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Microbiota fecal, produtos de fermentação, aspectos histológicos da mucosa 
intestinal e imunidade de cães beagle de diferentes idades. 

 
RESUMO – As possíveis diferenças que acometem cães de diferentes idades ainda 

são pouco estudadas e descritas para esta espécie. O presente estudo avaliou e 

comparou a composição da microbiota nas fezes e seus produtos de fermentação, 

aspectos histológicos da mucosa intestinal e a imunidade de cães filhotes, adultos e 

velhos. Para tal, 30 cães beagle foram divididos igualmente em três grupos: o grupo 

filhotes (GF), composto por filhotes do desmame aos 10 meses de idade; o grupo 

adultos (GA), composto por cães adultos entre cinco e seis anos e o grupo velhos 

(GV), composto por cães velhos entre 10 e 13 anos. Os animais receberam a 

mesma dieta e nenhum outro tipo de intervenção por 30 dias e após este período 

amostras de fezes frescas foram colhidas para a mensuração de: pH, determinação 

da concentração de lactato, ácidos graxos de cadeia curta e ramificada, amônia, 

indol, fenol, aminas, imunoglobulina A e composição da microbiota. Também foi 

adquirida amostra de sangue periférico para quantificação das populações 

linfocitárias CD4+CD5+, CD5+, CD8+CD5+, e CD21+ por citometria de fluxo, sendo 

esta analisada em cinco idades (45, 66, 87, 105 e 300 dias) do GF e a média destas 

avaliações comparada com GA e GV. Após esta análise, foi realizado teste de 

hipersensibilidade cutânea tardia e ao final destes, os animais foram anestesiados e 

submetidos a procedimento endoscópico para coleta de fragmentos do estômago e 

intestinos delgado e grosso para análise histológica dos mesmos. Considerou-se 

como significativos valores de P≤0,05 e como tendência valores de P<0,1. 

Observou-se que o GF apresentou maior número de Bifidobacterium spp. e Cluster 

IV. GV apresentou indicativo de menor atividade sacarolítica bacteriana observada 

pela menor concentração de acetato, propionato, butirato e ácidos graxos voláteis 

totais o que resultou em pH mais alto nas fezes deste grupo. GF apresentou menor 

concentração nas fezes de putrescina, cadaverina, triptamina e IgA. GV apresentou 

maiores concentrações de 2-, 2-3- e 7-metilindóis. Não foi observada diferença 

significativa para as concentrações nas fezes de lactato e amônia, assim como na 

matéria seca. Dentre os parâmetros hematológicos, GF apresentou maior número de 

linfócitos, leucócitos e eosinófilos e tendência a maior número de monócitos. Na 
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comparação longitudinal de GF, observou-se aumento linear de CD5+, CD4+CD5+ e 

CD8+CD5+, diminuição linear de CD21+ e quadrática na relação CD4+:CD8+ e 

diminuição quadrática na contagem relativa de CD5+. Na comparação entre os 

grupos, GF apresentou maior contagem absoluta e relativa de CD5+ e CD21+, GA 

menor número absoluto de CD4+CD5+ e GV menor número relativo de linfócitos 

CD4+CD5+. GV apresentou tendência a pele mais delgada e menor reação de 

hipersensibilidade cutânea tardia após 48 e 72 horas da estimulação vacinal. De 

maneira geral, o GV apresentou aspectos histológicos de discreta gastrite, enterite e 

colite, caracterizados por linfócitos intraepiteliais e linfócitos e plasmócitos em 

estômago, duodeno, íleo e cólon. Na presente pesquisa foi possível verificar 

importantes diferenças na composição da microbiota fecal, produtos de fermentação 

nas fezes, parâmetros imunológicos e características histológicas da mucosa 

intestinal de cães de diferentes grupos etários. 

 
Palavras-chave: aminas, butirato, envelhecimento, filhote, qPCR, senescência 
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Fecal microbiota, fermentation products, histological aspects of intestinal 
mucosa and immunity of beagle dogs of different ages. 

 
SUMMARY – Possible differences that may occur in dogs of different ages have 

been little studied and described in this specie. The aim of this study was to evaluate 

and compare the composition of microbiota and some fermentation products in the 

feces, histological aspects of intestinal mucosa and immunity of puppies, adults and 

senior dogs. To perform this, 30 beagle dogs were divided into three groups: Puppy 

group (GF), composed of puppies from weaning to 10 months old, Adult group (GA), 

composed of adult dogs between five and six years and Old group (GV), composed 

of old dogs between 10 and 13 years. Animals received the same diet and no other 

intervention for 30 days, and after this period, fresh fecal samples were collected for 

measurement of pH, determining the concentration of lactate, short and branched 

chain fatty acids, ammonia, indol, phenols, amines, immunoglobulin A and 

composition of the microbiota. It was also acquired a peripheral blood sample for 

quantification of lymphocyte populations CD4+CD5+, CD5+, CD8+CD5+, and CD21+ 

by flow cytometry, which was analyzed in five ages of GF (45, 66, 87, 105 and 300 

days) and the average of these evaluations compared with GA and GV. After this 

analysis was performed the delayed type hypersensitivity test and by the end of this, 

animals were anesthetized and submitted to an endoscopic procedure for collecting 

fragments of stomach and small and large intestines for histological analysis. P 

values ≤0.05 was considered significant and P values <0.1 as a trend. GF showed 

greater number of Bifidobacterium spp. and Cluster IV. GV presented an indication of 

reduced bacterial saccharolytic activity observed by the lower concentration of 

acetate, propionate, butyrate, and total volatile fatty acids which resulted in higher pH 

in the feces of this group. GF showed lower concentrations of putrescine, cadaverine, 

tryptamine and IgA in the feces. GV had higher fecal concentration of 2-, 2-3- and 7-

metilindóis. No significant difference was observed for the concentrations of lactate 

and ammonia, as well as on dry matter. For the hematological parameters, GF had 

the greatest number of lymphocytes, leukocytes and eosinophils, and trend for 

greater numbers of monocytes. In longitudinal comparison of GF, there was a linear 

increase of CD5+, CD4+CD5+, and CD8+CD5+, a linear decrease of CD21+ and 
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quadratic of CD4+:CD8+ ratio, and a quadratic decrease in relative count of CD5+. 

When comparing three age groups, GF presented higher absolute and relative count 

of CD5+ and CD21+, GA smaller absolute number of CD4+CD5+ and GV the lowest 

relative number of CD4+CD5+. GV presented a trend to a thinner skin and a 

significant reduced in delayed hypersensitivity cutaneous reaction after 48 and 72 

hours of vaccine stimulation. Generally, GV presented histological aspects of discrete 

gastritis, enteritis and colitis, characterized by intraepithelial lymphocytes and 

lymphocytes and plasma cells in stomach, duodenum, ileum and colon. In the 

present study was possible to observe significant differences in fecal microbiota 

composition, fermentation products in the feces, immunological parameters and 

histological characteristics of intestinal mucosa of dogs of different age groups.  

 

Keywords: ageing, amines, butyrate, puppy, qPCR, senescence 
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1. INTRODUÇÃO 
 

O mercado brasileiro de pet food mudou consideravelmente nas últimas 

décadas, especialmente a partir de 1994 com o advento do Plano Real e da 

consequente estabilização de preços. Verificou-se aumento significativo na 

população de cães e gatos domésticos, mudança na maneira como são alimentados 

e no comportamento dos seus proprietários com relação à compra dos seus 

alimentos. Aumentaram também os cuidados com higiene, tratamento e prevenção 

de doenças e a preocupação com longevidade e qualidade de vida dos animais. 

Esse novo padrão de comportamento levou os proprietários de animais domésticos a 

buscarem informações, produtos e serviços que aumentassem a expectativa de vida, 

ampliassem o bem-estar e recompensassem o companheirismo dos seus animais de 

estimação (BERNASCONI; ALCÂNTARA, 2007).  

Cada vez mais cães e gatos ocupam papéis importantes na sociedade. 

Calcula-se que existam cerca de 800 milhões de cães e gatos em todo o mundo 

sendo criados como “membros da família”. É um fenômeno mundial que está ligado 

ao aumento da expectativa de vida da sociedade moderna, maior número de idosos, 

redução do número de filhos, falta de segurança e, especialmente, por maior 

carência afetiva (RUSSO, 2005). Da mesma forma, a maior conscientização da 

população com relação aos benefícios da alimentação industrializada para cães e 

gatos, incluindo melhor custo/benefício e maior segurança de saúde do animal de 

estimação, tem levado ao aumento do uso de pet food no Brasil (HÁFEZ, 2002). 

Dentro deste contexto, o amadurecimento e “humanização” verificados no mercado 

pet têm contribuído para maior utilização de produtos de melhor qualidade, 

estimulando o desenvolvimento e produção de alimentos com maior valor agregado 

(AMBROZINI, 2007). 

Após grande expansão inicial em volume produzido, com crescimentos de 

mais de 8% em produção por ano, o mercado de pet food encontra-se hoje mais 

amadurecido e com maior competitividade entre as empresas (ANFALPET, 2008). A 

implantação recente de Boas Práticas de Fabricação e a especialização e 

competitividade do mercado têm também gerado resultados positivos em aumento 
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de qualidade das rações. Neste cenário, a demanda pelo desenvolvimento de novos 

produtos que mantenham a competitividade do mercado tem crescido.  

Os avanços na nutrição de animais de companhia frequentemente seguem 

aqueles que são verificados na nutrição humana. Os conceitos de nutrição estão se 

expandindo para além da fronteira da sobrevivência e satisfação da fome para 

enfatizar a utilização de alimentos que promovam bem estar e melhora na saúde, 

além de reduzir risco de doenças (FAHEY, 2003). Mais recentemente, o foco tem 

sido direcionado para obtenção de dieta balanceada que maximize a expectativa e a 

qualidade de vida pela utilização de formulações e ingredientes que desenvolvam a 

capacidade de resistir a doenças e melhorarem a saúde (TZORTZIS; GIBSON; 

RASTALL, 2003). 

