS
CAMPUS DE JABOTICABAL

AVALIACAO DO EFEITO DE DERIVADOS DE PAREDE
CELULAR DE LEVEDURA DE CANA-DE-ACUCAR
(Saccharomyces cerevisiae) SOBRE A RESPOSTA IMUNE DE
CAES ADULTOS.

Leandro Zaine

Orientador: Prof. Dr. Aulus Cavalieri Carciofi

Dissertagdo apresentada a Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterindrias - Unesp, Campus de
Jaboticabal, como parte das exigéncias para obtencao
do titulo de Mestre em Medicina Veterinaria (Clinica
Médica Veterinaria).

JABOTICABAL — SAO PAULO - BRASIL
Fevereiro de 2010



Zaine, Leandro

Z21a Avaliacao do efeito de derivados de parede celular de levedura de
cana-de-agucar (Saccharomyces cerevisiae) sobre a resposta imune
de cédes adultos / Leandro Zaine. — — Jaboticabal, 2010

Xxi, 68 f.:il.; 28 cm

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Estadual Paulista,
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, 2010

Orientador: Aulus Cavalieri Carciofi

Banca examinadora: Helio Jose Montassier, Iracilda Zeppone

Carlos
Bibliografia

1. Beta-glucano. 2. Parede celular de levedura 3. Imunidade. 4.
Caes. I. Titulo. 1. Jaboticabal-Faculdade de Ciéncias Agrarias e

Veterinarias.

CDU 619:612.39:636.7

Ficha catalografica elaborada pela Secdo Técnica de Aquisi¢do e Tratamento da Informagdo —
Servigo Técnico de Biblioteca e Documentagdo - UNESP, Campus de Jaboticabal.




il

.@
uresp UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
CAMPUS DE JABOTICABAL
FACULDADE DE CIENCIAS AGRARIAS E VETERINARIAS DE JABOTICABAL

CERTIFICADO DE APROVACAC

TITULO: AVALIACAO DO EFE l"u DE DE}
DURA DE CANADE N
RESPOSTA IMUNE

= :flu'bL'l..-'\'.: 14'5 Ll;:"t’g
nevisiae) SOBRE A

AUTOR: LEANDRO ZAINE
ORIENTADOR: Prof. Dr. AULUS CAVALIERI CARCIOFI

Aprovado como parle das exigéncias para obtengdo do Tiwlo de MESTRE em MEUDICINA
VETERINARIA , Area: cumca MEDICA VETERINARIA, pela Comissao Examinadora:

%/ v,
Prol. Dr. AULUS CAVALIERI CARCIOFI

Depariemenlo de Elin e Gir Veterinaria / Faculdade de Ciéncias Agririas e Veterindrias de
Jaboti I A R
|

l ! A
"h/l,’rf AN \
Prof. Dr. ‘HEL O JOSE MONTASSIER

Departalﬁqnld defatologla Veterinaria | Faculdade de Ciéncias Aqririas e Veterindnas de
Jaboticabal~ :

4
1“’:

8! r:'r; -
Profa, Dta. IRACILDA ZEPRONE CARLOS
Departamento de Andlises Clinicas /) Faculdade de Ciencias Farmaceutieas de Araraquars

Data da reahzacac: 23 de fevereiro e 2010.



111

DADOS CURRICULARES DO AUTOR

LEANDRO ZAINE - Nascido em 16 de junho de 1983, em Rio Claro, estado de Sao
Paulo, filho de José Eduardo Zaine e Mariselma Ferreira Zaine, tornou-se graduado em
Medicina Veterinaria, em dezembro de 2006, pela Universidade Estadual Paulista “Julio
de Mesquita Filho” — UNESP — em Aracatuba, SP. Durante o curso de graduacao, foi
bolsista de iniciagdo cientifica pela Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Séo
Paulo — FAPESP — na area de imunologia veterinaria, de 2004 a 2005. Ap6s completar
a graduacao, foi bolsista pela Fundacdo de Apoio a Pesquisa, Ensino e Extenséo —
FUNEP — no ano de 2007, desenvolvendo projetos relacionados a nutricdo de caes e
gatos, em parceria com empresas privadas, sob orientagédo do Prof. Dr. Aulus Cavalieri
Carciofi. Obteve a primeira colocacdo no processo seletivo do Programa de Pos-
graduacao em Medicina Veterinaria, curso de mestrado, iniciando-o em margo de 2008
sob orientacdo do Prof. Dr. Aulus Cavalieri Carciofi, tendo neste periodo ministrado

varias palestras relacionadas a nutricdo de caes e gatos.



v

OFERECO
Aos meus pais, José Eduardo e Mariselma, pela grande confianga e admiracéo.



AGRADECIMENTOS

Primeiramente, agrade¢co a Deus pelo dom da vida. Por tudo que passei nesses
dois anos, coisas boas e ruins. Pelo privilegio de tantas gracas e béncaos por ter
chegado até aqui. Também por tantas dificuldades, que apesar de as vezes parecer
sozinho, com um Deus adormecido diante dos problemas, Ele se mostra presente no
barco da minha vida, pedindo que eu creia que Ele pode acalmar as tempestades.

Agradeco também a meus pais, José Eduardo e Mariselma, pelo apoio em toda a
vida de estudo. Pelo amor e compreensao, por ver um filho formado ainda ndo entrar no

mercado de trabalho.

A minha familia como um todo, por sempre ser uma forca de apoio e
compreensdo. A minha avo Ligia e meu avé Dito, meus irmaos Gabriel e Daniel, meus
primos Raphael e Renato. Todos que me acompanharam de perto em muitas etapas

importantes da vida.

A minha namorada Chayanne, pelo amor, paciéncia e dedicagdo. Por sempre
estar junto comigo, nas conquistas e também nas dificuldades, me ajudando a caminhar

com mais sentido.

Aos meu amigos por serem minha segunda familia, por muitos momentos de
unido e ajuda mutua.

A Leticia, pela grande parceria em varios aspectos da vida, por sua colaboracdo
com tantos aspectos do meu crescimento.

Meus grandes amigos, Guilherme e Pedro, pelo companheirismo, conversas e
risadas em Jaboticabal.

Ao Marcus e Igor, grandes amigos e parceiros na fé.

A corrente da felicidade, representada pelo Pano e Heni, com elos fortes vamos
realizando nossas conquistas.

As minhas grandes amigas, Natélia e Vanessa, apesar de ndo nos encontrarmos
muito, sempre expressaram muito respeito e admiragado por mim, assim como expresso

por voceés.



Vi

A meus grandes amigos desde o tempo da faculdade, Bia, Gustavo e Rafael, a
presenca de vocés sempre € importante, que possamos manter esse contato préximo

sempre.

A tantos outros amigos também, da republica, André, Dedo, Vigosa, Miguel,
Evandro, Daniel, Luis Guilherme, Beto, Linglica, Pedro Paulo, Marcio e Guido, e
também a Edna e Raquel, pelo companheirismo e convivéncia nestes anos.

Especialmente a Cida, por todos os cuidados e paciéncia.

A Santa Igreja, pela paz, consolo, alegria e caminhada na fé. Representada pelo
Padre Paulo, por tantas conversas e por mostrar de forma tdo admiravel como a agéo
de Deus se aplica a vida de forma simples, no Seu plano de felicidade para nos.

As minhas grandes irmas Carmelitas, Davina, Edna, Margareth, Maria do Carmo,
Marlene, Silvana, Solange, Sonia, Vera, e especialmente Teresinha, pelo acolhimento,
oragdes, fé e perseverancga.

Ao professor Aulus, pelo exemplo de dedicagcédo ao trabalho, grande critério nas
pesquisas e a simplicidade na relagdo com as pessoas. Agradeco pela confianga na
orientagdo, desde os projetos de 2007 e por expressar o desejo em continuar essa
parceria para o doutorado.

A professora Iracilda Zeppone Carlos, pelas grandes contribuices na banca de
defesa e também pela oportunidade de uso do laboratério de Imunologia para
desenvolvermos nossas técnicas.

Também, aos poés-doutorandos da Unesp Araraquara, Luis Gustavo e Danielle,
pela imensuravel ajuda e por possibilitarem a realizagdo de técnicas avangadas de
avaliagéo.

A todos os colegas pds-graduandos do Laboratorio de nutricdo, Raquel, Leticia,
Marcio, Eliana, Sandra, Marcia, Juliana, Guilherme, Fabiano, iris, Mariana, Thaila,
Flavio, Michele, pela convivéncia nesses anos. Especialmente ao Ricardo, pela parceria
no desenvolvimento e realizagéo das técnicas.

Aos funcionarios, que sem eles nada seria possivel. Obrigado, Jhones, Marcéo,
Diego, e Renata. A Claudia pelo auxilio em tantas anélises, e especialmente & Elaine

pelo cuidado, amor e dedicagao aos animais.



vil

Também a todos estagiarios que participaram ativamente desse trabalho:
Fernando, Danilo, Victor, Chayanne, Mayara, Mariana, Marina, Carol, Ana Paula, Bruna,
Natalie. Sem a ajuda de vocés seria muito dificil conduzir o experimento.

A equipe do laboratério de Patologia Clinica pela realizacdo dos hemogramas e
exames bioquimicos. Agradeco ao Eugénio, Matheus, Andressa, Alessandra e
estagiarios. Também as poés-graduandas por me auxiliarem na marcacao de células,
Flavia, Maria Luisa, Mariana e Aline.

A todos professores que participaram ativamente no aprimoramento do projeto.
Ao prof. Gener pelas interminaveis analises estatisticas. Ao prof, Aureo pela
participacdo na banca da qualificacdo e disponibilizacdo de seu laboratério. Ao prof.
Hélio pela participacdo nas bancas de qualificacdo e defesa. A professora Beatriz
Medeiros, pelos conhecimentos de imunologia e pela ajuda no aprimoramento da
metodologia.

A professora Rosangela por ceder o laboratério e os conhecimentos para auxiliar
nas dosagens. Também aos seus pos-graduandos, Carla, Marcos, Meire, Marcia e a
graduanda Tatiane, pela grande ajuda nos procedimentos.

A Mogiana Alimentos (Guabi) pela construcdo e manutencdo da estrutura do
Laboratorio de Pesquisas em Nutricdo e Doencas Nutricionais de Cées e Gatos “Prof.
Dr. Flavio Prada”. Também pela doacao dos ingredientes para a fabricagdo das ragdes.

A Biorigin pelo suporte financeiro & pesquisa, todo apoio e confianca.

Aos que eventualmente eu tenha esquecido, mas que tenham contribuido com a

realizagao desse trabalho. A participagdo de vocés n&o é menos importante.



LISTA DE ABREVIATURAS
AAFCO - Association of American Feed Control Officials
ALT - Alanina aminotransferase
ANOVA - Anélise de variancia (analysis of variance)
BG - Beta-glucano
BG1 - Beta-glucano - fonte 1
BG2 - Beta-glucano — fonte 2
CEUA - Comiss&o de Etica no Uso de Animais
CR3 - Receptor DE Complemento 3
FA - Fosfatase alcalina
FHG - Fitoemaglutinina
FITC — Isotiocianato de fluoresceina
FOS - Frutoligossacarideos
GOS - Glucoligossacarideos
HRP - Horseradish peroxidase
IBDV - Infectious Bursal Disease Virus
IFN-y — Interferon gama
IgA — Imunoglobulina A
IgM — Imunoglobulina M
IL — Interleucina
LPS - Lipopolissacarideo
MOS - Mananoligossacarideos
NO — Oxido nitrico

NRC - National Research Council

PBS — Tampao fosfato-salino (Phosphate buffered saline)

PCL — Parede celular de levedura
PE - Ficoeritrina (Phycoerythrin)
Th1 — Resposta T helper tipo 1
Th2 — Resposta T helper tipo 2

TNF-a — Fator de necrose tumoral alfa

viil



SUMARIO
1. INTRODUGAOQ ..ot 1
2. REVISAO DE LITERATURA ....oooiiieeeeeeeeeeee e 2
3. OBUETIVOS ...t e e e e e 9
4. MATERIAL E METODOS ..o 10
4.1, ANIMAIS ... e 10
4.2. Ingredientes e dietas experimentais ..........ccccooeeviiiiiiiiii e, 10
4.3. Delineamento experimental ... 14
4.4. Hemograma e exames bioqUimICOS ............ceiviiriiiiiiieeeeeeiiinen. 15
4.5. Vacinacao e dosagem de antiCorpos ...........ccceevveviiuininniiinnnenenn. 16
4.6. Imunofenotipagem ...........uuuiiiiiiiiii 17
4.7. Avaliacédo da concentracao de IgA nas fezes .......ccccccvvvvcceeeennnn. 19
4.8. Teste de hipersensibilidade tardia ...........ccccccooeeeiiiiiiiii e, 20
4.9. Dosagens de citocinas em sobrenadante de cultura celular ....... 21
4.10. Andlise estatistica ............uuiiiiiiiiiii 22
5. RESULTADOS ...t a e 23
5.1. Hemograma e exames bioquimiCOS ...........ccccoiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiins 23
5.2. Dosagem de anticorpos anti-Leptospira...........ccccoeeeveeeuciiieeeeennnn. 30
5.3. Imunofenotipagem ... 31
5.4. Avaliagdo de IgA Nas fezes .........oooviiiiiiiiiiiii e 39
5.5. Teste de hipersensibilidade tardia ............c...ccooiiiiiiiieecnnn. 40
5.6. Dosagens de citocinas em sobrenadante de cultura celular ....... 43
B. DISCUSSAOD ..ot 45
7. CONCLUSAO ... 50
8. REFERENCIAS .......coouitiiiiiiiiie et 51