De acordo com a Associação Nacional dos Fabricantes de Alimentos para 

Animais de Estimação (ANFALPET, 2011), em 2010, a população de pets no Brasil 

tornou-se a quarta maior do mundo, com 98 milhões de animais. Destes 34 milhões 

são cães e 18 milhões gatos domésticos. Estima-se que cerca de 30% desta 

população de cães e gatos esteja dentro da faixa etária de animais considerados 

idosos. Nos últimos dez anos a expectativa de vida de cães e gatos aumentou 

significativamente, devido a fatores como melhora da nutrição, controle de doenças 

infecciosas, conscientização do proprietário e aos avanços na medicina veterinária 

(FAHEY JUNIOR; BARRY; SWANSON, 2008). 

Estudos sobre alterações fisiológicas decorrentes do envelhecimento em cães 

e gatos tornaram-se mais frequentes nas últimas duas décadas. Envelhecer traz 

consigo alterações fisiológicas. Algumas mudanças são óbvias, como embranquecer 

dos pêlos, declínio geral nas condições corporais e de pelagem, e diminuição dos 

sentidos de visão e audição. Outras mudanças são menos aparentes, estas incluem 

alterações na fisiologia do trato digestório, sistema imune, rins e outros órgãos 

(BURKHOLDER, 1999; LAFLAMME, 2005). Dentre estas alterações de 

envelhecimento, as relacionadas ao trato digestório são particularmente pouco 

estudadas em cães e gatos. Atribui-se a esta faixa etária maior incidência de 

disbioses, diarreias, constipação e neoplasias (LAFLAMME, 2005). No entanto, um 

consenso dos mecanismos e causas destas alterações ainda não existe. Mesmo o 

efeito do envelhecimento na microbiota intestinal é ainda controverso e pouco 
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conhecido (CARCIOFI; GOMES, 2010). Entender tais alterações, bem como seus 

processos desencadeadores e consequências é fundamental para se propor 

mudanças alimentares que colaborem para que o aumento observado na 

expectativa de vida dos animais de estimação seja sempre acompanhado de 

melhora na qualidade de vida dos mesmos. 

Os dados disponíveis sobre o envelhecimento de cães relacionam-se em sua 

maioria ao estudo das disfunções cognitivas e neurológicas nestes animais, sendo 

também, muitas vezes, o cão usado como modelo para estudo de tais alterações no 

homem. É possível também encontrar pesquisas relacionando as alterações imunes 

que decorrem do envelhecimento, porém em menor número. Já do ponto de vista da 

saúde intestinal, considerando a microbiota autóctone, seus produtos de 

fermentação e efeitos sobre a imunidade do hospedeiro, as pesquisas são raras e os 

poucos dados produzidos são conflitantes.  

É possível que pela manipulação da composição de ingredientes e nutricional 

do alimento se module a composição da microbiota intestinal, sua atividade 

metabólica e a formação de produtos de fermentação, como os ácidos graxos de 

cadeia curta, e que estas mudanças possam aumentar a saúde gastrintestinal 

destes animais no seu envelhecimento, aliviando algumas das consequências da 

velhice, e promovendo saúde e bem-estar. Porém, para cães e gatos geriátricos 

ainda não foram estabelecidas necessidades nutricionais específicas que possam 

claramente os diferenciar de animais adultos em manutenção (NRC, 2006). Dessa 

forma sua nutrição consiste mais em uma abordagem de bom senso que deve incluir 

vários aspectos da dieta como palatabilidade, forma física (influência direta na 

apreensão e mastigação), composição nutricional, densidade energética, 

digestibilidade e o uso de nutrientes e ingredientes para promover saúde e bem 

estar (CARCIOFI; GOMES, 2010). A intervenção nutricional nestes animais tem por 

finalidade favorecer a longevidade, aumentar sua qualidade de vida e também 

retardar o aparecimento das disfunções e doenças relacionadas ao envelhecimento. 

Para cumprir com estas metas é importante entender as alterações relacionadas ao 

avançar da idade: conhecer tais mecanismos é fundamental para se definir as 

intervenções que realmente possam prolongar a vida do animal e mantê-lo 

clinicamente saudável por maior período de sua vida (DAY, 2010).  
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2. REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1. O envelhecimento 

 

Todas as pessoas, animais e plantas passam por transformações com o 

avanço de idade. Essas modificações podem ser consideradas como uma involução 

morfológica e funcional que afeta a maioria dos órgãos e leva ao gradual declínio no 

desempenho dos indivíduos, culminando com a morte. O termo envelhecimento é 

utilizado para indicar tais transformações. Outra definição de envelhecimento seria: 

as alterações progressivas nos sistemas fisiológicos e processos metabólicos que 

ocorrem em diversos órgãos após a maturidade, levando a diminuição da 

funcionalidade dos mesmos. O envelhecimento biológico é inexorável, dinâmico e 

irreversível. Entretanto, envelhecer não significa adoecer. Senilidade não é 

diagnóstico. Em condições basais, o idoso funciona tão bem quanto o jovem 

(MORAES, 2008).  

 Infelizmente, estas alterações não são bem definidas para animais de 

estimação. Embora os termos "idoso", “velho”, "sênior/senil" e "geriátrico" sejam 

frequentemente referidos como sinônimos, eles possuem definições distintas. Os 

termos "sênior e idoso" referem-se à funcionalidade de um animal. Um animal é 

considerado sênior ou idoso quando este diminui sua atividade, ganha ou perde 

peso e desenvolve outras alterações físicas e comportamentais relacionadas à 

idade. Diferentemente, o termo "geriátrico e velho" refere-se à idade cronológica do 

animal. Geralmente, cães de raças grandes ou gigantes são considerados 

geriátricos aos 5 anos de idade, enquanto os de porte médio a pequeno e os gatos 

não são considerados geriátricos até os 7 ou mais anos de idade (NRC, 2006). 

 

2.2. Alterações na função e metabolismo do trato gastrintestinal de cães e gatos 

idosos 

 

Cães e gatos, assim como pessoas, não envelhecem de forma consistente e 

a idade cronológica nem sempre equivale à idade fisiológica. Embora muitos 

permaneçam ativos na sua maturidade, a maioria dos cães torna-se menos ativa e 
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pode mostrar sinais do envelhecimento com 5 ou 6 anos (BURKHOLDER, 1999; 

LAFLAMME, 2005). A fisiologia e a função do intestino são alteradas durante o 

processo de envelhecimento, o que é frequentemente acompanhado por maior 

incidência de infecções do trato gastrintestinal (TGI). Em seres humanos, com o 

avançar da idade, várias disfunções deste sistema podem se manifestar, incluindo 

redução na velocidade de trânsito intestinal, redução de reservas orgânicas, 

alterações na atividade enzimática, circulação prejudicada e secreção biliar e 

pancreática reduzidas (GREENBERG; HOLT, 1986; HARPER, 1998a). Não existe 

consenso se essas alterações acometem cães e gatos na mesma situação 

(TESHIMA et al., 2010). Em gatos idosos alterações na função do TGI relacionam-se 

principalmente à diminuição na digestibilidade da proteína, gordura, amido e energia 

(PÉREZ-CAMARGO, 2004; TESHIMA et al., 2010). Por outro lado, a idade avançada 

em cães não reduz a digestibilidade aparente dos nutrientes (SHEFFY et al., 1985; 

GOMES et al., 2011). Outras alterações conhecidas para estas espécies incluem 

incidência aumentada de doença periodontal, dificuldade em preensão e 

mastigação, frequência aumentada de diarreia, vômito e regurgitação (KIRK; 

DEBRAEKELEER; ARMSTRONG, 2000).  

Digestibilidade reduzida em gatos idosos parece não se relacionar ao tempo 

de esvaziamento gástrico e trânsito intestinal, uma vez que nenhuma diferença foi 

observada nestes tempos de passagem de alimentos entre animais velhos e jovens 

(PEACHEY; DAWSON; HARPER, 2000). Mudanças morfológicas no intestino não 

parecem ser a causa de digestibilidade de nutrientes reduzida em seres humanos 

(CORAZZA et al., 1986). Entretanto, não foram encontrados estudos que avaliaram 

os possíveis efeitos do envelhecimento na morfologia intestinal de gatos, sendo 

assim, esta hipótese não pode ser rejeitada como causa da redução na 

digestibilidade nesta espécie (HARPER, 1998b). As consequências da 

digestibilidade reduzida em gatos idosos não são completamente conhecidas, mas 

esta diminuição pode contribuir para a redução das reservas de tecido adiposo e 

muscular e do peso corporal (TAYLOR; ADAMS; NEVILLE, 1995; PEACHEY; 

HARPER, 2002). Este efeito é reforçado por não haver mudança no consumo 

alimentar voluntário em animais velhos. Dessa forma, a manutenção dos hábitos de 
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ingestão alimentar associada à utilização reduzida da energia do alimento, resultaria 

em menor consumo de nutrientes biodisponíveis (TESHIMA et al., 2010). 

Deve-se considerar que as duas funções principais do intestino são a 

digestão e absorção de nutrientes e a proteção do corpo. Além de sua reconhecida 

função em prover nutrientes ao organismo, o TGI é órgão imunológico muito ativo, 

com estrutura complexa e diversos tipos celulares especializados que cumprem 

papel importante na proteção contra o meio ambiente externo (FERGUSON, 1994; 

CUNNINGHAM-RUNDLES; LIN, 1998). Como órgão linfoide ativo, o TGI tem 

elevada demanda nutricional, utilizando quantidade significativa da energia, proteína 

e aminoácidos necessários ao animal (LI et al., 1995; SCHOOR; REEDS; STOOL, 

2002). A mucosa intestinal possui as taxas mais altas de proliferação e renovação 

celular de todo o corpo, este processo pode utilizar de 10 a 20% da necessidade 

energética diária, e até 50% da necessidade de proteína (ROEDIGER, 1990). Assim, 

fornecer adequadamente nutrientes para o TGI é importante para dar suporte ao 

bom desenvolvimento e funcionamento deste órgão durante toda a vida do animal. 

O conceito de "saúde intestinal" é complexo, de acordo com Conway (1994), 

este inclui ao menos três componentes principais: a dieta, a mucosa intestinal e a 

microbiota intestinal. A morfologia da mucosa intestinal muda de acordo com a dieta, 

estresse, envelhecimento e (ou) doença. Estas mudanças podem afetar a fisiologia 

do intestino, influenciando a absorção e metabolização de nutrientes, bem como sua 

capacidade de proteger o organismo. Estudando os efeitos da idade e da dieta, 

Kuzmuk et al. (2005) observaram respostas fisiológicas e morfológicas diferentes 

entre cães jovens (1 a 2 anos) e idosos (11 a 12 anos) quando alimentados com 

dieta baseada em produtos de origem vegetal ou animal. A altura das vilosidades do 

jejuno aumentou em cães jovens que consumiram a dieta baseada em produtos 

vegetais, tanto em comparação com os cães jovens que consumiram dieta baseada 

em produto de origem animal, como em relação aos cães idosos que receberam as 

duas dietas. Desta forma, é possível que com o envelhecimento as respostas 

intestinais aos alimentos mudem nos cães, o que mereceria maiores estudos. 

Carboidratos fermentáveis podem ser considerados parte importante da 

"nutrição do intestino" na velhice. Estes incluem alguns tipos de fibras, amido 

resistente, polissacarídeos não-amiláceos como os mananoligossacarídeos, 
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frutoligossacarídeos, estaquiose e rafinose, bem como açúcares não absorvidos. 

Estes alcançam o cólon, e se tornam disponíveis para fermentação bacteriana, 

fornecendo matéria orgânica adequada para o intestino grosso (DROCHNER; 

MEYER, 1991). A fermentação bacteriana destes compostos resulta na produção de 

ácidos graxos de cadeia curta (AGCC) e ácido lático com consequente redução do 

pH, o que pode modificar a composição e atividade metabólica da microbiota 

intestinal (CAMPBELL et al., 1997). Os AGCC, em especial o butirato, são fontes de 

energia importantes para os colonócitos (NRC, 2006), estes auxiliam na absorção de 

íons e atuam no fluxo sanguíneo intestinal e peristaltismo. A presença destes 

compostos também reduz a quantidade de resíduos de compostos nitrogenados que 

entram na circulação sanguínea. Em estudo com cães, fibras fermentáveis 

promoveram melhor desenvolvimento da mucosa do cólon, maior relação entre 

volume e superfície do cólon e melhora na estrutura histológica da mucosa 

(HALLMAN et al., 1995). Estudos apontam que a atividade fermentativa intestinal 

parece estar diminuída em cães idosos, Gomes et al. (2011) verificaram maior pH e 

concentrações reduzidas de butirato e das aminas biogênicas agmatina, histamina e 

espermina nas fezes dos cães idosos. Estas alterações podem resultar em menor 

formação de compostos importantes ao suporte nutricional da mucosa, como os 

AGCC, que poderiam influenciar sua estrutura ou função. Esta hipótese merece 

estudo, mas ainda não foi confirmada ou explorada em cães. 

A fermentação microbiana de aminoácidos não digeridos, por outro lado, 

resulta na produção de diversos compostos de putrefação. Estes incluem a amônia, 

que resulta da desaminação dos aminoácidos, fenóis, indois (produtos de 

descarboxilação de aminas aromáticas), ácidos graxos de cadeia ramificada e várias 

aminas biogênicas, tais como putrescina, cadaverina, histamina, feniletilamina, entre 

outros. Os catabólitos da proteína não só resultam em mau odor das fezes, mas 

podem também ser tóxicos em altas concentrações (KUZMUK et al., 2005). As 

aminas biogênicas podem causar desnaturação ou efeitos tóxicos quando 

consumidas em grande quantidade. Um exemplo destes efeitos, observado em 

seres humanos, é enxaqueca e crise hipertensiva. A intoxicação alimentar causada 

por ingestão de histamina provoca efeitos cutâneos, gastrintestinais, hemodinâmicos 

e neurológicos. Outras aminas, como putrescina, espermina, espermidina podem 
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acelerar o desenvolvimento de tumores, devendo pacientes que estejam sob 

tratamento de câncer ter sua ingestão limitada (AVELAR; FRANCA; FERRAZ, 2005). 

Considerando que os produtos putrefativos de proteína e mesmo as bactérias do 

gênero Clostridium têm sua produção aumentada em cães alimentados com dietas 

ricas em proteína de origem animal (ZENTEK et al., 2003), o estudo de intervenções 

incluindo o consumo de proteínas vegetais e fibra fermentável para cães idosos 

pode fornecer informações importantes para se mitigar estes efeitos nocivos 

potenciais.  

Alterações no perfil nutricional e padrão de fermentação intestinal 

relacionadas ao envelhecimento ainda não foram adequadamente estudadas em 

animais de companhia. É possível que pelas manipulações da composição 

nutricional do alimento, da composição da microbiota intestinal ou da atividade 

metabólica e formação de produtos de fermentação no intestino, como os AGCC, se 

possa melhorar a saúde gastrintestinal de animais idosos, aliviando algumas das 

consequências de velhice e promovendo saúde e bem-estar. 

 

2.3. Microbiota intestinal 

 

O intestino de cães e gatos apresenta padrão de colonização microbiano 

semelhante ao de outros mamíferos. Ao nascimento o tubo digestível é estéril, sendo 

rapidamente colonizado por bactérias presentes no ambiente, principalmente obtidas 

pelo contato materno. O processo de colonização ocorre com mudanças sucessivas 

na composição das populações, de acordo com a idade, estado de saúde, dieta e 

ambiente (BUDDINGTON; PAULSEN, 1998; FAHEY JUNIOR; BARRY; SWANSON, 

2008). A microbiota intestinal autóctone cumpre papel importante no processo de 

digestão e metabolismo do hospedeiro e representa mecanismo de defesa natural 

contra os patógenos invasores, por meio da competição por nutrientes, controle das 

concentrações de oxigênio, pH e produção de substâncias antimicrobianas (NRC, 

2006). 

A população microbiana do trato gastrintestinal de cães e gatos adultos 

possui grande variabilidade de espécies, existindo entre elas alta complexidade de 

interações para manutenção de seu ecossistema. Na caracterização da composição 
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bacteriana de fezes de cães, Simpson et al. (2002) encontraram 4x1010 UFC 

(unidades formadoras de colônias) de anaeróbios totais, enquanto que a 

concentração de aeróbios foi 20 vezes menor (2x109UFC). Os autores puderam 

observar ainda que tanto a idade como a raça dos animais influenciou a composição 

da microbiota. Dessa forma, foi verificado que cães mais velhos (10,9 anos) 

possuíam menor concentração de Bacteroides em comparação a cães jovens (2,5 

anos). Na avaliação de raças (schnauzer miniatura, pastor alemão e setter inglês), 

estes verificaram diferenças entre Fusobacterium e Clostridiales, entretanto esta não 

esteve diretamente relacionada ao porte dos animais. Diferenças individuais, ligadas 

à genética, imunidade e fisiologia podem também levar a diferenças entre indivíduos 

na composição da microbiota intestinal.  

Ao comparar a microbiota intestinal de cães e gatos, Handl et al. (2011) 

observaram que ambos possuem maior prevalência do filo Firmicutes (Clostridium 

spp. e Lactobacillus spp.; 95,3% nos cães e 92,1% nos gatos). Nos cães o segundo 

filo mais predominante foi o Bacteroidetes (2,3%), enquanto nos gatos destacaram-

se as Actinobacterias (7,3%). Dentro do filo Firmicutes a classe Clostridia foi a 

predominante, se destacando os grupos de Clostridium (cluster XIVa e XI) e 

Ruminococcus. Na Tabela 1 podem ser observados os grupos bacterianos 

predominantes no intestino delgado e grosso de cães e gatos. 

A fonte principal de nutrientes para a mucosa intestinal são os compostos 

absorvidos do lúmen, o fornecimento sanguíneo de nutrientes assume menor 

importância no cumprimento dessa função (TESHIMA, 2003). Estes compostos 

absorvidos do lúmen advêm dos ingredientes da dieta ou são produzidos e liberados 

pela microbiota intestinal. Diversos produtos produzidos a partir do metabolismo 

bacteriano da matéria orgânica, como as vitaminas, aminas e ácidos graxos de 

cadeia curta, possuem importante função para as células intestinais (MIDDELBOS et 

al., 2007). As principais funções da microbiota intestinal encontram-se apresentadas 

na Tabela 2. 
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Tabela 1. Grupos bacterianos predominantes no trato gastrintestinal de cães e 
gatos. 

 Resultados de cultivo Resultados gene 16S rRNA 

 
Grupo bacteriano 

Contagem, 

log de ufc/g 
Grupo bacteriano 

% sequência 

total 

Intestino delgado     

 Espirilos 3,0 a 6,8 Clostridiales 30 a 50 

 Bacteroides 0 a 5,5 Enterobacteriales 20 a 60 

 Lactobacillus spp. 1,0 a 5,4 Lactobacillales 5 a 30 

 Streptococcus spp. 3,0 a 5,2 Bacteroidales 0 a 5 

 Escherichia coli 2,3 a 5,0 Campylobacterales 0 a 2 

 C. perfringens 1,0 a 2,5 Actinomycetales 0 a 3 

   Fusobacteriales 0 a 10 

   Pasteurellales 2 a 5 

   Espiroquetas 0 a 12 

Intestino grosso     

 Bacteroides 7,3 a 10,2 Aeromonadales 0,2 a 0,5 

 Bifidobacterium spp. 8,0 a 10,0 Bacteroidales 0,5 a 35 

 C. perfringens  5,5 a 8,0 Bifidobacterium sp. N/A 

 E. coli  6,4 a 8,6 Coriobacteriales 1 a 2,5 

 Lactobacillus spp.  5,5 a 9,0 Clostridiales 10 a 78 

 Prevotella 7,0 a 8,5 Enterobacteriales 0,1 a 2 

 Ruminococcus 7,0 a 8,0 Erysipelotrichales 0 a 8 

 Staphylococcus spp. 5,2 a 5,3 Fusobacteriales 0,3 a 25 

 Streptococcus spp. 8,8 a 9,1 Lactobacillales 1 a 5 

N/A = não aplicável  Fonte: Suchodolski (2011).  
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Tabela 2. Algumas funções da microbiota intestinal no trato digestório. 
 