ANEXO T 57

X



AVALIAGAO DO EFEITO DE DERIVADOS DE PAREDE CELULAR DE LEVEDURA
DE CANA-DE-AGUCAR (Saccharomyces cerevisiae) SOBRE A RESPOSTA IMUNE
DE CAES ADULTOS
RESUMO - Varios derivados da parede celular da levedura Saccharomyces cerevisiae
conhecidamente agem sobre a imunidade, no entanto a agéo, especialmente da fragao
beta-glucano, foi pouco demonstrada em cées. Para o estudo dos possiveis efeitos
sobre a imunidade na espécie canina foram empregadas quatro dietas isonutrientes,
contendo uma fonte de parede celular de levedura (PCL), duas fontes de beta-glucano
(BG1 e BG2) e uma dieta controle (CT). Foram utilizados 24 caes da raca beagle,
adultos, divididos em quatro grupos de seis animais. As dietas foram fornecidas por um
periodo total de 126 dias e as avaliagbes incluiram hemograma e avaliacbes
bioquimicas, dosagem de anticorpos anti-Leptospira, imunofenotipagem de linfocitos
sanguineos, avaliagdo da concentracdo de IgA em fezes, teste de hipersensibilidade
cutaénea tardia e dosagens de citocinas em sobrenadante de cultura celular. Os animais
foram submetidos a desafio antigénico com vacina contra leptospirose no dia 42. Os
dados foram avaliados pelo procedimento GLM do SAS, sendo as médias comparadas
pelo teste de Tukey (p<0,1). Nos exames bioquimicos houve discreta variacao entre os
tratamentos e ao longo dos dias. No hemograma notou-se aumento dos linfocitos para
BG2. A dosagem de anticorpos anti-Leptospira, mostrou baixos titulos, ndo havendo
boa resposta a vacinacdo. A imunofenotipagem revelou um aumento dos linfocitos T
totais, T helper, T citotoxicos e linfécitos B no grupo BG2 e de linfécitos T citotdxicos e
linfocitos B para o grupo PCL. Apesar da variagdo da concentragéo de IgA fecal ao
longo dos dias, os tratamentos nao influenciaram tais parédmetros. O teste de
hipersensibilidade cutanea tardia mostrou um aumento na resposta a inoculagdo da
vacina, para os grupos PCL e BG2. Na dosagem de citocinas em sobrenadante de
cultura celular, apenas foi observada diferenca na quantificagédo de TNF-a, sendo BG2
maior que CT. Concluiu-se que a parede celular e a fragdo beta-glucano agem sobre a

imunidade de céaes.

PALAVRAS-CHAVE: beta-glucano, citometria de fluxo, imunidade,
mananoligossacarideo, fator de necrose tumoral alfa.
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EVALUATION OF EFFECTS OF SUGAR CANE YEAST CELL WALL
(Saccharomyces cerevisiae) PRODUCTS ON THE IMMUNE RESPONSE OF ADULT
DOGS
SUMMARY - Some products from the cell wall of the yeast Saccharomyces cerevisiae
are known to act on the immunity, however this action, especially of the beta-glucan
fraction, has never been demonstrated in dogs. To study these effects on the immunity
of dogs four isonutrient diets were made, containing one source of yeast cell wall
(YCW), two sources of beta-glucan (BG1 and BG2) and a control diet (CT). 24 adult
beagle dogs were used, divided in four groups of six animals. Diets were given for a 126
days period. Evaluations included complete blood count and biochemistry profile,
quantification of antibodies against Leptospira, immunophenotyping of blood
lymphocytes, IgA concentration in feces, delayed-type hypersensitivity test and
quantification of cytokines in cell culture supernatant. Animals were exposed to antigen
challenge, by the vaccine against leptospirosis on day 42. Data were analyzed by the
GLM procedure of the SAS software and the means were compared by the Tukey test
(p<0,01). Biochemistry profile showed slight differences among the groups. A increase
in lymphocyte count was observed for BG2 treatment. Quantification of antibodies
against Leptospira showed low titles, with poor response to vaccination.
Immunophenotyping revealed an increase during the time in total T cells, helper and
cytotoxic T cells, and B lymphocytes for BG2 and of cytotoxic T cells and B lymphocytes
for YCW group. Despite the variation in fecal IgA concentration during the time,
treatments did not influence these parameters. Delayed-type hypersensitivity test
showed an increased response to the vaccine inoculation, for YCW and BG2 groups. In
the quantification of cytokines in cell culture supernatant the only difference observed
was in TNF-a concentration, being BG2 higher than CT. We concluded that both yeast

cell wall and beta-glucan fraction act on dogs™ immunity.

KEYWORDS: beta-glucan, flow cytometry, immunity, mannan oligosaccharide, tumor

necrosis factor-



1. INTRODUGAO

Estudos sobre a influéncia de nutrientes e nutracéuticos sobre a imunidade tém
ganhado destaque recentemente. Procura-se entender como a dieta pode influenciar os
mecanismos de defesa do organismo. Esta acdo é exercida por varios dos nutrientes
considerados essenciais. Proteinas e aminoacidos, acidos graxos, vitaminas E, A e
hidrossoluveis e alguns minerais ja foram demonstrados como intrinsecamente
relacionados a fungao imune.

Além dos nutrientes essenciais, outro grupo de substéncias pode atuar sobre a
imunidade. Os nutracéuticos ndo sao nutrientes, mas a ingestdo deles pode levar a
melhora de algumas fungdes no organismo, sendo alguns usados como
imunomoduladores. Essas substancias podem agir tanto sobre a imunidade celular
como humoral, aumentando o numero de células, melhorando sua fung¢ao e elevando a
producao de anticorpos, dentre outros mecanismos.

Derivados da parede celular de levedura tém sido reconhecidos como detentores
de algumas dessas propriedades. No entanto, seu efeito sobre a imunidade esta
diretamente relacionado a qual componente da estrutura da levedura se esta
empregando.

Na literatura consultada verifica-se, ainda, certa confus&o e controvérsia sobre
quais sdao os componentes ativos da parede celular e como agem na imunidade dos
animais. Os termos prebioticos, parede celular de levedura, mananoligossacarideos,
mananos e glucanos néo séo bem distinguidos, gerando duvidas sobre qual ingrediente
foi empregado nos estudos e o efeito que, realmente, cada um promove no organismo.
Desta forma, é importante se fazer diferenciagao e classificagdo dos mesmos, para que
os trabalhos possam realmente comparar e compreender essas substancias.

Os prebidticos podem ser definidos como compostos nédo digeridos por enzimas,
sais e acidos produzidos pelo organismo animal, mas que sao seletivamente
fermentados pelos microrganismos do trato gastrintestinal. Tais compostos podem estar
presentes nos ingredientes da dieta ou serem adicionados a ela através de fontes
exodgenas concentradas (GIBSON & ROBERFROID, 1995; PELICIA et al., 2004). Os



componentes mais estudados na alimentagdo animal sdo os frutoligossacarideos
(FOS), glucoligossacarideos (GOS) e mananoligossacarideos (MOS).

A célula da levedura possui varios componentes, destacando-se os derivados
de sua parede celular como os mais pesquisados em relagdo a acédo sobre a
imunidade. A parede celular da Saccharomyces cerevisiae € composta,
aproximadamente, por 29% de glucanos, 30% de mananos, 13% de proteinas, 8,5% de
lipidios e 1% de quitina (ROBINOW & JOHNSON, 1991). Os componentes restantes da
levedura, apOs extragcdo da parede celular, sdo, coletivamente, chamados extrato
celular de levedura e contém numerosos nucleotideos, enzimas, vitaminas e minerais.

Verifica-se, pela literatura, que o efeito prebidtico atribuido aos MOS,
constatado em varias publicagdes, resultou, na verdade, da adicdo de parede celular,
podendo ter sido resultado da ac&o sinérgica de varios componentes que a constituem.
Assim, o termo mais correto, que sera empregado neste trabalho, € parede celular de
levedura (PCL). O componente beta-glucano, extraido da PCL, € um ingrediente
especialmente rico na fragdo glucano da parede celular de levedura, obtido por
purificacdo industrial, representando um composto bastante promissor na

imunomodulacao de caes, tal como em outros mamiferos.

2. REVISAO DE LITERATURA

A parede celular de leveduras (Figura 1), como a Saccharomyces cerevisiae, é
constituida de mananoproteinas, p-1,3 e B-1,6-glucano e quitina (LIPKE & OVALLE,
1998). Enquanto os B-glucanos e a quitina sdo responsaveis pela rigidez da parede
celular e definem sua morfologia e forma, as manonoproteinas e sua por¢do de
carboidrato (a-d-manano) sédo responsaveis pelo reconhecimento e interagbes célula-
célula, interagbes com o meio e determinam a especificidade antigénica da levedura
(RUIZ-HERRERA, 1992).

Ambos os tipos de polissacarideos constituintes principais da parede celular, B-
glucanos e a-mananos, tém sido reconhecidos como capazes de modular

pronunciadamente o sistema imune por meio de intera¢cdes especificas com varias



células imunocompetentes (MEDZHITOV & JANEWAY, 2000). As superficies mucosas,
incluindo a gastrointestinal, nasal e broncoalveolar, representam parte do corpo do
animal que esta permanentemente exposta a agressao de patdégenos e toxinas. Dessa
forma, a adequada manuteng¢do do sistema imune associado as mucosas representa
uma tarefa crucial na protecdo da saide (TLASKALOVA-HOGENOVA et al., 2002;
KOGAN & KOCHER, 2007).

mannoprotein

N N-glycans

O-glycans
B-1,6 gluc

Pl remnant

membrane proteins
chitin W L1 %‘

plasma
A B membrane

Figura 1. Estrutura da parede celular de S. cerevisiae. (A) Protétipo com os
componentes individualmente nomeados e coloridos. O polipeptideo de
mananoproteina estd em azul, os oligossacarideos em amarelo, nhomeados como
ligados a N ou O. Poucas das ramificagbes de glucanos estdo demonstradas. A quitina
também pode estar ligada ao -1,6-glucano. (B) Associagcédo das partes para formar a
parede celular. As cores s&o iguais as do painel A. As cadeias de 3-1,3-glucano séo
interligadas para formarem triplas hélices (LIPKE & OVALLE, 1998).

Reconhece-se que a fracdo mananoligossacarideos da parede celular de
levedura tem um efeito prebiotico, ndo sendo digerida pelo organismo animal e sendo
fermentada seletivamente no intestino grosso, estimulando o crescimento e/ou a
atividade metabdlica de um grupo restrito de bactérias que agem beneficamente no
trato digestério. Isto contribui de varias maneiras para a saude, aumentando a
microbiota benéfica, diminuindo as patogénicas e promovendo a aglutinagdo de
patoégenos (GOMES, 2008; SWANSON et al., 2002).



Além do efeito sobre a microbiota intestinal, a suplementagcéo de PCL pode atuar
sobre varios parametros do sistema imune. Swanson et al. (2002) demonstraram esta
acdo sobre a imunidade em cdes. O consumo de PCL levou ao aumento na
concentracdo sérica de IgA e na porcentagem de linfécitos sanguineos, quando
consumido juntamente com frutoligossacarideos levou a aumento de IgA ileal. No
trabalho de Gomes (2008) a quantificacdao imunofenotipica de linfécitos sanguineos
revelou aumento nas populacdes de células CD5+ e CD21+.

Em outras espécies estes efeitos também ja foram bastante relatados. Em leitdes
recém-desmamados, a suplementacdo com PCL (1 g/kg de alimento) levou a melhora
da resposta imune especifica e inespecifica, quando estes animais foram submetidos a
desafios antigénicos (NOCHTA et al., 2008). Vacas suplementadas com PCL (10
gramas por animal) tiveram aumento da resposta imune contra rotavirus, além de ter
tendéncia de aumentar a transferéncia de anticorpos anti-rotavirus aos bezerros
(FRANKLIN et al., 2005).

Efeitos da PCL também sao descritos em aves e peixes. Em galinhas matrizes a
suplementacdo levou ao aumento da resposta de anticorpos contra IBDV
(SHASHIDHARA & DEVEGOWDA, 2003). Em trutas arco-iris, efeitos sobre a
imunidade também foram observados, com aumento da concentracdo sérica de
lisozima e na ativagdo das vias classica e alternativa do sistema complemento
(STAYKOQV et al., 2007).

A fracao beta-glucano da PCL também parece atuar de maneira especifica sobre
a imunidade. Os beta-glucanos (BGs) possuem varias propriedades imunomodulatérias.
Eles agem por estimulacdo do sistema imune, principalmente em macréfagos,
exercendo efeito benéfico contra uma variedade de bactérias, virus, fungos e parasitas
(HUNTER; GAULT; BERNER, 2002; MANTOVANI et al., 2007). Essa imunoestimulagéo
pode levar a aumento na protegéo contra infecgdes oportunistas (CROSS et al., 2001).