Atividade microbiana Produto Representantes 

Descarboxilação e desaminação 

de aminoácidos 

Amônia Clostridium spp., 

Peptostreptococcus 

spp., Peptococcus 

spp. 

Desconjugação e desidroxilação 

de ácidos biliares 

Ácidos biliares secundários 

(colato / desoxicolato) 

Clostridium hiranonis, 

Lactobacillus spp. 

Síntese de vitaminas Vitamina K2, B12, biotina e 

ácido fólico 

Enterococcus spp., 

Pseudomonas spp., 

Sphingomonas spp., 

Lactobacillus spp. 

Fermentação de carboidratos Ácidos lático, propiônico, 

acético e butírico 

Clostridium cluster 

XIVa, Prevotella spp., 

Faecalibacterium 

spp., Bifidobacterium 

spp. 

Fermentação de aminoácidos Hidrogênio, metano, 

aminas, fenóis, amônia, 

ácidos orgânicos e sulfito 

de hidrogênio 

Bactérias redutoras 

de sulfato, 

Desulfovibrio spp., 

Clostridium spp., 

Peptostreptococcus 

spp. 

Degradação de oxalato Metanoato e CO2 Oxalobacter 

formigenes 

Degradação de inulina e amido Ácido lático Bifidobacterium spp. 

Metabolismo de H2, alcoóis e 

ácido acético 

Metano e CO2 Metanobactérias 

Fonte: Suchodolski (2011). 
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Muitos ácidos orgânicos são produzidos pela microbiota, por exemplo, ácidos 

acético, propiônico e butírico, usualmente descritos como ácidos graxos de cadeia 

curta. O ácido acético e propiônico são prontamente absorvidos e entram na 

corrente sanguínea, sendo fonte de energia extra para o hospedeiro. O ácido 

butírico é a principal fonte de energia para os colonócitos, sendo importante 

regulador do crescimento e diferenciação celular (NRC, 2006). Os ácidos lático, 

succínico e pirúvico e o etanol são usualmente metabolizados a AGCC. Ácidos 

orgânicos de maneira geral têm atividade antibacteriana, especialmente contra 

bactérias Gram negativas como E. coli e espécies de Salmonella e Campylobacter 

(ADAM, 2003). 

A produção desses metabólitos pelos microrganismos é processo complexo, 

onde uma bactéria pode fornecer substratos para outros gêneros, dando suporte a 

seu crescimento, no chamado metabolismo cruzado. Em seres humanos o ácido 

butírico é produzido principalmente pelas bactérias dos grupos Clostridium cluster IV 

e XIVa. A fermentação para produção de ácido butírico pode ser realizada por três 

vias metabólicas, sendo elas: a sequência de reação de beta-oxidação reversa e 

duas vias alternativas a partir do butiril CoA (LOUIS et al., 2007). O ácido acético é 

co-substrato para esta reação e tem sido relatado que altas concentrações de 

acetato estimulam a síntese de CoA-tranferase em bactérias butíricas, o que poderia 

levar a aumento na síntese de ácido butírico e detoxicação do excesso de ácido  

acético. 

Como exemplo destas interações pode-se citar estudos sobre a produção 

intestinal de butirato. Ao avaliarem a produção de ácido butírico pela microbiota 

intestinal de seres humanos, Belenguer et al. (2006) demonstraram que em culturas 

de Bifidobacterium adolescentis houve produção de butirato pelo metabolismo 

cruzado com cepas de Eubacterium hallii. O ácido lático formado pelo 

Bifidobacterium é convertido em acetil-CoA, que é via para síntese de ácido acético 

e este, por sua vez, precursor do ácido butírico. Os autores observaram ainda que a 

bactéria Roseburia spp. é capaz de produzir ácido butírico na presença de 

Bifidobacterium adolescentis, não pela conversão do lactato a butirato, mas pela 

hidrólise parcial dos substratos pela Bifidobacterium adolescentis, que facilitariam a 

ação da Roseburia spp. 
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Segundo o NRC (2006) a presença de AGCC no trato gastrintestinal de cães 

e gatos estimula a secreção de glucagon like-peptide 2 (GLP-2), que atua sobre a 

diferenciação e proliferação celular e na expressão de determinados genes ligados 

ao transporte de nutrientes no íleo. Desta forma, estes poderiam estar relacionados 

à melhora na função digestiva dos animais. Neste sentido o butirato também se 

destaca tendo sido apontado como responsável por outras importantes mudanças 

fisiológicas, tais como a capacidade de reverter alterações neoplásicas, efeitos 

nutritivos exercidos no epitélio do cólon e indução de apoptose em células 

danificadas (MENTSCHEL; CLAUS, 2003). 

A composição da microbiota intestinal pode ser influenciada, até certo ponto, 

por fatores exógenos, como a dieta (SIMPSON et al., 2002;. BARRY et al., 2010, 

MIDDELBOS et al., 2010). No entanto, a microbiota é resistente às influências 

ambientais, voltando rapidamente ao seu estado anterior quando esta influência 

cessa. Já a administração de antibióticos promove alterações mais profundas na 

microbiota intestinal, com alguns grupos de bactérias permanecendo reduzidos por 

várias semanas a meses (DETHLEFSEN et al., 2008;. SUCHODOLSKI et al., 2009;. 

GRØNVOLD et al., 2010).  

Técnicas de cultivo tradicionais tem sido comumente usadas para caracterizar 

a composição da microbiota intestinal canina e felina (BENNO et al., 1992.; 

JOHNSTON; LAMPORT; BATT, 1993;. MENTULA et al., 2005). O cultivo bacteriano 

é também útil para a detecção de agentes patogênicos intestinais específicos (por 

exemplo, Salmonella spp.), permitindo a realização do antibiograma ou teste de 

susceptibilidade aos antibióticos e a genotipagem de isolados nesta cultura. No 

entanto, considerando-se as técnicas moleculares hoje disponíveis, os métodos 

dependentes de cultivo não se apresentam adequados para a caracterização 

profunda de ambientes complexos, como é o caso do TGI de mamíferos. Limitação 

destes métodos de cultivo inclui a incapacidade de cultivar e classificar corretamente 

a grande maioria dos microrganismos intestinais (GREETHAM et al., 2002). 

Ferramentas moleculares tornaram-se agora o método padrão para investigar a 

ecologia microbiana do tubo digestório, sendo cada vez mais utilizadas para a 

caracterização da microbiota intestinal de cães e gatos (SUCHODOLSKI, 2011). 



24 
 

Embora a microbiota de cães adultos tenha sido estudada, pouco é conhecido 

sobre as mudanças que acontecem com o avançar da idade (BENNO et al., 1992; 

SIMPSON et al., 2002; GOMES et al., 2011). Estas alterações, se presentes, podem 

ter consequências importantes para cães e gatos idosos, especialmente para os que 

são submetidos à terapia antibiótica e que são mais suscetíveis à disbiose 

(desequilíbrio da microbiota intestinal). Segundo Hopkins, Sharp e Macfarlane (2001) 

cães mais velhos parecem abrigar maiores números de clostrídios e enterococos, 

enquanto cães adultos jovens maior número de bacteroides, bifidobactéria, 

lactobacilos, e cocos anaeróbios. Estes dados, porém, não são consenso, pois 

alguns estudos encontraram resultados contraditórios, como maior número de 

lactobacilos e bacteróides em cães velhos (KEARNS et al.,1998), ou mesmo a não 

verificação de diferenças em relação à idade (GOMES et al., 2011).  

As causas destas possíveis alterações na composição da microbiota intestinal 

de animais de estimação com o avançar da idade ainda são incertas. Várias 

mudanças fisiológicas e imunológicas acontecem no corpo com o passar dos anos. 

Hopkins, Sharp e Macfarlane (2001) sugeriram que algumas cepas bacterianas 

pudessem tirar proveito de novos nichos ecológicos, induzindo assim troca na 

composição do microbioma intestinal. Foi proposto que adesão reduzida à mucosa 

possa ser fator envolvido na menor colonização por algumas espécies de 

bifidobactérias em humanos velhos (SAUNIER; DORÉ, 2002). Esta troca na 

comunidade bacteriana do intestino grosso pode ter grandes efeitos na fisiologia e 

metabolismo do hospedeiro, porém estes aspectos necessitam de estudos 

adicionais. 

 

2.4. Microbiota intestinal e suas interações com o sistema imune 

 

Evidências em animais germ-free ou de animais criados em ambiente estéril, 

demonstram o importante papel da microbiota do TGI na fisiologia do hospedeiro. 

Por exemplo, porcos da índia, galinhas, camundongos e ratos germ-free, em 

comparação com os animais convencionais foram descritos como tendo 

necessidades aumentadas de energia e vitaminas do complexo B e K, possuírem 

alterações na estrutura e morfologia intestinal, demonstrarem reduzida motilidade 
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gástrica e aptidão imune, o que indica que a microbiota autóctone é um componente 

essencial ao desenvolvimento normal e funcional do TGI (TANNOCK, 1997; KIL; 

SWANSON, 2011).   

Conforme descrito em revisão elaborada por Suchodolski (2011), cães germ-

free apresentam taxas de crescimento semelhantes aos cães criados de forma 

convencional, porém apresentam sistema linfóide subdesenvolvido e reduzidas 

concentrações de imunoglobulinas. No entanto, cães com criação germ-free são 

capazes de apresentar resposta imune adequada a estimulação antigênica. A 

cicatrização de feridas e os mecanismos de coagulação do sangue de cães germ-

free também são semelhantes aos dos animais não germ-free. O intestino dos cães 

germ-free se caracteriza por apresentar vilosidades mais finas e redução tanto da 

lâmina própria como da área de superfície da mucosa. 

O sistema imune do trato gastrintestinal é capaz de diferenciar entre os vários 

tipos de bactérias que representam ameaça ou que devem ser toleradas, 

contribuindo dessa forma para a seleção do conjunto de bactérias comensais 

(OGRA, 2010). Este é o culminar da coevolução entre as bactérias residentes e os 

componentes inatos e adaptativos do sistema imune do trato digestório. Reações 

excessivas e aberrantes do sistema imune para com as bactérias comensais e 

outros antígenos presentes no TGI provocam inflamação e tem sido associadas com 

a ocorrência de várias doenças, incluindo enterocolite necrotizante em recém-

nascidos prematuros e doença inflamatória intestinal, doença celíaca, e diversas 

alergias alimentares em crianças e adultos. Por outro lado, o inadequado 

reconhecimento ou resposta a patógenos presentes no tubo digestivo apresentam 

risco óbvio à saúde (BUDDINGTON; SANGILD, 2011). 

As interações entre as bactérias que colonizam o tubo digestivo do recém-

nascido e o desenvolvimento das funções imunes do TGI têm tanto consequências 

imediatas e como a longo prazo sobre a saúde do hospedeiro (DIMMITT et al., 2010; 

MSHVILDADZE; NEU, 2010). A combinação de bactérias comensais, alimentos e 

antígenos ambientais ativam o sistema imune do TGI imaturo do recém-nascido, 

desencadeando rápida maturação, proliferação e migração dos componentes 

celulares da divisão imune adaptativa. As interações durante a infância são críticas 

para o desenvolvimento de tolerância e para se evitar futuramente o risco de alergias 
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a alimentos e outros antígenos ambientais, sendo também fator-chave para redução 

do risco de desenvolvimento de atopia. As interações entre as bactérias e as células 

epiteliais gastrintestinais também influenciam a resposta imune inata, tais como a 

secreção de muco e peptídeos antimicrobianos (BUDDINGTON e SANGILD, 2011). 

Estes aspectos têm sido predominantemente estudados em neonatos, mas como e 

se ocorrem na senectude, bem como suas possíveis implicações não têm sido 

investigados. 

Além da função da microbiota no fenótipo e funcionalidade do próprio TGI, 

estudos recentes apontam que diferenças na composição microbiana podem afetar 

alguns fenótipos metabólicos do hospedeiro, tais como obesidade (TURNBAUGH et 

al., 2006), diabetes e esteatohepatite e não-alcoólica (DUMAS et al., 2006). Embora 

os mecanismos pelos quais a microbiota promove tais mudanças fisiológicas ainda 

não sejam claramente definidos, a atividade metabólica microbiana e seus 

metabólitos (por exemplo, os ácidos graxo de cadeia curta) têm sido apontados 

como mediadores potenciais destas alterações (KIL; SWANSON, 2011).  

 

2.5. Imunosenescência e “inflammageing” em cães e gatos 

 

Existem dois conceitos atuais que vem sendo amplamente discutidos na 

comunidade científica acerca do envelhecimento, são eles a imunosenescência e o 

inflammageing.  

A imunosenescência pode ser definida como o complexo multifatorial de 

mudanças que acometem o sistema imune de indivíduos idosos, predispondo-os a 

maior morbidade e mortalidade devido à ocorrência de infecções e doenças 

relacionadas à senilidade (DAY, 2010). Alterações no status imunológico são 

consideradas os principais fatores que contribuem para morbidade e mortalidade em 

seres humanos durante o envelhecimento. Em muitas outras espécies também foi 

reconhecida essa “remodelagem” do sistema imune com o envelhecer, comumente 

envolvendo deterioração de alguns aspectos da imunidade acompanhada pelo 

aumento de outros. Tais mudanças podem tornar os indivíduos velhos mais 

suscetíveis à infecção e são possivelmente relacionadas à ocorrência aumentada de 
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câncer observada em idosos de todas as espécies (BLOUNT; PRITCHARD; 

HEATON, 2005). 

Franceschi et al. (2007), definem inflammageing como sendo o termo, em 

inglês e sem tradução para o português, que se refere ao comprometimento do 

equilíbrio de componentes pró-inflamatórios e anti-inflamatórios que ocorre nos 

idosos. Durante toda uma vida de constantes desafios antigênicos, as adaptações 

do animal para produzir respostas inflamatórias eficientes podem conferir alta 

resistência a doenças infecciosas, mas também suscetibilidade aumentada à 

ocorrência de doenças inflamatórias com o passar do tempo. Por outro lado, baixas 

respostas inflamatórias, que tornam o individuo mais suscetível a doenças 

infecciosas, podem ser vantajosas para a sobrevida na velhice. Grande parte do 

fenótipo (característica observáveis) do envelhecimento, incluindo a 

imunosenescência, é explicada pelo desequilíbrio entre as redes inflamatórias e anti-

inflamatórias que resultam em baixo grau de estado pró-inflamatório crônico no 

idoso, chamado de “inflammageing” (FRANCESCHI et al., 2007). Para a longevidade 

próspera, o indivíduo tem que achar os meios de reduzir o impacto dos fatores pró-

inflamatórios, mantendo os aspectos essenciais de imunidade protetora e 

prevenindo o aparecimento da imunidade deletéria (por exemplo, excesso de 

reações inflamatórias e autoimunes). 

Evidências que apontam para o prolongamento da saúde de cães e gatos por 

meio da intervenção nutricional estão se tornando disponíveis (KEALY et al., 2002; 

CUPP et al., 2006; GREELY et al., 2006). Os fabricantes de pet food estão 

investigando a imunosenescência e inflammageing do cão e gato, com o intuito de 

formular dietas específicas que possam reduzir a velocidade ou intensidade destes 

processos. 

Os efeitos do processo de envelhecimento sobre o sistema imune de cães e 

gatos foram revisados por DAY (2010). De forma resumida, acredita-se que ocorra 

diminuição na resposta proliferativa de células mononucleares do sangue, declínio 

no número de linfócitos (B e T) no sangue periférico, menor porcentagem relativa de 

linfócitos T CD4+ (auxiliar) e maior na de linfócitos T CD8+ (citotóxicos), resultando 

em relação diminuída das células CD4+:CD8+. Estas alterações fenotípicas são 

acompanhadas por mudanças funcionais como habilidade reduzida de responder à 
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estimulação por mitógenos não-específicos, alteração no balanço da atividade de 

células CD4+ (Th1 para Th2) e resposta de hipersensibilidade tardia a mitógenos 

reduzida. Embora Day (2010) tenha proposto esta abordagem geral para as 

alterações imunológicas que acompanham o envelhecimento de cães e gatos, 

resultados contraditórios foram produzidos por diferentes grupos de pesquisa o que, 

em parte, pode ser atribuído ao uso de técnicas diferentes ou critérios divergentes 

na seleção de indivíduos para estudo (BLOUNT; PRITCHARD; HEATON, 2005). 

Assim, Gomes et al. (2011) verificaram em cães beagle idosos menor quantidade de 

linfócitos T e B e de leucócitos, no entanto a quantidade de linfócitos T CD4+ foi 

semelhante e a de linfócitos T CD8+ menor em idosos do que em beagles adultos. 

Na Tabela 3 podem ser observados alguns dos resultados obtidos em 

estudos publicados entre 1999 e 2009 que avaliaram o efeito do envelhecimento 

sobre o sistema imune de cães (adaptado de DAY, 2010). 

Estas alterações em linfócitos no sangue periférico parecem também 

acontecer dentro da lâmina própria do intestino de cães idosos, com número 

reduzido de células T e menor atividade proliferativa das populações de células 

intestinais (KLEINSCHMIDT et al., 2008; DAY, 2010). O TGI é o maior órgão linfóide 

do corpo, tendo papel principal na imunidade local e sistêmica, inclusive protegendo 

contra patógenos e modulando a resposta imune e a tolerância oral aos antígenos 

(KLEINSCHMIDT et al., 2008). Como resultado, estas consequências imunológicas 

do envelhecimento são prováveis de ter impacto na saúde intestinal destes animais. 

O sistema imune da mucosa do TGI de cães consiste em estruturas linfóides 

organizadas, incluindo as placas de Peyer, linfonodos mesentéricos e a lâmina 

própria intestinal (STOKES; WALY, 2006). Nestes encontram-se tipos celulares 

específicos, como linfócitos T e B, macrófagos, mastócitos, células dendríticas, 

neutrófilos e eosinófilos (GERMAN; HALL; DAY, 1999). O tecido linfóide associado 

ao intestino (gut associated lymphoid tissue - GALT) realiza as seguintes atividades: 

a) captura, processamento e apresentação dos antígenos ingeridos; b) produção de 

anticorpo locais, em especial IgA; c) ativação de respostas imunes citomediadas, 

particularmente as mediadas por linfócitos T CD8+ (células citotóxicas) e 

macrófagos. 
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Tabela 3. Efeitos do envelhecimento observados sobre o sistema imune de cães e 
respectiva referência bibliográfica. Adaptado de DAY (2010). 