Seu efeito imunoestimulante estad relacionado a interagdo com receptores
especificos presentes no sistema imune (Figura 2). Alguns receptores estdo implicados
no reconhecimento destas substancias, entre eles o dectina-1 e o CR3. O receptor

dectina-1 reconhece uma variedade de glucanos de fungos e plantas com ligagdes [3-



1,3 e B-1,6. Este receptor ndo reconhece monossacarideos ou carboidratos com
ligacbes diferentes, ele possui dois sitios de ligagdo, um reconhece ligantes endégenos
de células T e o outro, carboidratos exdgenos. Tais receptores estdo também
relacionados ao reconhecimento e fagocitose de Saccharomyces cerevisiae integro
(BROWN & GORDON, 2001).

O receptor dectina-1 é o principal receptor implicado na ligagdo de glucanos. Em
camundongos, ele é expresso primariamente por células de origem mieldide, incluindo
macrofagos, células dendriticas e neutréfilos. Seus sinais contribuem para a resposta
destas ceélulas, incluindo fagocitose, burst oxidativo, degranulacdo de neutrofilos,
destruicao de fungos e a producdo de mediadores lipidicos da inflamagéao, citocinas e
quimiocinas, que recrutam e coordenam a ativacdo de outras células imunes
(GOODRIDGE; WOLF; UNDERHILL, 2009).

O receptor de complemento 3 (CR3), também ligado aos beta-glucanos, tem
também atuacdo em células do sistema imune. Esta ligagdo pode promover a adesao
de neutréfilos a células tumorais opsonizadas com complemento e induzir a
citotoxicidade dos neutréfilos (GOODRIDGE; WOLF; UNDERHILL, 2009).
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Figura 2. Interacéo de particula de B-glucano com o receptor dectina-1 em macro6fago.
Adaptado de Hohl & Pamer (2006).

Os trabalhos que descrevem as respostas imunes a glucanos podem ser, de certa
forma, confusos, pois o que é observado para uma preparacédo de glucanos é
inapropriadamente extrapolado para todas as outras formas. Quando se discute as
fungbes imunomoduladoras de glucanos, comumente se considera o (-1,3-glucano
purificado da parede celular de fungos (GOODRIDGE; WOLF; UNDERHILL, 2009).

E imprescindivel se considerar a forma do BG, pois é ela que determina seus
efeitos. Enquanto varias formas soluveis e particuladas de beta-glucanos séao utilizadas
em aplicagbes farmacéuticas, preparacdes particuladas de beta-glucano derivadas da
levedura Saccharomyces cerevisiae sao usadas em diversos suplementos nutricionais,
com objetivo de imunomodulagcdo (HUNTER; GAULT; BERNER, 2002). Por outro lado,
as formas soluveis, principalmente o beta-1,4-glucano obtido a partir de vegetais como
a aveia, tem efeitos diferentes dos provenientes de fungos. Descreve-se que essas

formas podem ter efeitos na redugédo do colesterol sanguineo e da glicemia (KIM, S. et



al., 2006), sendo considerados, também, fatores anti-nutricionais por interferirem
negativamente na digestibilidade e desempenho dos animais, sem, contudo,
apresentarem nenhum efeito no sistema imune.

Assim como a PCL, muitos outros estudos tém abordado o uso de BG sobre a
imunidade de humanos, animais de laboratério, animais de producdo e, mais
recentemente, em cades. Em frangos de corte, ap6s 42 dias de suplementagao com 400
g de BG por tonelada de ragao obtido de uma fonte com mais de 40% de pureza, houve
aumento nas contagens de células CD8 e TCR-l, apesar de n&o alterar
significativamente a populagéo de linfécitos B, células CD4, TCR-Il e MHC de classe |l.
O grupo controle e uma dieta com metade desta dose nado levaram a esses efeitos. O
tratamento por tempo menor (28 dias) também n&o produziu o mesmo resultado (CHAE
et al., 2006).

Outros experimentos com suplementacdo oral de BG mostraram resultados
positivos. Quando camundongos receberam beta-1,3-glucano na dose de 80 mg/kg
houve melhora na resposta proliferativa das células esplénicas a mitogenos de células
B e células T, quando comparados ao grupo controle (SUZUKI et al., 1989). Também foi
encontrado em camundongos estimulacdo de linfécitos T citotdxicos, células B e
macréfagos, apds suplementagcao oral (CROSS et al., 2001). Também nesta espécie,
investigou-se a atividade estimuladora de glucanos com relagcéo a resposta a vacinagéo
anti-rabica experimental determinada pela administracdo de glucano. O que se
encontrou foi um aumento da resisténcia a infeccédo e aumento da resposta imune, com
maiores titulos de anticorpos. A melhor resposta deu-se com uma dose de 0,5 mg por
via intra-peritoneal (TINO et al., 1993).

O BG também pode ter acdo imunoestimulatoria influenciando a secrecao de
citocinas pelas células do sistema imunolégico. Em uma revisdo de estudos em
humanos e animais de laboratério, Kim, S. et al. (2006) relatam maior secre¢ao de
TNF-a e IL-1-B com injecdo das formas beta-1,3 e/ou 1,6-glucano. Estas citocinas se
ligam a receptores de glucanos nas membranas de neutrofilos e macréfagos que
formam parte do sistema imune inato e suprimem a secregéo de anion superoxido e de
peroxido de hidrogénio por essas células e aumentam a atividade das células natural

killer, contribuindo para seus efeitos germicidas e anti-carcinogénicos.



Berner et al. (2005) estudaram in vitro a influéncia do beta-1,3-glucano
microparticulado sobre a secrecao de citocinas proé-inflamatérias em macréfagos
peritoneais de camundongos, demonstrando uma boa capacidade de fagocitose do
glucano pelos macrofagos, que foram estimulados a secretar citocinas proé-
inflamatorias, tais como TNF-a, IL-6 e IL-1.

Todas essas formas de estimulagcdo da imunidade sdo mecanismos que podem
auxiliar na resisténcia a infecgbes, conforme ja demonstrado com infeccbes
experimentais. Essas agbes foram demonstradas contra leishmaniose visceral em
hamsters. A administragdo intravenosa de glucano, antes ou depois da infecgdo por
Leishmania donovani, suprimiu significativamente a proliferacdo de formas amastigotas
do parasita no baco e no figado. Macrofagos peritoneais glucano-ativados in vitro
também reduziram a multiplicagcdo do parasita intracelular. Estudos ultra-estruturais
revelaram uma resposta hepatica granulomatosa bem definida ao glucano, com
hipertrofia das células de Kupffer e reducdo do numero de parasitas intracelulares
comparados ao grupo controle (COOK; HOLLBROOK; DOUGHERTY, 1982).

Estudos em roedores demonstraram efeito positivo da aplicagdo de lentinan
(constituido de beta-1,3-glucano, obtido de cogumelos) em animais de laboratério
experimentalmente infectados por Listeria monocytogenes. Ap6s o tratamento, os
macréfagos da medula 6ssea aumentaram a producdo de Oxido nitrico (NO) e
aumentaram a atividade citotoxica contra L. monocytogenes. Nesses animais péde-se
observar aumento nas concentragdes de TNF-a, IL-12 e IFN-y e do numero de células
T CD8 especificas contra L. monocytogenes no baco, indicando que a suplementacéo
com lentinan aumenta esse tipo de imunidade celular (KUPFAHL; GEGINAT; HOF,
2006).

Em leitbes recém-desmamados, a suplementacado da dieta com BG foi efetiva no
aumento da resisténcia a infec¢do por Escherichia coli enterotoxigénica. Estes animais
tiveram reducéo da excregao fecal desta bactéria e diminuigcao significativa da diarréia
(STUYVEN et al., 2009).

Recentemente, dois trabalhos avaliaram os efeitos da administragcdo oral de
beta-1,3/1,6-glucano sobre a imunidade de caes. Stuyven et al. (2010) avaliaram o uso

de BG obtido de Saccharomyces cerevisiae, na forma de tabletes (225 mg por céo), por



quatro semanas e encontraram efeitos sobre a imunidade humoral, com aumento de
IgM sérica e diminuigao de IgA no soro e nas mucosas.

Haladova et al. (2009) também estudaram o efeito de BG sobre parametros
imunoldgicos especificos e néo-especificos na espécie canina, com o uso de uma
solugdo concentrada deste suplemento, fornecida a cées filhotes de varias ragas.
Observou-se aumento de parametros imunoldgicos inespecificos, tais como atividade
funcional de fagécitos e linfocitos. Também foi notado um aumento no titulo de
anticorpos contra o virus da raiva, apds vacinagao.

Outros possiveis efeitos benéficos da suplementagdo com glucanos podem ainda
ser considerados. E extensamente descrito seu efeito como agente que auxilia na
terapia anti-tumoral, melhorando o efeito da quimioterapia e da radioterapia, além de ter
efeitos positivos na sobrevivéncia e qualidade de vida de pacientes humanos com
neoplasias (KIM, S. et al., 2006).

Apesar de tantos efeitos positivos investigados mediante ingestdo de derivados
de parede celular de levedura, poucos trabalhos abordaram mais claramente como
estes efeitos sdo exercidos na espécie canina, especialmente para a fragdo beta-
glucano. Com relacéo a esta fragcdo este € o primeiro trabalho que avaliou sua acéo na
imunidade a partir de sua inclusdo em alimento completo e balanceado, posteriormente

extrusado.

3. OBJETIVOS

Avaliar os efeitos da inclusdo no alimento de parede celular de levedura spray-
dry e dois preparados concentrados de beta-1,3/1,6-glucano sobre a imunidade inata e

adaptativa (celular e humoral) de cées beagle adultos saudaveis.
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4. MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no canil de pesquisas do Laboratério de Pesquisas
em Nutricdo e Doencgas Nutricionais de Caes e Gatos “Prof. Dr. Flavio Prada”, da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, da Universidade Estadual Paulista “Julio
de Mesquita Filho” — Unesp, campus de Jaboticabal. Todos os procedimentos foram
previamente aprovamos pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA), protocolo
numero 021619/09.

4.1 Animais

Foram utilizados 24 caes da raca beagle adultos com idade média de 6,2 + 0,4
anos e peso meédio de 11,2 + 0,3 kg e escore corporal 5,2 + 0,3 (LAFLAMME, 1997),
sendo 12 machos e 12 fémeas. Os caes foram vacinados, 6 meses antes do inicio do
experimento, com as vacinas polivalente (Duramune® Max - 5CvK/4L, contra
Parvovirose, Cinomose, Adenovirus tipo 2, Hepatite, Parainfluenza, Coronavirose e
Leptospirose sorovares L. canicola, L. icterohaemorrhagiae, L. gripppotyphosa e L.
pomona; Fort Dodge Saude Animal, Campinas, Brasil) e anti-rabica (Canigen R®,
Virbac Saude Animal, Sdo Paulo, Brasil). Imediatamente antes do estudo, os caes
foram vermifugados e submetidos a avaliagéo clinica, hematoldgica e bioquimica para

que pudessem ser considerados higidos.

4.2 Ingredientes e Dietas Experimentais:

Os nutracéuticos estudados incluiram trés derivados da parede celular de
levedura de cana-de-agucar (Saccharomyces cerevisiae). O primeiro foi a parede
celular purificada de levedura (PCL), derivado natural que contém o prebidtico
mananoligossacarideo. O segundo e o terceiro constituiram-se de fracbes purificadas
da PCL, concentradas em beta-1,3/1,6-glucano (BG1 e BG2). A composi¢do quimica

dos nutracéuticos esta apresentada na Tabela 1.

Os tratamentos experimentais foram constituidos por quatro dietas extrusadas
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isonutrientes, formuladas de modo que suas composi¢des nutricionais atendessem as
recomendacgdes nutricionais para cades adultos em manutencdo da v, 2008). Estas
foram produzidas na fabrica experimental de racdo da FCAV - Unesp, campus de

Jaboticabal, sendo:

Racao CT: grupo controle, sem adigdo das substancias.

Ragéo PCL: inclusado de 0,2% de PCL

Racao BG1: incluséo de 0,015% de BG1.

Racao BG2: incluséo de 0,015% de BG2.

Tabela 1. Composig¢ao quimica dos nutracéuticos estudados.

Derivado Derivado
Parede celular de
ltem concentrado em 3- concentrado em (3-

levedura
glucano 1 (BG1) glucano 2 (BG2)

Porcentagem sobre a matéria original

Matéria seca’ 93,12 92,76 95,91
Proteina bruta’ 36,51 8,32 4,49
Mananos® >12,0 <3,0 4,3

Glucanos® - 76,3 63,6

'Composigao analisada, n=2; CV < 5%.

’Dados obtidos de laudo laboratorial da Agucareira Quata (Biorigin)
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Os ingredientes foram incluidos na féormula em substituicdo ao amido de milho,
permanecendo os demais ingredientes em porcentagens fixas. Todos os ingredientes
empregados na produgao das dietas experimentais foram obtidos a partir de um unico
lote, de modo a ndo permitir variabilidade entre os tratamentos. As dietas experimentais
foram moidas a 0,8 mm e produzidas em extrusora Tipo MAB 400S, com capacidade de
processamento de 150 kg de ragado/hora, na Fabrica de Ragbes do Departamento de
Zootecnia da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Campus de Jaboticabal.
Com o objetivo de produzir dietas com qualidade semelhante de cozimento do amido,
foi realizado controle da qualidade do processo de extrusao por meio da dosagem da
densidade do alimento. Foram realizadas amostragens na saida da extrusora, antes da
passagem pelo secador, a cada 30 minutos, o que possibilitou mensurar a densidade,
que foi mantida no intervalo entre 340 a 370 g/L. A férmula e a composi¢ao quimica das

dietas encontram-se nas Tabelas 2 e 3.



Tabela 2. Formula das dietas
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experimentais. Valores percentuais sobre a matéria

original.

Ingrediente Controle PCL BG1 BG2
Farinha de visceras de frango 35,0 35,0 35,0 35,0
Quirera de arroz 30,0 30,0 30,0 30,0
Milho 22,8 22,8 22,8 22,8
Oleo visceras frango 6,6 6,6 6,6 6,6
Polpa de beterraba 2,0 2,0 2,0 2,0
Palatabilizante liquido 2,0 2,0 2,0 2,0
Sal 0,3 0,3 0,3 0,3
KCI 0,4 0,4 0,4 0,4
Antifungico 0,1 0,1 0,1 0,1
Premix vitaminico-mineral’ 0,55 0,55 0,55 0,55
Antioxidante 0,04 0,04 0,04 0,04
Parede celular de levedura 0 | 0,2 - -
Beta-glucano 1 0 - 0,015 -
Beta-glucano 2 0 - - 0,015
Amido de milho 0,2 - 0,185 0,185

' Adigao por quilograma de produto: Ferro 100 mg, Cobre 10 mg, Manganés 10 mg, Zinco 150
mg, lodo 2 mg, Selénio 0,3 mg, Vitamina A 18000 UI, Vit. D 1200 Ul, Vit. E 200 UI, Tiamina 6
mg, Riboflavina 10 mg, Acido pantoténico 40 mg, Niacina 60 mg, Piridoxina 6 mg, Acido félico
0,30 mg, Vit. B12 0,1 mg e Colina 25 mg.
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Tabela 3. Composi¢ao quimica analisada das dietas experimentais’. Valores

sobre a matéria original.

Dietas 2
Item CT PCL BG1 BG2
Matéria seca (%) 91,40 91,32 91,94 91,76
Matéria Mineral (%) 8,86 9,07 8,48 8,81
Proteina bruta (%) 25,92 25,58 25,57 25,98
Extrato etéreo acido (%) 12,57 12,48 11,23 12,16
Fibra bruta (%) 1,71 2,58 2,18 2,12
Calcio (%) 1,95 1,79 1,88 1,92
Foésforo (%) 1,38 1,35 1,36 1,33
I(Ekrézﬁ:]glssMetabollzavel 3.69 3.61 3,62 365
-n=2; CV < 5%

2 - CT = grupo controle; PCL = 0,2% de parede celular de levedura; BG1 = 0,015% beta-glucano 1;
BG2 = 0,015% beta-glucano 2.
® _ Calculada segundo NRC (2006)

4.3 Delineamento experimental

Os cées foram divididos aleatoriamente em quatro grupos de seis animais, com
trés machos e trés fémeas em cada grupo. A cada grupo foi fornecida uma das quatro
racdbes por todo o periodo experimental de 126 dias. A quantidade de racao
administrada foi inicialmente calculada de acordo com a estimativa da energia
metabolizavel do alimento, obtida a partir de sua composigéo quimica (NRC, 2006) e a
necessidade energética média dos cdes do laboratério, de 124kcal x peso®’. Esta
quantidade foi reajustada conforme a necessidade energética individual de cada cao,
para que mantivessem o peso corporal constante ao longo do estudo. O alimento foi
fornecido uma vez ao dia, certificando-se que cada animal ingeriu toda a quantidade
calculada para o periodo. A agua foi fornecida ad libitum. Durante todo o periodo
experimental os caes foram alojados em baias com solario, sendo soltos para se
exercitarem em area gramada duas vezes ao dia. Os procedimentos realizados durante

0 experimento encontram-se na Tabela 4.
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Tabela 4. Procedimentos realizados durante o periodo experimental.

Dia Experimental

Analise
0 14 | 42 | 49 | 56 | 70 | 84 | 98 | 126

Hemograma e analise
bioquimica X X X X X X X
Vacinagao X
Titulagao de anticorpos X X X X
Imunofenotipagem X X X X X X X
IgA fecal X X X X
Teste de hipersensibilidade
tardia X X X
Dosagens de citocinas em
sobrenadante de cultura celular X

4.4 Hemograma e Exames Bioquimicos

Para se avaliar a saude dos animais foram realizados hemograma e exames
bioquimicos. Estes exames foram feitos nos dias 0, 14, 42, 56, 70, 84 e 98. O perfil
bioquimico incluiu a mensuragéo das proteinas totais, albumina, uréia e creatinina e da
atividade sérica de alanina aminotransferase (ALT) e fosfatase alcalina (FA).

As aliquotas sanguineas foram obtidas por venipungéo cefalica, apds anti-
sepsia local. Para o hemograma, 1 mL do sangue foi separado em tubo de ensaio de
vidro contendo anticoagulante EDTA e 8 mL do sangue separados em tubo de ensaio
de vidro sem anticoagulante para as analises bioquimicas. As contagens globais de
hemacias, leucdcitos, plaquetas, a taxa de hemoglobina e o volume globular foram

obtidos com auxilio de um contador veterinario automatico de células ABC Vet (Horiba
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ABX Brasil, Sao Paulo). A contagem diferencial dos leucocitos foi obtida utilizando-se
de esfregagcos sanguineos corados com uma mistura de Metanol — May Grunwald —
Giemsa. A formula leucocitaria absoluta foi obtida a partir das contagens global e
diferencial das células leucocitarias, por uma regra de trés direta. As determinacbes das
concentragdes séricas de ureia, creatinina, proteinas totais e albumina e a atividade das
enzimas alanina aminotranseferase e fosfatase alcalina foram conduzidas com auxilio
de conjuntos de reagentes especificos para cada parametro (Labtest Diagnéstica Ltda,
Lagoa Santa - MG), sendo as leituras realizadas em aparelho analisador bioquimico
semi-automatico (modelo LABQUEST, Labtest Diagnostica Ltda, Lagoa Santa — MG).
Estes exames foram feitos no Laboratério de Patologia Clinica do
Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinaria da FCAV — Unesp, campus de

Jaboticabal.

4.5 Vacinagao e dosagem de anticorpos

Para imunoestimulagdo antigeno-especifica dos animais, realizou-se desafio
antigénico aplicando-se por via subcutanea uma vacina contra leptospirose (Duramune
® LCI/GP, Fort Dodge, Campinas, Brasil) no dia experimental 42. Os sorovares de
Leptospira contidos nesta vacina foram canicola, icterohaemorrhagiae, grippotyphosa e
pomona. A titulacdo de anticorpos anti-Leptospira, dos quatro sorovares presentes na
vacina foi realizada nos dias experimentais 0, 42, 70 e 98. Esta foi realizada pelo
método de soroaglutinagdo microscopica, no Departamento de Medicina Veterinaria
Preventiva e Reprodug¢do Animal da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, da
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” — Unesp, campus de
Jaboticabal,.

As amostras foram inicialmente diluidas em 1/50, sendo uma parte de soro
sanguineo para 49 partes de solu¢cao tamponada de Sérensen. Dessa diluicdo foram
colocadas aliquotas de 30 uL em placas de polietileno, com fundo plano, e adicionada
igual quantidade do antigeno. As placas foram incubadas em estufa bacteriol6gica BOD
a temperatura de 28°C por uma hora. A leitura foi realizada em microscopia de campo

escuro direto da placa, com objetiva de 10x.
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O critério adotado para considerar um soro como reagente foi a aglutinagdo de
pelo menos 50% das leptospiras no campo microscépico no aumento de 100X. Os
soros reagentes na triagem inicial foram reexaminados em quatro diluicbes seriadas de

raz&o dois e selecionadas apenas as amostras com titulagdo minima de 40.

4.6 Imunofenotipagem
Os caes foram submetidos a avaliagdo quantitativa de células CD5,
CD5'CD4", CD5"CD8", CD45'CD21" no sangue periférico, para a imunofenotipagem
dos linfocitos. Esta foi obtida por citometria de fluxo nos dias 0, 14, 42, 56, 70, 84 e 98.
Os estudos citofluorométricos foram realizados num prazo maximo de 24 horas
apo6s a coleta do sangue. Para tanto as aliquotas do sangue periférico foram
encaminhadas ao Laboratério de Micologia da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
da Unesp, campus de Araraquara. A metodologia para a avaliagao citofluorométrica
consistiu, inicialmente, na identificacdo de cinco tubos estéreis para cada amostra (tubo
1 — somente células, tubo 2 — IgG1FITC/IgG2aPE, tubo 3 - CDSFITC/CD4PE , tubo 4 —
CD5FITC/CDS8PE e tubo 5- CD45FITC/CD21PE). A cada tubo foi adicionado 100 pL de
sangue com EDTA. Entédo, adicionaram-se dois pL dos respectivos anticorpos,

conforme esquema:
1. S células: ndo se colocou anticorpo.

2. Isotipo controle: 1IgG1 PE (Serotec, MCA1123PE) + IgG2a FITC (Serotec,
MCA1212F).

3. CD5/CD4: CD5 FITC (Serotec, MCA1037F) + CD4 PE (Serotec,
MCA1038PE).

4. CD5/CD8: CD5 FITC (Serotec, MCA1037F) + CD8 PE (Serotec,
MCA1039PE).

5. CD21/CD45: CD45 FITC (Serotec, MCA1042F) + Bcells (CD21) (Serotec,
MCA1781PE).
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Apos isto, os tubos foram incubados por 20 minutos a temperatura ambiente
protegidos da luz. Um mililitro de solu¢do 1:10 do tampé&o de lise de hemacias (FACS
Lysing Solution — Becton Dickinson) foi adicionado em cada tubo, seguido da
homogeneizacao e incubagao por dez minutos a temperatura ambiente protegidos de
luz. Posteriormente, foi realizada a lavagem do material com PBS por trés vezes, que
consistiu na centrifugacdo a 1800 rpm por trés minutos, desprezando o sobrenadante e

adicionando dois mililitros de PBS.

Depois de desprezado o sobrenadante, adicionaram-se 500 uL de PBS + 1% de
formol nos cinco tubos e as amostras foram submetidas a anélise no citofluorémetro
(FACSCanto, Becton Dickinson Immunocytometry System, Mountain View, CA, EUA)
para classificacédo e contagem das subpopulagdes linfocitarias. As porcentagens de
células foram aplicadas as contagens de leucocitos e linfécitos do hemograma para se

obterem os valores absolutos.

A relacdo CD4:CD8 foi também calculada, dividindo-se, individualmente, as
contagens de CD5'CD4" pelas de CD5"CDS8".

Os anticorpos utilizados para determinar as subpopulag¢des linfocitarias estao
listados na Tabela 5. Todos eles foram especificos para caes, obtidos de ratos ou

camundongos.
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Tabela 5. Caracteristicas dos anticorpos monoclonais utilizados para imunofenotipagem

de linfécitos por citometria de fluxo.

Anticorpo

Molécula Fluorescéncia Monoclonal Tipo celular Fabricante
y1 PE MCA1123PE Isotipo controle AbD Serotec
y2 FITC MCA1212F Isotipo controle AbD Serotec

CD5 FITC MCA1037F Linfécitos T totais AbD Serotec
CD4 PE MCA1038PE Linfocitos T helper AbD Serotec
CD8 PE MCA1039PE  Linfécitos T citotoxicos ~ AbD Serotec
CD45 FITC MCA1042F Leucocitos totais AbD Serotec
CD21 PE MCA1781PE Linfocitos B AbD Serotec

4.7 Avaliagao da concentragao de IgA nas fezes

Foram realizadas dosagens do anticorpo IgA nas fezes dos caes nos dias 0, 42,
70 e 98. Para isto, amostras de fezes frescas foram recolhidas diariamente e
congeladas, por trés dias consecutivos, em cada periodo de coleta. Logo apds este
periodo as amostras foram descongeladas e homogeneizadas, compondo-se uma
amostra por periodo e por cdo. A extracao de IgA fecal foi realizada por extragcéo salina
de acordo com Peters et al. (2004), para isto a matéria fecal foi descongelada a
temperatura ambiente e pesou-se quantitativamente um grama da amostra (peso
umido). Esta foi adicionada a solugao composta por PBS (0,01M; pH 7,4), 0,5% tween
80 e 0,05% de azida soédica, com posterior homogeneizagdo. A suspensdo foi
centrifugada a 1500 g por 20 minutos a 5°C. Uma porgédo do sobrenadante (2ml) foi
transferida a um tubo de eppendorf contendo 20 microlitros de coquetel inibidor de
protease® (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo-Brasil), sendo, entdo, a amostra homogeneizada
e depois centrifugada a 15.000 g por 15 minutos a 5°C e o sobrenadante transferido a

um tubo estéril e armazenado a -20°C até quantificagéo da IgA.
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Para a quantificacdo da concentragao total de IgA no extrato de fezes utilizou-se
um kit de ELISA especifico para IgA canina (Bethyl laboratories, Montgomery, USA). A
placa foi recoberta com o anticorpo de captura (100 pL por pog¢o) e incubada por 1 hora.
Apo6s 3 lavagens com PBS + Tween 80, adicionou-se 200 pL por po¢o de solugéo de
bloqueio (PBS + Tween 80 + 6% leite em pd) e a placa foi incubada por 30 minutos.
Repetiu-se 0 mesmo procedimento de lavagem e entdo foram colocados na placa os
padrées (7 diluicbes) e as amostras de extrato fecal, em duplicata. Apés incubagéo por
1 hora e nova lavagem, foi colocado 100 pL por poco do anticorpo conjugado HRP na
diluicdo 1:100.000. Realizou-se entdo a ultima incubacdo de 1 hora e lavagem.
Colocou-se a solucdo de revelacdo TMB, aguardando 15 minutos e parando a reacao
com a adi¢cdo de 100 pyL de H.SO4 2M. A leitura foi realizada em leitor de microplacas
de ELISA (Microplate Reader MRX TC Plus, Dynex Technology, Chantilly, Virginia,
EUA) usando filtro de 450 nm. Todas as etapas foram realizadas a temperatura
ambiente.