Efeito Referência* 
Redução na resposta proliferativa de células 
mononucleares do sangue a mitogenos, 
PHA, ConA e PWM 
Redução n° de linfócitos 
Redução n° de células T 
Redução n° de células T CD4+  
Redução ou aumento n° de células T CD8+  
Redução ou aumento n° de células B 

Greeley et al. (1996, 2001, 2006);  
Kearns et al. (1999);  
Strasser et al. (2000);  
Meydani et al. (2000);  
Faldyna et al. (2001); 
Massimino et al. (2003);  
HogenEsch et al. (2004);  
Blount et al. (2005);  
Reis et al. (2005);  
Lawler et al. (2008) 

Redução na relação entre linfócitos CD4:CD8  HogenEsch et al. (2004);  
Blount et al. (2005) 

Reduzida expressão de MHC II por linfócitos 
do sangue; Redução na expressão por 
linfócitos sanguíneos de CD45RA e 
aumentou CD29 (possíveis células T de 
memória)  

HogenEsch et al. (2004);  
Reis et al. (2005) 

Redução na resposta a injeção com PHA ou 
SRBC no DTH (ou nenhum efeito)  

Kearns et al. (1999);  
Massimino et al. (2003) 

Aumento da % de céls. T CD4+ produtoras 
de IFN-g e IL-4; Aumento relativo de céls. 
Th1 versus Th2  

Horiuchi et al. (2007) 

Concentração reduzida de IL-2 sérica, mas 
sem efeito na atividade sérica de TNF-a  

Strasser et al. (2000) 

Nenhum efeito na produção de TNF-a ou IL-6 
por céls. mononucleares estimuladas por 
LPS 

Kearns et al. (1999) 

Nenhum efeito significativo na atividade 
fagocítica ou bacteriocida de neutrófilos  

Strasser et al. (2000);  
Greeley et al. (2001, 2006) 

Sem efeito significativo na atividade de céls. 
NK 
Aumento na atividade de céls. NK em fêmeas 
Redução de céls. NK CD56+ 

Greeley et al. (2001, 2006);  
Strasser et al. (2000) 

Aumento na concentração salivar de IgA  HogenEsch et al. (2004) 
Blount et al. (2005) 

Sem diferença significativa nas 
concentrações séricas IgG e IgM 

HogenEsch et al. (2004);  
Strasser et al. (2000);  
Blount et al. (2005) 

  
 (continua na próxima página) 
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Continuação...  
Efeito Referência* 

Sem diferença significativa nas 
concentrações séricas de globulina alfa e 
beta  

Strasser et al. (2000) 

Sem diminuição na capacidade de promover 
a resposta primária de anticorpos a KLH 

Greeley et al. (1996);  
Hall et al. (2003);  
Kearns et al. (1999) 

Redução capacidade dos anticorpos 
responderem a SRBC (dependente da raça) 

Kearns et al. (1999) 

Persistência de títulos protetores de 
anticorpos para os componentes principais 
de vírus vacinais em cães não vacinados 
quando adultos 

HogenEsch et al. (2004);  
Mouzin et al. (2004) 

Capacidade de responder a vacinação com 
elevado  título de anticorpos  

HogenEsch et al. (2004) 

Aumento da atividade funcional do 
complemento; Nenhum efeito sobre a 
concentração de proteína do complemento 
ou de fase aguda 

Strasser et al. (2000) 

Redução de céls. T CD3+ e macrófagos em 
lamina propria intestinal  

Kleinschmidt et al. (2008) 

Aumento da IgA plasmática na lamina propria 
intestinal 

Kleinschmidt et al. (2008) 

Sem alteração em mastócitos ou IgG ou IgM 
plasmáticos em lamina propria intestinal 

Kleinschmidt et al. (2008) 

Redução na proliferação de células em 
lamina propria intestinal 

Baum et al. (2007) 

Aumento plasmático de IgA, IgG e IgM; 
Redução de céls. dendríticas CD1+ MHCII+ 
Redução de céls. T CD4+ em tonsila 
faríngea, 

Billen et al. (2006) 

Aumento plasmático de IgA, IgG e IgM; 
Aumento de céls. dendríticas CD1+; Redução 
de MHC II + APC e aumento de células T  
CD4+ e CD8+ no trato respiratório 

Peeters et al. (2005) 

* Referências apresentadas por Day (2010). Apêndice B. 

PHA, fitohemaglutinina; ConA, concanavalina A; PWM, mitógeno pokeweed; MHC, 
complexo de histocompatibilidade principal; DTH, teste de hipersensibilidade 
cutânea tardia; SRBC, eritrócito de ovelha; IFN, interferon; IL, interleucina; TNF, fator 
de necrose tumoral; NK, natural killer; Ig, imunoglobulina; KLH, hemocianina; APC, 
célula apresentadora de antígeno. 
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Especula-se, também, que estas mudanças imunológicas associadas ao 

intestino possam estar relacionadas com alterações na microbiota intestinal de cães 

idosos (DAY, 2010). O maior número de bactérias aeróbias e anaeróbias em 

amostras fecais de cães velhos comparativamente ao de cães jovens, em especial 

maior número de bactérias do gênero Clostridum, poderia ser uma das causas 

dessas alterações imunes, hipótese que necessita ainda de estudos confirmatórios. 

Sendo assim, o estudo e o maior conhecimento da dinâmica inter-relação 

entre nutrição, imunidade e microbiota do intestino abrem oportunidade para 

melhorar a saúde intestinal e o status imunológico de cães e gatos idosos pela 

formulação de dietas apropriadas para esta faixa etária. 
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3. OBJETIVOS 

 

Considerando os dados conflitantes e escassos sobre as alterações 

relacionadas ao envelhecimento na saúde intestinal, bem como sua relação com a 

imunidade de cães, realizou-se o presente estudo cujo objetivo foi comparar em 

cães filhotes em crescimento, adultos e geriátricos a composição da microbiota fecal, 

produtos fecais de fermentação intestinal, parâmetros imunológicos e características 

histológicas da mucosa intestinal e comparar longitudinalmente as subpopulações 

linfocitárias de cães filhotes. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

O experimento foi conduzido no Laboratório de Pesquisa em Nutrição e 

Doenças Nutricionais de Cães e Gatos “Prof. Dr. Flávio Prada”, Departamento de 

Clínica e Cirurgia Veterinária, Faculdade de Ciências Agrárias e Veterinárias da 

Universidade Estadual Paulista. O procedimento experimental foi aprovado pela 

Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) desta instituição (Protocolo 

n°000994/11). 

 

4.1. Animais e manejo 
 

Foram utilizados 30 cães beagle, machos ou fêmeas, divididos em três grupos 

de dez animais cada, diferindo entre si pela faixa etária. O Grupo Filhotes (GF) 

consistiu de animais filhotes com 10 meses de idade (0,83±0,001anos), provenientes 

de duas ninhadas, nascidas em um mesmo dia (10/02/2010) no Laboratório de 

Pesquisa em Nutrição e Doenças Nutricionais de Cães e Gatos. O segundo grupo, 

Grupo Adulto (GA), foi composto por animais adultos com idade entre 5 e 6 anos 

(5,3±0,48 anos) e o último por animais idosos, Grupo Velhos (GV), com idade entre 

10 e 13 anos (10,7±1,25 anos).  

O estado de saúde dos cães foi confirmado previamente ao início do estudo 

por meio de exame físico, sanguíneo (hemograma e mensuração da atividade sérica 

de fosfatase alcalina, alanina aminotransferase e das concentrações séricas de 

creatinina e uréia) e coproparasitológico, o que comprovou que todos os cães 

estavam clinicamente sadios, desverminados e vacinados. O GF foi submetido a 

protocolo de vacinação com quatro doses da vacina polivalente para cães Duramune 

Max - 5CvK/4L (contra Parvovirose, Cinomose, Adenovírus tipo 2, Hepatite, 

Parainfluenza, Coronavirose e Leptospirose sorovares L. canicola, L. 

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

Campinas, Brasil) aos 45, 66, 87 e 105 dias de vida, sendo junto com a quarta dose 

de vacina polivalente aplicada vacina contra vírus rábico (Rai-Vac I; Fort Dodge 

Saúde Animal, Campinas, Brasil). Os GV e GA foram vacinados em fevereiro de 

2010, aproximadamente oito meses antecedentes ao protocolo experimental. 
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Todos os animais foram provenientes do canil experimental do Laboratório de 

Pesquisa em Nutrição e Doenças Nutricionais de Cães e Gatos. Na primeira semana 

os cães receberam alimento suficiente para atender sua demanda energética de 

manutenção, conforme recomendações do NRC (2006). Na sequência foram 

pesados semanalmente e para os grupos GA e GV a quantidade de alimento foi 

reajustada conforme a necessidade energética individual de cada cão, para que 

mantivessem o peso corporal constante ao longo do estudo, enquanto para o GF a 

quantidade de alimento foi reajustada de maneira que apresentassem crescimento 

adequado. O consumo de alimentos foi registrado diariamente e o escore das fezes 

produzidas avaliadas segundo metodologia proposta por Carciofi et al. (2008): 0 = 

fezes líquidas; 1 = fezes pastosas e sem forma; 2 = fezes macias, mal formadas e 

que assumem o formato do recipiente de colheita; 3 = fezes macias, formadas e 

úmidas, que marcam o piso; 4 = fezes bem formadas e consistentes e que não 

aderem ao piso; 5 = fezes bem formadas, duras e secas 

 

4.2. Delineamento experimental 
 

O experimento seguiu delineamento inteiramente casualizado, utilizando 30 

cães divididos em três grupos divergentes na idade, gerando dez repetições por 

grupo etário. Os três grupos receberam a mesma dieta padrão e nenhum outro tipo 

de alimento ou intervenção por 30 dias antes das avaliações. Ao final deste período, 

foram coletadas amostras de fezes frescas durante três dias consecutivos para 

mensuração do pH fecal e determinação das concentrações de lactato, ácidos 

graxos de cadeia curta e ramificada, amônia, indol, fenol, aminas bioativas, 

concentração de imunoglobulina A e composição da microbiota. Ao final da coleta de 

fezes, foi colhida amostra de sangue por venipunção jugular para quantificação das 

populações linfocitárias CD5+CD4+ (linfócitos T auxiliares), CD5+ (linfócitos T), 

CD5+CD8+ (linfócitos T citotóxicos) e CD45+CD21+ (linfócitos B) por citometria de 

fluxo. Foi também realizado o teste de hipersensibilidade cutânea tardia ao final da 

coleta sanguínea, durante três dias seguidos e após isso os animais foram 

anestesiados e submetidos a procedimento endoscópico e colonoscópico para 

coleta de fragmentos do estômago, intestino delgado e intestino grosso. Nestes 
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fragmentos foi realizada análise histológica. Adicionalmente, os animais do GF foram 

desmamados e permaneceram alimentados com a ração experimental durante todo 

o ensaio, tendo sido avaliados quanto à composição das subpopulações linfocitárias 

em cinco momentos, aos 45, 66, 87, 120 e 300 dias de idade. 