Dos resultados obtidos, fez-se a subtracdo dos valores do branco. Obteve-se a
curva padrao, através da absorbancia e a concentragcéo ja conhecida dos padrbes
(fornecida no kit). Calculou-se entdo a equagdo da curva, gerando uma equacao
polinomial de segundo grau (as curvas tiveram R? superior a 0,99). Substituindo-se os
valores de absorbancia das amostras, péde-se encontrar a concentracéo de IgA nestas,
em ng/mL. Estes resultados foram divididos pelo peso das amostras de fezes,
expressando-se os valores por grama de fezes umidas. Devido a alta concentragédo de
IgA nas amostras, elas tiveram que ser diluidas em 1:1.200 para que ficassem entre os

valores maximos e minimos de leitura da amostra padréo.

4.8 Teste de hipersensibilidade tardia

Os procedimentos realizados foram adaptados dos descritos por Kim, H. et al.
(2000). Para este teste, foram injetados pela via intradérmica, na fossa paralombar dos
animais, ap6s a devida tricotomia, 100 yL de cada uma das solugbes que seguem: 1)
salina (0,9%) como controle negativo; 2) fito-hemaglutinina (0,5 g/L) (FHG - Lectina

obtida de Phaseolus vulgaris; L8754; Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, Brasil) para mensurar a
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resposta inespecifica; 3) vacina polivalente para cdes (Duramune® Max - 5CvK/4L,
contra Parvovirose, Cinomose, Adenovirus tipo 2, Hepatite, Parainfluenza, Coronavirose
e Leptospirose sorovares L. canicola, L. icterohaemorrhagiae, L. gripppotyphosa e L.
pomona; Fort Dodge Saude Animal, Campinas, Brasil) para mensurar a resposta
especifica.

A espessura da pele foi mensurada com um medidor digital de espessura
(Mitutoyo modelo 700-122, Téquio, Japéao - calibrado para exercer pressdo automatica
no local da leitura, com forca de 2 N) nos momentos 24, 48 e 72h apods as injecdes
intra-dérmicas e as medidas comparadas com as obtidas no momento inicial. Este teste

foi conduzido nos dias 0, 49 e 98.

4.9 Dosagens de citocinas em sobrenadante de cultura celular

Estas dosagens foram realizadas apenas no ultimo dia experimental (dia 126).
Primeiramente, realizou-se a separacdo das células mononucleares do sangue
periférico. Para isto coletou-se 2 ml de sangue, que foi diluido em 2 ml de PBS e
colocado cuidadosamente sobre uma camada de 3 ml de Ficoll-Paque PREMIUM® (GE
Healthcare, Uppsala, Suécia). Este foi entdo centrifugado a 400g, por 40 minutos, a
18°C, sendo entdo coletada a camada referente as células mononucleares. Apdés 3
lavagens com PBS as células foram diluidas em meio RPMI 1640 até atingirem a
concentragdo de 2 x 10° por ml. Cada amostra foi incubada em 3 pogos diferentes, o
primeiro contendo somente as células; no segundo foi adicionado 100 uL de LPS (10
pg/mL) (Sigma-Aldrich, Sao Paulo, Brasil); e ao ultimo acrescentaram-se 100 pyL da
vacina contra leptospirose (Duramune® LCI/GP, Fort Dodge, Campinas, Brasil), na
diluicdo de 1:32. As células foram colocadas em cultura celular e mantidas em estufa a
37°C por 24 horas. Apoés esse periodo realizou-se a centrifugacéo e o sobrenadante foi

coletado e armazenado a -70°C até posterior analise.

As citocinas TNF-a, IFN-y, IL-4 e IL-6 foram dosadas pelo painel de citocinas
MILLIPLEX™MAP (CCYTO-90K, MILLIPORE, Billerica, Massachusetts, EUA). As

amostras e padrdes foram incubados com as microesferas acopladas a cada um dos
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anticorpos monoclonais especificos para cada uma das quatro citocinas avaliadas.
Apbs lavagem, adicionou-se os anticorpos de deteccao biotinilados. Entéo, realizou-se
uma incubagdo com estreptavidina-PE. As amostras foram lidas no sistema de array
liquido — MILLIplex (Luminex 200, Luminex Corporation, St. Charles, Missouri, EUA).
Os coeficientes de variagdo do ensaio, fornecidos pelo fabricante, estdo demonstrados

na tabela 6.

Tabela 6. Precisao intra e inter-ensaio do painel de citocinas MILLIPLEX™MAP.

Citocina Precisdo Intra-ensaio (CV'%) Preciséao Inter-ensaio (CV' %)
TNF-a 13,2 20,0
IFN-y 8,0 17,6
IL-4 11,6 19,2
IL-6 3,9 15,8

4.10 Analise Estatistica

O experimento foi conduzido dentro de um delineamento inteiramente
casualizado, com quatro tratamentos (CT, PCL, BG1 e BG2) e 24 caes, totalizando seis
repeticdes por tratamento. Os dados foram submetidos a andlise de variancia pelo
procedimento GLM (General Linear Models) do software Statistical Analysis System
(Verséao 8.2, SAS Institute Inc., Cary, NC, EUA), sendo previamente testadas quanto as
suposi¢cdes da analise de variancia (normalidade e homocedascidade da variancia).
Quanto necesséria utilizou-se a transformacao logaritmica das variaveis (log x + 1).
Quando diferencas significativas foram detectadas pelo teste F da ANOVA,
comparagdes multiplas foram conduzidas pelo Teste de Tukey, adotando-se como
significatvo p < 0,0. As variaveis hemograma, analises bioquimicas,

imunofenotipagem e IgA fecal foram analisadas por andlise de variancia de medidas
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repetidas no tempo. Comparagdes multiplas das médias foram feitas usando o teste de

Tukey. Um valor de p<0,10 foi adotado como significativo.

5. RESULTADOS

As dietas foram bem consumidas e os cdes mantiveram o peso corporal, com os
ajustes de quantidade de alimento sendo realizados individualmente. A producao de
fezes foi normal, com fezes firmes, sem diarréia. Os animais também nao apresentaram
vomito. O consumo meédio de alimento foi de 167,2 + 3,8 g/cao/dia, sem diferencas
entre tratamentos, isto gerou uma ingestao diaria média para cada céo de 33,2 mg de
PCL; 2,6 mg de BG1 e 2,4 mg de BG2, respectivamente para os grupos PCL, BG1 e
BG2.

5.1 Hemograma e exames bioquimicos

Os resultados eritroleucométricos e plaquetarios de caes mediante consumo das
dietas experimentais s&o apresentados na Tabela 7. Os parametros bioquimicos estao
apresentados na Tabela 8. Os valores de normalidade de tais parametros para a
espécie canina encontram-se no Anexo 1.

A quantificagdo das hemacias levou apenas a uma diferenca ao longo do tempo,
no grupo PCL, sendo significativamente maior no dia 98, em relagcdo ao dia 0. O
hematocrito teve bastante variagdo entre os grupos e entre os dias, mas esses valores
permaneceram dentro dos parametros de normalidade.

Observou-se um aumento na contagem dos linfécitos para o grupo BG2, ao longo
do tempo. Esta contagem elevou-se significativamente no dia 42, em relagédo ao dia 0,
mas voltou a diminuir no dia 70. Em relagdo aos monacitos, para CT, notou-se que nos

dias 14, 56 e 98 o numero de células foi significativamente menor que no dia 42.
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Tabela 7. Resultados de hemograma de caes controle e mediante consumo de dietas
com diferentes derivados de parede celular de levedura de cana-de-agucar.

Dietas’

Item EPM? cv P
CT PCL BG1 BG2

Hemacias

(x10%/uL)
Dia 0 5,873" 5,433 5592% 55494 0,12 10,70 0,19
Dia 14 524"  409%8  4928A 4 9aA 0,09 865 0,38
Dia 42 579" 5388 57 5,594 0,11 9,32 0,22
Dia 56 6,112 591"  593a* 5 g7 0,11 8,87 0,66
Dia 70 5862 5758  5@ah 5455 0,13 11,01 0,26
Dia 84 6,28%" 61728 6,23 57134 0,13 10,80 0,03
Dia 98 5,943* 6,32% 6,33 5773 0,13 10,14 0,01

Hematocrito

(%)
Dia 0 40,528 38,62°BC 39 437BC  3g 5ahB 0,92 11,49 0,47
Dia 14 36,12  3513%C  348® 340" 0,63 8,85 0,51
Dia 42 40,1%"8 379  387%"8 39,0 0,81 10,20 0,48
Dia 56 42.6%® 41,788  4232°¢  40,5%® 0,86 10,03 0,46
Dia 70 40,528 40,4°8C 39,0%°C 37 828 0,99 12,20 0,16
Dia 84 43,328 43,3%®  43,92°P 3982 1,02 11,69 0,01
Dia 98 40,9%"® 44 4% 44 8% 40,528 0,93 10,69 0,01

Hemoglobina

(g/dL)
Dia 0 15,252% 14,582  14,85%" 14 43" 0,35 11,50 1,00
Dia 14 15,222%  1500®* 15,072 14,53" 0,29 9,57 1,00
Dia 42 15,052%  14,48%" 14,77%" 15,15° 0,32 10,57 1,00
Dia 56 16,032 15932" 16,232" 15172" 0,33 10,10 1,00
Dia 70 15,102 15,182 14,882 14,03" 0,38 12,50 1,00
Dia 84 14,57*" 14,63 14,80 13,42 4,60 118,33 1,00
Dia 98 14,28  1535%%  1540%* 14,15%" 0,32 10,77 1,00

Continua...




25

Dietas’

Item EPM? cVv P
CT PCL BG1 BG2

Leucoécitos

(x10%/uL)

Dia 0 7,0227 8,052/ 7,827 7,233A 0,24 15,55 0,46
Dia 14 7,433 9,683 9,433 7,873 0,35 20,21 0,01
Dia 42 9,08%" 9,483 8,853 8,55 0,36 19,63 0,63
Dia 56 7,334 6,85%" 8,20" 7,153 0,25 16,89 0,30
Dia 70 7,353 8,782/ 8,402 7,723 0,36 21,88 0,20
Dia 84 7,553 7,673 8,703 8,28 0,40 2412 0,36
Dia 98 7,553 9,00%* 7,703 9,00%" 0,32 19,03 0,08
Eosindfilos

(céls/pL)

Dia 0 191,32*  208,32* 2333 201,8" 36,53 77,35 0,84
Dia 14 311,22%  480,7%* 521,8#"® 208,12 5763 74,21 0,06
Dia 42 497,72  604,02% 792,328 4735 6925 57,32 0,07
Dia 56 283,32" 431,02 402,528 2410 4549 6565 0,40
Dia 70 363,52" 528,52" 415,72 309,22 46,40 56,23 0,38
Dia 84 316,82"  308,3%" 483,72 486,22 5279 64,85 0,32
Dia 98 333,22"  437,3®" 510,72"® 309,1®* 57,19 70,47 0,38
Neutrofilos

bastonetes

(céls/pL)

Dia 0 136,32 164,82 1155%" 59 42" 14,31 58,91 0,05
Dia 14 113,52 169,52 192,3%*  160,8®" 2257 69,52 0,21
Dia 42 40,83 59 83" 63,2" 02A 12,86 153,78 0,33
Dia 56 68,73" 79,73 82,03" 82,13* 6,95 43,62 0,98
Dia 70 100,82 175,33%" 19533 12522 16,52 54,24 0,05
Dia 84 99,52  88,002"  60,2* 133,5%* 1196 61,49 0,29
Dia 98 62,52 75,234 89 23" 75,53 7,26 47,07 0,92

Continua...
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Item Dietas’ EPM2 CV P
CT PCL BG1 BG2

Neutrofilos

segmentados

(x10%/uL)
Dia 0 4,832 5,973" 5,662" 5,273" 0,23 20,96 0,44
Dia 14 5,192" 6,832" 6,842" 5,01a% 0,35 28,62 0,01
Dia 42 5,94a" 6,512" 5,682" 5,11a" 0,32 26,97 0,29
Dia 56 5,722" 5,012" 5,942" 4,742A 0,26 23,43 0,31
Dia 70 5,114 6,532" 6,273" 5,403" 0,37 30,86 0,18
Dia 84 5,427 5,332" 6,362" 5,81a" 0,35 30,37 0,49
Dia 98 5,602" 6,232" 5,562" 6,132" 0,28 23,47 0,71

x10%0)
Dia 0 1,612"8 1 35" 1,504 1,247 0,07 24,34 0,50
Dia 14 1,612 191" 1,602" 2,152"8 0,14 36,64 0,11
Dia 42 2,072 1,884 1,894 2,1828 0,11 28,09 0,60
Dia 56 1,0328 1,144 1,534 1,8324B 0,14 49,00 0,01
Dia 70 1,452"8 1 1587 1,154 1,227 0,90 3528 0,61
Dia 84 1,452"8 1 @2ah 1,504 1,492°B 0,93 30,22 0,91
Dia 98 1,352"B 1 952" 1,292% 1,8224B 0,11 34,94 0,02

iy
Dia 0 244,328 266 7%* 3058  268,02" 20,08 36,27 0,90
Dia 14 202,22* 293,82 278,02" 243,32 22,44 43,22 0,69
Dia 42 518,228 431,52% 4225%% 37229 49,80 55,95 0,36
Dia 56 211,3**  184,8%% 2438" 1528 17,96 44,39 0,72
Dia 70 278,5*"® 393 72" 3615  212,6%" 28,50 44,81 0,12
Dia 84 264,02"® 266,02 303,0%  247,9%" 20,70 37,52 0,92
Dia 98 208,3** 301,22 239,02  388,8%" 31,07 53,54 0,14

Continua...
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Dietas’

Item
CT PCL BG1 BG2
Plaquetas (x10%/uL)
Dia 0 253,327 282 3aA 247 7A 293,82/
Dia 14 212,08" 229,78 204,33 246,73
Dia 42 227,73"8 254 737 226 73° 235,3A
Dia 56 276,32"8  263.0* 246,23 297,53/
Dia 70 252,028 24722  246,8%" 291,2°
Dia 84 321,0%® 253,8% 282,83 322,5°
Dia 98 303,08 284,8%  286,3%" 263,424

EPM?

14,11
12,92
11,99
13,40
14,49
26,41
15,53

cv

25,68
28,35
24,87
24,25
27,37
49,33
26,66

0,23
0,38
0,69
0,25
0,27
<0,01
0,88

' - CT = grupo controle; PCL = 0,2% de parede celular de levedura; BG1 = 0,015% beta-glucano 1; BG2 =

0,015% beta-glucano 2.

2_ erro padrao da média, n=6 por tratamento.
2°_médias na linha sem uma letra mintiscula em comum diferem pelo teste de Tukey (p=<0,10).

AB

- médias na coluna sem uma letra maiuscula em comum diferem pelo teste de Tukey (p<0,10).
Comparacao valida apenas para uma mesma variavel.
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Tabela 8. Resultados de exames bioquimicos de caes controle e mediante consumo de
dietas com diferentes derivados de parede celular de levedura de cana-de-acgucar.

H 1
Item Dietas EPM CV P
CT PCL BG1 BG2

Proteinas totais

(g/dL)
Dia 0 7,35%78 7 60°C 6,388 6,75°" (0,14 9,97 <0,01
Dia 14 6,38%° 6,48% 6,23** 6,40 012 895 0,69
Dia 42 6,86°° 6,61 6,40 650 010 7,73 0,16
Dia 56 6,59 642 628 6,19% 0,08 6,12 0,27
Dia 70 7,81% 7,60%¢ 704" 6,99°® 0,17 11,28 <0,01
Dia 84 7,30BC  g,92ABC g 30PAB 537948 014 10,27 <0,01
Dia 98 7.27%°8¢ 7 10*8C 604® 685" 010 6,82 0,21

Albumina (g/dL)
Dia 0 2,98% 3,01 3,09 318" 0,05 7,52 0,26
Dia 14 3,24%8 3923 392838 33498C (o4 6,12 0,71
Dia 42 3,248 3,16 3,07 3362"8¢ 005 7,50 0,07
Dia 56 3,01 2,98 295" 2098% 005 8,72 0,97
Dia 70 3,56%° 3,39%* 331%8 339®C 0,07 10,56 0,19
Dia 84 3,48% 3,222 3168 3,22¢"8C (gog 887 0,03
Dia 98 3,438 335" 341 360® 007 986 0,15

Creatinina (mg/dL)
Dia 0 0,822 0,98 0,95 0,92 0,02 13,04 0,99
Dia 14 1,03 1,113 1,23 115" 0,03 12,50 0,99
Dia 42 0,93 1,023 1,12% 0,89 0,04 19,19 0,97
Dia 56 0,97* 1,023 1,00#  1,03** 0,03 13,00 1,00
Dia 70 1,15% 1,153 1,17% 1,17 0,04 12,80 0,99
Dia 84 0,943 1,04 1,02** 0,96 0,03 15,15 0,99
Dia 98 0,90% 1,013 1,04* 1,05 0,03 15,00 0,99

Continua...
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Dietas’

Item EPM CV P
CT PCL BG1 BG2

Ureia (mg/dL)
Dia 0 19,8 21,0 19,1 236" 115 27,01 0,63
Dia 14 30,18 30,38 30,82 342%BC 121 1892 0,66
Dia 42 28,98 20,724 233" 2538 140 27,94 0,15
Dia 56 38,92 394% 385% 441 239 2914 0,40
Dia 70 29.7%8 3048 2008 376%° 123 19,10 0,08
Dia 84 29,0%8 30, 7¥8 3128 353%BC 151 1855 0,31
Dia 98 395 350%® 31128 379® 186 2536 0,12

ALT (UIL)
Dia 0 38,4 436" 498%* 672°% 4,33 4258 <0,01
Dia 14 36,7 47,1%% 454" 61,18 517 5324 0,01
Dia 42 37,52  47,1%* 384" 375® 280 34,11 0,38
Dia 56 36,7 445" 436** 56,7 311 3362 0,02
Dia 70 38,4 445" 428" 498" 233 26,05 0,37
Dia 84 42 4%* 50,12 48,1** 56,8#° 231 2290 0,17
Dia 98 41,4% 587" 4843 5498 399 3846 0,04

FA (U/L)
Dia 0 92,28 74 338 78 32A  100,3** 533 30,27 0,14
Dia 14 64,98 774%8 55334 gp22A 508 3587 0,17
Dia 42 88,2a"8 704" 5113% 719®* 728 50,66 0,04
Dia 56 73,124  856*B 76,0 109,17 6,39 36,41 0,02
Dia 70 88,0 100,5*® 60,3** 895" 6,89 3991 0,01
Dia 84 95,32"8 86,08 61,012 89,22 6,07 3588 0,04
Dia 98 119,32 1226%® 746 130,9% 969 4244 <0,01

' - CT = grupo controle; PCL = 0,2% de parede celular de levedura; BG1 = 0,015% beta-glucano 1; BG2 =

0,015% beta-glucano 2.

% erro padrao da média, n=6 por tratamento.
2°_ meédias na linha sem uma letra mintscula em comum diferem pelo teste de Tukey (p<0,10).

AB_ médias na coluna sem uma letra maitiscula em comum diferem pelo teste de Tukey (p<0,10).
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5.2 Dosagem de anticorpos anti-Leptospira

A titulagdo de anticorpos contra os sorovares de Leptospira avaliados encontra-se
na Tabela 9. Somente o sorovar Icterohaemorrhagiae induziu resposta mais consistente
em alguns cées, mas no geral a resposta vacinal foi baixa, indicando que a técnica

escolhida é pouco sensivel.

Tabela 9. Titulagcao de anticorpos anti-Leptospira de caes controle e mediante consumo

de dietas com derivados de parede celular de levedura.

Icterohaemorrhagiae Canicola Pomona Grippotyphosa
Grupo Animal Dia
0 42 70 98 | 0 42 70 98| 0 42 70 98 0 42 70 98

1 - 100 - - S L - - - 40 - - -

2 - 100 - - - - - -] - - - - 100 - - -

3 - 100 - - - - - - - - - - 40 - - -

cT 4 - 100 - - - - - -] - - - - 40 - - -
5 - - - - - - - - - - - - - - - -

6 - 100 500 - e - - - - - - -

1 - 100 40 - - - = -] - - - - - - - -

2 - - - - e - - - - - - -

3 - 80 40 - - - - - - - - - - - - -

PCL 4 - - 40 - I - - - - - - -
5 - - 40 - - - = =] - - - - - - - -

6 - - - - I - - - - - - -

1 - - - - - - - - - - - -

2 - - 40 - S L - - - - - - -

3 - - 40 - - - - - - - - - - - - -

BG1 4 - 40 - - - - - - - - - - - - - -
5 - 80 100 - - 40 - - | - - - - - - - -

6 - 40 100 - - 40 - - | - - - - - - - -

1 - 80 40 - - - - -] - - - - - - - -

2 - 100 - - - - - -] - 40 - - - - - -

3 - - - - e - - - - - - -

BG2 4 - - 40 - - - - - - - - - - - - -
5 - 40 100 - - - - -] - - - - - - - -

6 - - - - - - - - - - - - - - - -

! - CT = grupo controle; PCL = 0,2% de parede celular de levedura; BG1 = 0,015% beta-glucano 1; BG2 =
0,015% beta-glucano 2.
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5.3 Imunofenotipagem
Os resultados da imunofenotipagem dos linfécitos de caes mediante consumo das
dietas experimentais estao apresentados nas Tabelas 10 a 14 e ilustrados na Figura 3.
Houve interagéo entre tratamento e dia (p=0,03) para os linfocitos T totais (CD5").
Estas células diferiram significativamente entre tratamentos no dia 98, quando BG1 foi
menor que PCL (Tabela 10). Em relagdo ao dia 0, notou-se aumento significativo ao

longo do tempo no numero de células para o grupo BG2, maior no dia 42.

Tabela 10. Resultados de contagem de linfocitos T totais (CD5") de cées controle e
mediante consumo de dietas com diferentes derivados de parede celular de levedura de

cana-de-agucar.

Dia Dietas' EPM2 CV P
CT PCL BG1 BG2
CD5" (céls x 10°/uL)
0 0,96* 0,87% 0,99% 0,72% 0,06 32,76 0,43
14 0,99% 1,18% 1,052 1,35%8 0,10 40,95 0,20
42 1,323 1,243 1,33 1,47%8 0,09 32,35 0,62
56 0,74 0,75 1,07 1,2138 0,09 46,05 0,19
70 0,96 0,76 0,70* 0,79 0,07 40,63 0,46
84 0,814 0,85 0,75 0,72% 0,056 31,70 0,89
98 0,9120A 1,342 0,77°A 1,22%A8 0,08 36,17 <0,01

' - CT = grupo controle; PCL = 0,2% de parede celular de levedura; BG1 = 0,015% beta-glucano 1; BG2 =
0,015% beta-glucano 2.

% erro padrao da média, n=6 por tratamento.

2°_médias na linha sem uma letra mintiscula em comum diferem pelo teste de Tukey (p<0,10).

AB_ médias na coluna sem uma letra maitiscula em comum diferem pelo teste de Tukey (p=<0,10).
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Para os linfécitos T helper (CD5'CD4%), Tabela 11, verificou-se interagéo
tratamento e dia (p= 0,03). No grupo BG2, o numero de células se elevou
significativamente nos dias 14 e 42 com relagdo ao dia 0. Entre grupos, observou-se
que BG1 foi menor que o BG2 no dia 14 e menor que PCL e BG2 no dia 98.

Tabela 11. Contagem de linfocitos T helper (CD5'CD4") de caes controle e mediante

consumo de dietas com diferentes derivados de parede celular de levedura de cana-de-

agucar.
. 1
Dia Dietas EPM2 CV P
CT PCL BG1 BG2
CD5'CD4" (céls x 10%/L)
0 0,492 0,45 0,492 0,43 0,04 4321 0,89
14 0,53%A 0,677 0,473/ 0,81°B¢ 0,05 40,46 <0,01
42 0,713 0,68 0,63 0,85% 0,05 34,57 0,15
56 0,413 0,443 0,513 0,68*8¢ 0,05 4536 0,22
70 0,48% 0,43 0,322 0,438 0,04 43,72 0,44
84 0,45 0,492 0,33 0,4138 0,03 30,59 0,40
98 0,47%A 0,722 0,35 0,708¢ 0,04 34,90 <0,01

' - CT = grupo controle; PCL = 0,2% de parede celular de levedura; BG1 = 0,015% beta-glucano 1; BG2 =
0,015% beta-glucano 2.

% erro padrao da média, n=6 por tratamento.

2°_meédias na linha sem uma letra mintiscula em comum diferem pelo teste de Tukey (p=<0,10).

AB_ médias na coluna sem uma letra maitiscula em comum diferem pelo teste de Tukey (p<0,10).



33

Para os linfocitos T citotoxicos (CD5"CD8") também houve interacéo tratamento e
dia (p=0,08), como pode ser visto na Tabela 12. Em relagéo ao tempo 0, o grupo PCL
apresentou aumento significativo destas células no dia 98 e o BG2 no dia 42. Além
disso, no dia 98, o PCL apresentou maior contagem de CD5'CD8" que CT e BG1.

Tabela 12. Contagem de linfocitos T citotoxicos (CD5°CD8") de cdes controle e
mediante consumo de dietas com diferentes derivados de parede celular de levedura de

cana-de-agucar.