 
4.3. Dieta  
 

Os animais receberam dieta extrusada, à base de farinha de vísceras de 

frango, milho e arroz. Considerando que as necessidades nutricionais de cães em 

fase de crescimento não seriam adequadamente atendidas com o fornecimento de 

alimento para animais adultos, mas que o inverso não seria inadequado a dieta 

experimental foi formulada de modo que sua composição nutricional atendesse às 

recomendações da FEDIAF (2008) para cães em crescimento. A fórmula da dieta 

experimental e sua composição química encontram-se na Tabela 4. 

Para o preparo do alimento os ingredientes foram moídos em moinho de 

martelos com peneira com crivos de 0,8mm e extrusados em extrusora Tipo MAB 

400S, com capacidade de processamento de 150kg de ração/hora, na Fábrica de 

Rações da Faculdade de Ciências Agrárias e Veterinárias, Câmpus de Jaboticabal. 

O processo de produção foi controlado ajustando-se a densidade dos kibbles a cada 

20 minutos, sendo mantida entre 410 e 420g/L. O pré-condicionador foi mantido à 

temperatura de 90�C. Água, vapor, velocidade da rosca e o fluxo de ração foram 

ajustados conforme necessidade para manter a dieta na densidade almejada. A 

temperatura no canhão da extrusora foi mantida entre 125�C e 135�C. 
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Tabela 4. Fórmula e composição química da dieta experimental. 

Fórmula da dieta experimental 
Ingrediente % 
Farinha de vísceras de frango 28,0 
Quirera de arroz 20,0 
Milho 31,5 
Óleo de vísceras de frango 8,0 
Glúten de milho 4,6 
Fibra de cana de açúcar 3,0 
Palatabilizante líquido 2,0 
Premix vitamínico-mineral¹ 0,7 
Óleo de peixe 0,6 
Sal 0,5 
Cloreto de potássio 0,5 
Cloreto de colina 0,2 
Antifúngico 0,18 
Fosfato bicálcico 0,16 
L-lisina 0,01 
Antioxidante 0,05 

Composição química estimada 
Item % 
Matéria seca (%) 91,0 
Matéria mineral (%) 6,0 
Proteína bruta (%)  26,0 
Extrato etéreo ácido (%) 14,0 
Fibra bruta (%) 2,0 
Cálcio (%) 1,3 
Fósforo (%) 0,9 
Energia metabolizável (kcal/g)2 3,7 

¹ Adição por quilograma de produto: Ferro 100mg, Cobre 10mg, Manganês 10mg, 
Zinco 150mg, Iodo 2mg, Selênio 0,3mg, Vitamina A 18000UI, Vit. D 1200UI, Vit. E 
200UI, Tiamina 6mg, Riboflavina 10mg, Ácido pantotênico 40mg, Niacina 60mg, 
Piridoxina 6mg, Ácido fólico 0,30mg e  Vit. B12 0,1mg. 
2 Calculada segundo NRC (2006). 
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4.4. Métodos  
 
4.4.1. Avaliação microbiológicas das fezes 
 
A avaliação da contagem de microrganismo nas fezes foi realizada de forma 

indireta através de análise do DNA da amostra fecal e amplificação pelo PCR 

quantitativo (qPCR). Amostras de fezes frescas foram colhidas de forma asséptica 

(imediatamente após a defecação em recipiente estéril sem contato com o solo) e 

congeladas em nitrogênio liquido e conservadas em ultrafreezer a -70°C para 

posterior extração de DNA. Esta análise foi realizada no Instituto de Nutrição Animal 

da Universidade Livre de Berlim, Alemanha (Institut für Tierernährung, Freie 

Universität Berlin). A extração do DNA foi realizada com Kit comercial (Qiagen Stool 

kit, Qiagen, Hilden, Alemanha) seguindo as instruções do fabricante, divergindo 

apenas por aumento na temperatura durante a etapa de lise para 90°C. Foram 

utilizados 200mg de fezes, em triplicata, sendo o DNA purificado agrupado e 

armazenado em freezer a -20°C até o momento da análise. 

As sequências dos Primers empregados encontram-se apresentadas na 

Tabela 5. Todos os Primers foram adquiridos da MWG Biotech (Straubing, 

Alemanha). A amplificação e aquisição dos dados de fluorescência foram realizadas 

em PCR Stratagene MX3000p (Stratagene, Amsterdã, Holanda). O mastermix 

consistiu de 12,5 microlitros de Brilliant SYBR Green QPCR Mastermix (Stratagene, 

Amsterdã, Holanda), 0,5 microlitro de cada primer (10µM) e 10,75 microlitros de 

água livre de RNA. Um microlitro de cada amostra foi adicionado antes da 

amplificação do PCR. Todos os programas para amplificação apresentaram etapa 

inicial de desnaturação com temperatura de 95°C por 15 minutos para ativação da 

polimerase, após isso o tempo de anelamento de 30 segundos seguido por 

30segundos de extensão a 72°C. As temperaturas de anelamento encontram-se 

apresentadas na Tabela 5. As espécies alvo dos pares de primer utilizados para 

realização do PCR quantitativo encontram-se na Tabela 6. 

A quantificação seguiu metodologia descrita por Vahjen, Taras e Simon 

(2007). Em resumo, uma série de amostras autoclavadas de fezes de cão 
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foi semeada com diferentes espécies bacterianas de interesse para o estudo e em 

quantidades conhecidas (108 a 102 UFC por grama de peso na matéria natural). 

Todas as cepas utilizadas nos padrões de calibração eram provenientes da coleção 

microbiológica do Instituto de Nutrição Animal da Universidade Livre de Berlim, 

Alemanha (Institut für Tierernährung, Freie Universität Berlin). Cada uma destas 

cepas foram cultivadas em caldos seletivos seguindo suas necessidades específicas 

de crescimento, sendo posteriormente centrifugadas e seu número de células 

determinado microscopicamente em câmara de Neubauer. Número determinado de 

células foi inoculado em cinco gramas de fezes autoclavadas de cão (5×108 a 5×102 

células por amostra), na sequência as amostras semeadas foram homogeneizadas 

em sacos plásticos em triplicadas e alíquotas de um grama foram utilizadas para a 

extração de DNA. Após a extração, as soluções de DNA purificadas foram 

combinadas, fazendo-se pools de cepas padrões utilizando-se cepas semelhantes 

às espécies alvos dos pares de primers utilizados no estudo. As curvas de 

calibração do PCR foram obtidas a partir destes pools padrões. Os resultados 

obtidos foram expressos em número de células por grama de peso na matéria 

natural e posteriormente convertido para base logarítmica em número de células por 

grama de matéria seca fecal.  

 

4.4.2. Avaliação de produtos de fermentação nas fezes 
 

Com o intuito de se verificar as possíveis alterações no padrão fermentativo 

da eubiota com o avançar da idade, foram determinados o pH e as concentrações 

fecais dos ácidos graxos de cadeia curta e ramificada, ácido lático, aminas, amônia, 

indol e fenol.  

 

4.4.2.1. Concentração fecal dos ácidos graxos de cadeia curta e 
ramificada  

 

Para a análise dos AGCC e ácidos graxos de cadeia ramificada (AGCR), 

foram colhidas 5 gramas de fezes frescas (coletadas no máximo 10 minutos após a 

defecação). Estas amostras foram imediatamente congeladas em gelo seco, seus 



42 
 

recipientes vedados com Parafilm M (Brand GmbH, Wertheim, Alemanha) e 

mantidas em freezer a -15°C para posterior análise. Estas análises foram 

conduzidas no Instituto de Nutrição Animal da Universidade Livre de Berlim, na 

Alemanha (Institut für Tierernährung, Freie Universität Berlin). 

Brevemente, após descongelamento, 300 miligramas das amostras foram 

pesadas e diluídas em um mililitro de solução de ácido hexanóico (0,5mmol por litro 

de ácido hexanóico, 10g de ácido oxálico por litro), homogeneizadas por uma hora e 

centrifugadas a 15.700G por 15minutos (centrífuga Eppendorf, modelo 5415C, 

Hamburgo, Alemanha). O ácido hexanóico (Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Alemanha) 

foi utilizado como padrão interno (0,5mmol/L). A amostra foi então injetada (um 

microlitro) em cromatógrafo a gás (Agilent Technologies, Hewlett-Packard modelo 

6890N, Santa Clara, EUA) equipado com coluna HP-Innowax (modelo 19095N-123, 

Agilent Technologies, 30m de comprimento, 530μm de diâmetro interno e 1,0μm de 

espessura). As temperaturas iniciais na coluna, injetor e detector de ionização de 

chama foram 70, 230 e 250°C, respectivamente. O gás hidrogênio produzido por um 

gerador de gás (Parker ChromGas, modelo 9090, Parker Hannifin Corporation, 

Cleveland, EUA) foi o gás de arraste com vazão de 30mL/minuto.  