Dia Dietas'
CT PCL BG1 BG2 EPM? cv P
CD5'CD8" (céls x 10%/L)

0 0,24% 0,25 0,25% 0,17 0,02 36,40 0,54
14 0,26* 0,328 0,34 0,31 0,03 50,57 0,62
42 0,36% 0,378 0,414 0,41%® 0,04 4435 0,79
56 0,20 0,22 0,32 0,348 0,03 51,24 0,24
70 0,25% 0,23* 0,20 0,25%8 0,02 48,47 0,84
84 0,21% 0,23* 0,23* 0,19%® 0,02 39,57 0,90
98 0,24% 0,508 0,26**  0,34®"® 0,04 57,81 <0,01

' - CT = grupo controle; PCL = 0,2% de parede celular de levedura; BG1 = 0,015% beta-glucano 1; BG2 =
0,015% beta-glucano 2.

% erro padrao da média, n=6 por tratamento.

2°_médias na linha sem uma letra mintscula em comum diferem pelo teste de Tukey (p<0,10).

AB_ médias na coluna sem uma letra maitiscula em comum diferem pelo teste de Tukey (p<0,10).
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Na relacao CD4:CD8 foi observada interagdo entre tratamento e tempo (p=0,08),

BG1 demonstrou menor contagem de células que BG2 e PCL no 14° dia ap6s o inicio

da administragdo dos derivados de parede celular de levedura. No dia 84, BG1 também

foi menor que CT (Tabela 13).

Tabela 13. Relagcédo CD4:CD8 de caes controle e mediante consumo de dietas com

diferentes derivados de parede celular de levedura de cana-de-agucar.

- 1
Dia Dietas EPM?] CV P
CT PCL BG1 BG2
Relagdo CD4:CD8
0 2,07 2,06 2,043 2,60 0,19 42,89 0,12
14 2,17%A 2,68 1,392 2,90 0,20 43,79 <0,01
42 2 242 2,10 1,543 221 015 36,92 0,35
56 2,213 2,13 1,51%° 2,25% 0,14 33,08 0,22
70 2,18 2,10% 1,863 1,70 0,18 43,73 0,69
84 2,462 2,28%A 1,447 2,23 017 3921 <0,01
98 2,323 1,84% 1,39 2,16 0,17 4213 0,24

' - CT = grupo controle; PCL = 0,2% de parede celular de levedura; BG1 = 0,015% beta-glucano 1; BG2 =
0,015% beta-glucano 2.

% erro padrdo da média, n=6 por tratamento.

2°_médias na linha sem uma letra mintscula em comum diferem pelo teste de Tukey (p<0,10).
AB_ médias na coluna sem uma letra maitiscula em comum diferem pelo teste de Tukey (p<0,10).
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Com relagédo aos linfocitos B (CD45°CD21%) notou-se aumento no numero de
células no dia 98 para os tratamentos PCL e BG2, que se revelaram maiores que o

verificado para o grupo controle (Tabela 14).

Tabela 14. Contagem de linfocitos B (CD45°CD21%) de cées controle e mediante

consumo de dietas com diferentes derivados de parede celular de levedura de cana-de-

agucar.
. 1
Dia Dietas EPM2 CV P
CT PCL BG1 BG2
CD45*CD21* (céls x 10°/uL)

0 0,188 0,173 0,223 0,19 0,02 47,10 0,73
14 0,198 0,213 0,20 0,28% 0,03 5841 0,25
42 0,29% 0,23% 0,283 0,37 0,03 5161 043
56 0,11%® 0,113 0,213 0,213 0,02 58,31 0,10
70 0,168 0,13 0,18% 0,313 0,03 71,37 0,11
84 0,188 0,202 0,18% 0,25% 0,02 48,81 0,55
98 0,138 0,29°A 0,19%A 0,314 0,02 43,50 <0,01

' - CT = grupo controle; PCL = 0,2% de parede celular de levedura; BG1 = 0,015% beta-glucano 1; BG2 =
0,015% beta-glucano 2.

% erro padrao da média, n=6 por tratamento.

2°_médias na linha sem uma letra mintiscula em comum diferem pelo teste de Tukey (p=<0,10).
AB_médias na coluna sem uma letra maitiscula em comum diferem pelo teste de Tukey (p<0,10).
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Figura 3. Contagens das subpopulagbes de linfécitos de cédes controle e mediante

consumo de derivados de parede celular de levedura de cana-de-agucar: (a) Linfécitos
T totais (CD5"); (b) Linfocitos T helper (CD5'CD4); (c) Linfocitos T citotoxicos
(CD5'CD8"); (d) Relagdo CD4:CD8; (e) Linfocitos B (CD45°CD21%). CT = grupo

controle; PCL = parede celular de levedura; BG1 = beta-glucano 1; BG2 = beta-glucano

2.
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5.4 Avaliagdo de IgA nas fezes

Foram observadas discretas variagdes nas concentragbes fecais de IgA. N&o
houve interagéo entre tratamento e dia (p=0,82), nem efeito geral de tratamento ou dia

de mensuracéo (p>0,1).

Tabela 15. Concentracao de IgA nas fezes de caes (mg IgA por g fezes umidas) de
caes controle e mediante consumo de dietas com diferentes derivados de parede

celular de levedura de cana-de-agucar.

Dia Dietas' EPM2  CV p
CT PCL BG1 BG2
mg de IgA por grama de fezes Umidas

0 4,12 2,62 3,27 6,11 0,40 48,09

42 4,04 4,96 5,32 6,20 0,53 50,78

70 2,99 3,18 4,69 5,29 0,66 83,00

98 3,40 4,18 5,76 5,28 0,57 60,30

Média 3,59 3,74 4,76 5,72 0,18

' - CT = grupo controle; PCL = 0,2% de parede celular de levedura; BG1 = 0,015% beta-glucano 1; BG2 =
0,015% beta-glucano 2.
2 erro padrdo da média, n=6 por tratamento.
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Figura 4. Concentracdo de IgA nas fezes de cédes (mg IgA por g fezes umidas)
mediante consumo de dietas com diferentes derivados de parede celular de levedura de
cana-de-acucar. CT = grupo controle; PCL = parede celular de levedura; BG1 = beta-

glucano 1; BG2 = beta-glucano 2.

5.5 Teste de hipersensibilidade tardia
Os resultados do teste de hipersensibilidade tardia estdo apresentados na Tabela
16. Os grupos PCL e BG2 apresentaram maior resposta de hipersensibilidade que o

grupo controle a inoculagéo intradérmica de vacina polivalente (Figura 5).
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Tabela 16. Resposta de hipersensibilidade tardia de caes mediante consumo de dietas

com diferentes derivados de parede celular de levedura de cana-de-agucar.

Dietas’

Injecao Dia Hora
CT PCL BG1 BG2 EPM? cCV P

Variacdo percentual da espessura
cutanea em relagéo a hora 0

Salina 0 24 -12,30° -17,32* 17,877 -1535%* 430 2518 0,37
Salina 0 48 -10,39° -14,66* -16,12° -13,20° 435 2514 0,48

Salina 0 72 -1312% 9,68 -1547% -1481° g5 13,53 0,84

Salina 49 24 16,21 -6,59* -14,89® -8,11° 159 1552 0,15
Salina 49 48 -11,97% -580* -13,65% -9,87° 133 13,07 0,41

Salina 49 72 -11,77% 9,33 -14,02°  -13,24° 4095 12,26 0,56

Salina 98 24  -924% 9197 13,14 6,822 433 10,32 0,51
Salina 98 48  -8,00° -7,64° -9547 545 3o 7,24 0,55

Salina 98 72 -7,60* -7,00a -7,342 -6,30? 1292 843 0,99

FHG® 0 24 556° 431 665  671° 4143 580 0,96

FHG 0 48 049° -147° 5258 561° .. 031 0,60

FHG 0 72 -5,012  -6,122  -90,542 14,177 181 14,84 0,29

FHG 49 24 10,652 9,382 12,25 9,672 184 967 0,96

FHG 49 48 -3,312 1,282 3,318 -529° 4135 6,95 0,08

FHG 49 72 -4,98% -5,042  -5,04° 10,79* 4140 7,82 0,20

Continua...
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Dietas’

Injecdo Dia Hora

CT PCL BG1 BG2 EPM> CV P

Variagcédo percentual da espessura

cutédnea em relagdo a hora 0

FHG 98 24 11,26 8,70° 9,022 9,80° 170 6,20 0,86
FHG 98 48 4142 2912 1,09 -1,5° 130 7,09 091
FHG 98 72 6537 -190° -405° -528° 137 828 0,79
Vacina 0 24  542° 14,83 1,83 9,282 378 16,28 0,38
Vacina 0 48  7,07* 1566 2,922 10,05 339 16,99 042
Vacina 0 72 0517 9597 -226° -025° 9g4p 2222 0,28
Vacina 49 24  11,50* 28,33% 10,70 2507*° 35 7,62 0,16
Vacina 49 48  7,92° 2570° 12,41* 19,99 5,45 6,06 0,06
Vacina 49 72  587% 1822* 3,62° 13812 39 1059 0,18
Vacina 98 24 3,83 16,75 4,71 12,69 494 659 0,08
Vacina 98 48  3,08° 13,73% 6,54 1254 443 519 0,05
Vacina 98 72 -1,13° 13,08% 3,74®  862® 4192 507 <0,01

' - CT = grupo controle; PCL = 0,2% de parede celular de levedura; BG1 = 0,015% beta-glucano 1; BG2 =
0,015% beta-glucano 2.
% erro padrao da média, n=6 por tratamento.

% fitoemaglutinina
- médias na linha sem uma letra mintscula em comum diferem pelo teste de Tukey (p<0,10).

a,b,c
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Figura 5. Resposta de hipersensibilidade tardia de caes (expressa como porcentagem
de aumento na espessura de pele em relagéo a hora 0) a vacina polivalente no dia 98.
A espessura da pele foi medida 0, 24, 48 e 72 horas apdés a injecao. Valores expressos
como média + EPM, médias em cada tempo sem uma letra minuscula em comum

diferem pelo teste de Tukey (p<0,10).

5.6 Dosagens de citocinas em sobrenadante de cultura celular

Os resultados da produgéo ex vivo de citocinas mediante estimulacéo de cultura
de células mononucleares estdo apresentados na Tabela 17. A concentracédo do fator
de necrose tumoral alfa (TNF-a) diferiu entre os grupos, sendo no grupo BG2
significativamente maior que o controle nas culturas de células estimuladas com LPS e
com vacina. Nao foram observadas diferencas significativas nas concentragbes de IL-4,
IL-6 e IFN-y.
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Tabela 17. Concentragdes médias de citocinas em sobrenadante de cultura celular de
células mononucleares de ciaes mediante consumo das dietas com diferentes derivados

de parede celular de levedura de cana-de-agucar.

Dieta’ 2
Citocina CcT PCL _ BG1  BGz EFM cv. P
pg/mL
IL-4
Células 865 35132 67,92 106,522 19,64 176,3 0,35
LPS 174,412 134,122 26,362 51,622 3169 160,7 0,34
Vacina 36,592 163,22 39242 74,722 30,24 188,9 0,43
IFN-y
Células 12,712 17,112 19,642 116,922 2556  301,8 0,42
LPS 15,212 16,882 12,372 43,67° 7,44 165,5 0,43
Vacina 12,302 17,992  16,98% 97,377 20,89 283,0 0,43
TNF-a
Células 105,06° 186,79 24510%* 320,13* 29,51 67,5 0,10
LPS 156,8° 285,7* 136,5° 460,0° 39,49 745 0,03

Vacina® 143,4° 306,1* 179,3* 381,72 38,07 73,8 0,05
IL-6

Células 0,002 1,252 1,282 1,202 0,34 179,8 0,49
LPS 10,762 1,302 4,328 4,602 2,36 2253 0,57
Vacina 22,622 0,692 1,202 2,412 4,69 324,9 0,30

' - CT = grupo controle; PCL = 0,2% de parede celular de levedura; BG1 = 0,015% beta-glucano 1; BG2 =
0,015% beta-glucano 2.

% erro padrao da média, n=6 céaes por dieta

®_ resultados estatisticos obtidos mediante transformacgao logaritmica das variaveis - log (x +1).

2*_ médias na linha sem uma letra mintscula em comum diferem pelo teste de Tukey (p<0,10).
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6. DISCUSSAO

O presente estudo &, até entdo, o primeiro localizado na literatura envolvendo a
inclusdo de beta-1,3/1,6-glucano em alimento extrusado para cées. A ingestdo dos
alimentos com derivados de parede celular de levedura resultou em alteracdo em
alguns dos parametros imunes mensurados para os grupos PCL e BG2, mas n&o para

BG1, demonstrando que nem todos estes compostos tém acao semelhante.

O experimento foi conduzido em um planejamento inicial de 84 dias (12 semanas)
de duracao. Por indisponibilidade de laboratérios, a terceira coleta precisou ser adiada,
estendendo o periodo total em duas semanas, totalizando 98 dias. Quase ao término
desse periodo, considerou-se a possibilidade de realizagdo das dosagens de citocinas
em sobrenadante de cultura celular. Devido a dificuldade em padronizar a técnica, este
exame sO foi possivel no dia experimental 126, sendo, entéo, realizado apenas uma

vez, ao final do periodo experimental.

Os parametros de bioquimica sérica apresentaram certa variacao entre os grupos.
Apesar disso, todos permaneceram dentro dos valores de normalidade para caes
preconizados por Kaneko et al. (1997). Algumas das diferencas encontradas ja estavam
presentes na avaliagdo basal, sugerindo que n&do houve influéncia dos nutracéuticos
sobre tais parametros. Na avaliagdo eritroleucométrica as médias de alguns grupos
ficaram abaixo dos valores de normalidade para caes sugeridos por Feldman; Zinkl,
Jain (2000) para hemacias, hematécrito, eosinéfilos e monécitos. Entretanto, ficaram
muito proximas dos limites inferiores, indicando alteragbes discretas. Ao longo do
estudo estes valores se elevaram, atingindo todos os grupos os valores de normalidade
para caes, exceto para eosinofilos.

Apesar de avaliar a imunocompeténcia de forma n&o antigeno-especifica, a
contagem de linfécitos do hemograma revelou aumento ao longo do tempo no grupo
BG2. Esse aumento foi mais evidenciado na quantificacdo das subpopulag¢des dessa
célula pela imunofenotipagem, a qual também foram notadas diferencas para os cées
consumindo PCL. A adigdo de BG2 a dieta levou ao aumento no tempo do numero de
linfocitos T totais, T helper, T citotdxicos, enquanto a adigdo de PCL em aumento de

linfocitos T citotoxicos. Efeitos entre tratamentos em cada tempo, no entanto, foram
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menos pronunciados, ficando estes mais evidentes, de maneira geral, no dia 98 com
menores contagens de linfécitos T totais, T helper e T citotdxicos para o tratamento
BG1, apresentando o tratamento CT valores intermediarios ou mais baixos que BG2 e
PCL. As contagens de linfocitos B no dia 98, no entanto, foram maiores para BG2 e
PCL, intermediarias para BG1 e menores para CT.

Efeitos sobre a imunidade, resultantes da ingestdo oral de parede celular de
levedura, ja foram estudados na espécie canina. Gomes (2009) encontrou resultados
semelhantes aos do presente estudo, também com aumento de linfocitos B e linfocitos
T totais. Outros estudos envolvendo PCL e subpopulagées linfocitarias com caes nao
foram encontrados. Com relagdo aos efeitos da fracdo beta-glucano por via oral, os
resultados encontrados sdo os primeiros com este tipo de avaliagdo, mostrando sua
acao também na espécie canina.

Talvez os efeitos observados n&do tenham sido mais significativos pelas doses
empregadas. Chae et al. (2006) mostraram que a suplementagdo com beta-glucano em
frangos de corte foi benéfica, causando aumento das células CD8". No entanto, a dose
empregada por estes pesquisadores foi quase o triplo (0,04%) da usada no atual
trabalho. Na dose de 0,02% eles ndo notaram diferenca nas concentra¢des sanguineas
destas células. Diferengas nas subpopulacdes de células CD4" e linfocitos B também
nao foram encontradas. Em outro trabalho com aves, Guo; Ali; Qureshi (2003) notaram
aumento de células CD4", CD8" e CD4"CD8" em linfocitos intestinais intraepiteliais Em
suinos, resposta ao BG foi demonstrada com 0,02% de inclusdo, estes animais tiveram
elevacgéo das células T helper e T citotoxicas apos 8 semanas de experimento (Hahn et
al., 2006). Estes autores também observaram efeitos positivos sobre a digestibilidade,
sendo essa aumentada para a matéria seca, energia bruta, proteina bruta, extrato
etéreo, calcio e fésforo.

As contagens de linfocitos T e B ndo demonstraram aumento apds a estimulagéo
vacinal com antigenos de Leptospira. De maneira geral, a contagem dos diferentes
subtipos de linfécitos nao se alterou no tempo (p>0.1), com excec¢éo do grupo BG2 e de
T citotoxico para PCL. Aplicou-se a vacina contra leptospirose para imunoestimulagéo
dos animais e melhor avaliacdo de sua competéncia imunolégica, semelhante ao

desafio antigénico realizado por Stuyven et al. (2010) em céaes, que utilizaram uma



47

vacina bivalente, contra Bordetella bronchiseptica e o virus da Parainfluenza tipo 2.
Supds-se que com essa carga antigénica, diferengas na resposta imune entre os
grupos seriam mais evidenciadas. A escolha desta vacina se deu pelos animais serem
previamente vacinados com os sorovares contidos nela e pela metodologia de
avaliacdo soroldgica estar bem padronizada. A soroaglutinagcdo microscopica, no
entanto, se mostrou técnica pouco sensivel na detecgéo de anticorpos anti-Leptospira.
Notaram-se baixos titulos, mesmo apdés a vacinagcdo, sendo que 0s animais
responderam de maneira um pouco maior em somente um dos quatro sorovares
presentes na vacina (/cterohaemorrhagiae). E possivel que o emprego de técnica mais
sensivel e especifica, que permitisse a quantificagdo de anticorpos anti-Leptospira,
resultasse em melhor avaliagdo da imunidade humoral dos animais. Outra possibilidade
a ser considerada seria a baixa efetividade da vacina empregada, que teria baixa

capacidade imunogénica, pelo protocolo utilizado.

Na avaliacdo da imunidade de mucosa, pela quantificacédo de IgA nas fezes, néo
se observou influéncia dos nutracéuticos. Outros trabalhos avaliaram, em caes, a acéo
da PCL sobre a secrecao intestinal de IgA. Middelbos et al. (2007) encontraram
tendéncia a aumento de IgA (p<0,09) no conteudo ileal com suplementacao de 0,25%
de PCL por 14 dias, no entanto, Swanson et al. (2002), ao avaliarem o fornecimento
oral de capsulas com 1 grama de PCL n&o verificaram efeito sobre a concentragdo de
IgA ileal. Desta forma, ainda sdo muito poucos os estudos sobre os efeitos da PCL
sobre a concentracédo de IgA em conteudo intestinal de cées, merecendo este aspecto
futuras investigagdes. Em suinos, efeitos sobre o aumento dessa classe de
imunoglobulinas foram observados para leitdes que receberam PCL na dose de 1 g/kg
de alimento (NOCHTA et al., 2009), apontando, talvez, para melhores resultados da
PCL em filhotes.

Para a fragdo beta-glucano, alteragbes nas quantidades de IgA também ja foram
relatadas para cées. Estudando a administracdo oral de 225 mg de beta-1,3/1,6-
glucano de Saccharomyces cerevisiae, na forma de tabletes, Stuyven et al. (2010)
encontraram reducéo significativa de IgA salivar e lacrimal (comparado a uma dose de

aproximadamente 24 mg por animal, do presente estudo). Levantaram como hipotese
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para esse declinio um direcionamento da resposta imune para o tipo T helper 1 (Th1),
induzida pelas citocinas IL-12 e TNF-aq, secretadas ap6s a interagdo do B-glucano com
o receptor dectina-1. Esta hipdtese também se evidenciou pelo aumento da secrecgéo
de IgA apés cessar o fornecimento de 3-glucano.

O teste de hipersensibilidade tardia evidenciou aumento significativo na resposta
cutanea a aplicacéo de vacina polivalente para os animais que consumiram PCL e BG2.
A utilizagdo da vacina polivalente para este teste foi considerada, pois seis meses antes
do inicio do experimento os animais tinham recebido esta mesma vacina. Além disso,
os quatro sorovares de leptospira contidos na vacina polivalente foram os mesmos da
vacina contra leptospirose usada para imunoestimulagdo. Estudos com outras espécies
também mostraram efeitos positivos sobre a resposta de hipersensibilidade tardia em
camundongos que receberam beta-1,3-glucano (PAULIK et al., 2006; CHEN; ZHANG,
CHEUNG, 2010).

O teste de hipersensibilidade tardia é considerado um bom indicador in vivo da
imunidade mediada por células (KIM, S. et al., 2000). Os resultados encontrados para
BG2 no presente experimento podem estar relacionados ao aumento dos linfécitos T
helper, envolvidos neste tipo de imunidade, verificado para este tratamento. Segundo
Kim, et al. (2000), o aumento de resposta de hipersensibilidade a vacina € indicativo de
uma resposta imune especifica, mediada pela agdo de células T helper que atuam
como células efetoras no local da reacdo, ou pelo aumento da expressao de moléculas
do complexo principal de histocompatibilidade, classe |Il, resultando em uma
apresentacdo antigénica mais eficiente. Citocinas como IL-1, IL-2, TNF-a e IFN-y séo
também importantes participantes na resposta de hipersensibilidade tardia (KIM, S. et
al., 2000). Assim, o aumento de TNF- q, verificado no sobrenadante da cultura de
células mononucleares dos caes que consumiram BG2, pode também ter influenciado o
aumento da resposta de hipersensibilidade deste grupo.

O aumento de resposta neste teste, também para o grupo PCL, pode ser pela
presenca de mananos em sua composi¢ao. Sugimoto et al. (1995), utilizaram mananos,

inclusive derivados de levedura, na inoculagdo intradérmica, juntamente com
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ovalbumina, em camundongos, e observaram uma resposta aumentada, sugerindo que
esse produto poderia ser usado com adjuvante para indugéo de imunidade celular.
Aumento na secrec¢éo de citocinas mediante suplementagcado com -glucano ja foi
demonstrado em outras espécies (OLSON et al., 1996; BERNER et al., 2005). O B-
glucano parece atuar mediante estimulo a produgcéo de mediadores proé-inflamatoérios,
citocinas e quimiocinas, como TNF-a, IL-1, IL-6, INF-y e IL-8. Seu efeito esta
relacionado a acdo em mondécitos/macréfagos, ativando estas células e direcionando a
resposta imune para o tipo Th1 (BARAN et al., 2007). Estudos com cées n&o foram
localizados para comparar os dados aqui encontrados. A auséncia de resposta sobre as
demais citocinas avaliadas pode se dever a uma baixa suplementacéo de B-glucano ou
a uma baixa sensibilidade do método, que levou a obtencgéo de coeficientes de variagao

extremamente elevados.

As particulas de glucano sao captadas por macréfagos do trato gastrintestinal e
transportadas para o baco, linfonodos e medula 6ssea (HONG et al., 2004). Baran et al.
(2007) formularam a hip6tese de que os macrofagos nos tecidos linféides secretam IL-
12, que estimula as células T naive a se tornaram células Th1 IFN-y+, em vez de
células Th2 IL-4+.

Esse direcionamento de resposta para Th1, induzido pelo glucano, pode
representar um mecanismo de protecdo para o organismo. Este tipo de imunidade é
importante para a erradicagéo de parasitas intracelulares, incluindo bactérias, parasitas,
fungos e virus, apesar de que, se descontrolada, pode mediar imunopatologia,
provocando doencas auto-imunes. A resposta Th2 é importante para controlar
helmintos e outros parasitas extracelulares, entretanto pode mediar manifestagbes
alérgicas e atopicas (O’'GARRA & ARAI, 2000).

Mais estudos seriam necessarios para se explicar a auséncia de resposta a
suplementacdo com BG1. Mesmo com quantidade maior de glucanos em sua
composigdo que BG2, a acdo sobre a imunidade nao foi observada. Provavelmente,
esta se deva ao tipo de particula utilizada. Variagées no processo de purificagdo da
parede celular da levedura Saccharomyces cerevisiae para a extracao das fracdes

especificas podem ter alterado a configuracado espacial da molécula de beta-1,3/1,6-
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glucano, interferindo em seu reconhecimento pelos receptores dectina-1 ou

complemento 3.

Alguns trabalhos ja mostraram que o tipo de particula pode influenciar diretamente
no tipo de resposta desenvolvida ao glucano. Lee et al. (2001) demonstraram que uma
purificacdo maior do produto, com remog¢do completa das mananoproteinas, levou a
uma estimulacdo maior de macréfagos. Hunter; Gault; Berner (2002) sugerem que
também o tamanho da particula pode afetar essa resposta, particulas menores e nao
agregadas foram mais efetivas para melhorar a fagocitose de macrofagos peritoneais

de camundongos, apés ingestao oral da substancia.

7. CONCLUSAO

Verificou-se que a parede celular de levedura spray dry e derivado desta
concentrado em beta 1,3/1,6-glucano atuam sobre a imunidade de céaes. Diferencas
entre os tipos de particulas e sua forma de obtencdo devem ser consideradas. A
inclusdo desses nutracéuticos no alimento de caes promove imunoestimulagao,

necessitando-se, no entanto, se definir as melhores doses de suplementacao.
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ANEXO 1.

bioquimicos'.

'Feldman; Zinkl; Jain (2000); Kaneko et al. (1997).

Valores de referéncia para os parametros eritroleucométricos
Parametro Valor
Hemécias (x10°/uL) 55-85
Hematocrito (%) 37 -55
Hemoglobina (g/dL) 12-18
Leucocitos (x10°/uL) 6-18

Eosindfilos (x10/pL) 120 - 180
Bastonetes (x10/uL) 0-500
Segmentados (x10°/L) 3,6-13,8
Linfocitos (x10°/uL) 0,72-54
Monécitos (x10/uL) 180 - 1800
Plaquetas (x10°/uL) 180 - 400
Proteinas Totais (g/dL) 58-79
Albumina (g/dL) 26-40
Creatinina (mg/dL) 0,5-1,5
Ureia (mg/dL) 15-65
ALT (U/L) 10 - 88
FA (U/L) 20 - 150
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