 

4.4.2.2. Concentração fecal de ácido lático 
 

Para a análise do lactato foram colhidas três gramas de fezes frescas 

(coletadas no máximo 10 minutos após a defecação). Estas foram analisadas 

segundo Pryce (1969). Para isto foram rapidamente homogeneizadas e misturadas à 

9 mL de água destilada (1:3 p/v). Esta mistura foi mantida sob refrigeração por um 

dia, sendo, então, centrifugada por três vezes a 4.500G à 15°C, por 15 minutos, 

aproveitando-se o sobrenadante e desprezando-se o sedimento. Foi utilizado branco 

reagente para calibrar o espectrofotômetro (QUICK - Lab marca DRAKE, São José 

do Rio Preto, São Paulo) e as amostras foram quantificadas comparando-as com 

padrão de ácido lático a 0,08%. A leitura pelo método espectrofotométrico ocorreu a 

565nm. 
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4.4.2.3. Concentração fecal de amônia  
 

Para medir a concentração de amônia (NH3) nas fezes foi adaptada a 

metodologia de Vieira (1980). Cinco gramas de fezes frescas (coletadas no máximo 

10 minutos após a defecação) foram homogeneizadas e misturadas com 30 mililitros 

de ácido fórmico 4,2N (1:3 p/v). Posteriormente a mistura foi centrifugada a 4.500 G 

durante 15 minutos a 15°C por três vezes, aproveitando-se o sobrenadante e 

desprezando-se o sedimento. Após a extração as amostras foram identificadas e 

armazenadas em freezer (-15°C). Os extratos foram descongelados à temperatura 

ambiente e em seguida alíquotas de 2mL diluídas em 13mL de água destilada (2:13 

v/v) e submetidas à destilação em destilador de nitrogênio (Tecnal TE - 036/1, 

Piracicaba, Brasil). A destilação foi realizada com 5mL de solução 0,2N de hidróxido 

de potássio e o nitrogênio recebido em um erlenmeyer com 10mL de solução 

receptora (ácido bórico a 0,97N). Ao atingir-se o volume de 50mL de solução 

receptora mais material destilado, a destilação foi interrompida. Em seguida foi 

realizada a titulação com ácido clorídrico 0,005N.  

O volume utilizado para chegar ao ponto de viragem foi descontado do 

volume utilizado no branco e multiplicado pela normalidade do ácido clorídrico 

(0,005) e pelo fator de conversão do nitrogênio total da molécula de amônia (fator de 

conversão = 17) dividindo-se na sequencia este valor pelo peso do volume de 

extrato de amostra obtido para a destilação e multiplicando-o por 100, resultando na 

porcentagem de amônia da amostra destilada e titulada. Dividiu-se essa 

porcentagem obtida por 100 para obter a quantidade em miligramas de amônia por 

cem mililitros de amostra. Esse resultado foi posteriormente convertido a miligrama 

de amônia por grama de matéria seca fecal multiplicando-se os miligramas de 

amônia por cem mililitros de amostra pelo somatório entre peso da amostra úmida 

utilizada para obtenção do extrato e o volume de ácido fórmico utilizado na sua 

diluição e dividindo-se novamente pelo peso da amostra úmida utilizada para 

extração. Esse resultado foi dividido pela matéria seca da amostra e multiplicado por 

100.  
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4.4.2.4. Concentração fecal de aminas  
 

Para a avaliação da concentração de aminas nas fezes, cinco gramas de 

fezes frescas foram homogeneizadas e misturadas a sete mililitros (5:7 p/v) de ácido 

tricloroacético a 5% (TCA 5%), agitadas por 3 minutos em vortex e centrifugadas a 

10.000G, por 20 minutos a 4ºC (Centrífuga Modelo RC 5C plus, Sorvall Products, 

Newtown, CT, EUA). O sobrenadante foi filtrado em papel de filtro qualitativo e o 

resíduo extraído por mais duas vezes, empregando-se respectivamente volumes de 

sete e seis mililitros de TCA, sendo os sobrenadantes filtrados e combinados. O 

volume final obtido foi anotado e congelado. As amostras foram encaminhadas para 

análise no Laboratório de Bioquímica de Alimentos no Departamento de Alimentos, 

Faculdade de Farmácia da UFMG – Belo Horizonte, MG. O método utilizado foi o de 

cromatografia líquida de alta performance (HPLC, Shimadzu modelo LC-10AD, 

Kyoto, Japão) por par iônico, derivação pós-coluna com o-ftalaldeido e detecção 

fluorimétrica, seguindo a metodologia descrita por Vale e Gloria (1997).  

 
4.4.2.5. Concentração fecal de indol e fenol 
 

A determinação da concentração de fenóis e indóis das fezes foi conduzida 

conforme descrito por Swanson et al. (2002) e foi realizada no Instituto de Nutrição 

Animal da Universidade Livre de Berlim, na Alemanha (Institut für Tierernährung, 

Freie Universität Berlin). Foram pesadas 2,0g de fezes (matéria úmida) em duplicata, 

colocadas em tubos para ultracentrífuga de 16 mililitros, adicionado aos tubos 1mL 

de solução de 5-metilindol diluída em metanol (500µg/ml; padrão interno) e 

acrescidos 4mL de metanol. As misturas de fezes com metanol e padrão interno 

foram cobertas com parafilme, homogeneizadas por 1 minuto em vortex, e 

incubadas por 1 hora a 4°C, homogeneizando novamente a cada 15 minutos. Após, 

os tubos foram centrifugados a 29.000G por 20 minutos a 4°C e o sobrenadante 

repassado para tudo falcon mantido sob refrigeração. O resíduo foi extraído 

novamente. As duas frações sobrenadantes obtidas foram combinadas e 

armazenadas em freezer a -15°C até o momento da análise. 
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Concentrações individuais de fenol, p-cresol, 4-etilfenol, indol, 2-metillindole, 

3-metillindole, 7-metilindol e 2,3-dimetilindol foram determinadas usando-se 

cromatógrafo a gás (Agilent Technologies, Hewlett-Packard modelo 6890N, Santa 

Clara, EUA) equipado com coluna HP-88 (modelo 112-8867, Agilent Technologies, 

60m de comprimento, 0,25mm de diâmetro interno e 0,2μm de espessura). As 

temperaturas iniciais na coluna, injetor e detector de ionização de chama foram 130, 

250 e 300°C, respectivamente. O gás hidrogênio produzido por um gerador de gás 

(Parker ChromGas, modelo 9090, Parker Hannifin Corporation, Cleveland, EUA) foi o 

gás de arraste com vazão de 40mL/minuto.  

A concentração fecal de cada fenol e indol avaliado foi calculada conforme 
abaixo: 

 
µg fenol ou indol / g de amostra (MS) =   área do pico      X  500µg  padrão  interno   
             área de pico do padrão interno          g de amostra (MS) 

 

 

4.4.2.6. Determinação do pH das fezes 
 

Para a determinação do pH das fezes cinco gramas de amostra fresca foi 

diluída (1:3 w/w) em água miliq e o pH medido com pH-metro de precisão 0,01 pH 

(modelo DM20, Digicrom Analítica Ltda, São Paulo, Brasil). Este procedimento foi 

repetido por três dias consecutivos, empregando-se a média das três aferições 

obtidas. 

 
4.4.3. Parâmetros imunes 
 

Foram quantificadas as concentrações de IgA das fezes, indicativa da 

imunidade de mucosa e a imunidade sistêmica avaliada por imunofenotipagem de 

linfócitos sanguíneos e pelo teste de hipersensibilidade cutânea tardia..  

 
4.4.3.1. Concentração fecal de imunoglobulina A 
 

Para a quantificação de imunoglobulina A amostras de fezes frescas (até 10 

minutos após eliminação) foram coletadas por três dias consecutivos e armazenadas 
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a -20°C. Para a análise estas foram descongeladas e homogeneizadas, compondo-

se uma amostra por animal. A separação de IgA fecal foi realizada por extração 

salina de acordo com Peters et al. (2004). Para isto foi pesado um grama da amostra 

(peso úmido), adicionada solução composta por PBS (0,01M; pH 7,4), 0,5% tween 

80 e 0,05% de azida sódica e homogeneizada. A suspensão foi centrifugada a 

1.500G por 20 minutos à 5°C. Dois mililitros do sobrenadante foram transferidos 

para microtubo graduado contendo 20 microlitros de coquetel inibidor de protease 

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

depois centrifugada a 15.000G por 15 minutos à 5ºC e o sobrenadante transferido 

para tubo estéril e armazenado à -20°C até a quantificação de IgA.  

Para a determinação da concentração total de IgA no extrato de fezes utilizou-

se kit de ELISA específico para IgA canina (Dog IgA Quantitative ELISA kit, Bethyl 

laboratories, Montgomery, EUA). A placa foi recoberta com a diluição recomendada 

do anticorpo de captura (100μL por poço) e incubada por uma hora. Após três 

lavagens com PBS + Tween 80, adicionou-se 200μL por poço de solução de 

bloqueio (PBS + Tween 80 + 6% leite em pó) e a placa foi incubada por 30 minutos. 

Repetiu-se o mesmo procedimento de lavagem e foram colocados na placa os 

padrões (sete diluições) e as amostras de extrato fecal, em duplicata. Após 

incubação por uma hora e novo procedimento de lavagem, foi colocado 100μL por 

poço do anticorpo conjugado HRP na diluição 1:100.000. Realizou-se a última 

incubação de uma hora e lavagem. Adicionou-se a solução do substrato cromógeno 

constituído por H2O2 e TMB, aguardando-se entre cinco e 15 minutos e bloqueando-

se a reação com a adição de 100μL de H2SO4 2M. A leitura foi realizada em leitor de 

microplacas de ELISA (Microplate Reader MRX TC Plus, Dynex Technology, 

Chantilly, Virginia, EUA) usando filtro de 450nm. Todas as etapas foram realizadas à 

temperatura ambiente.  

Dos resultados obtidos foram subtraídos os valores do branco. Obteve-se a 

curva padrão, utilizando-se a absorbância e a concentração já conhecida dos 

padrões (fornecidos no kit). Calculou-se então a equação da curva, gerando-se uma 

equação polinomial de segundo grau (as curvas tiveram R2 superior a 0,99). 

Substituindo-se os valores de absorbância das amostras, pôde-se encontrar a 

concentração de IgA nestas, em ng/mL. Estes resultados foram divididos pelo peso 
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das amostras de fezes, expressando-se os valores por grama de fezes na matéria 

seca. Devido à alta concentração de IgA nas amostras, elas tiveram que ser diluídas 

em 1:600 para que ficassem entre os valores máximos e mínimos de leitura da 

amostra padrão. 

 
4.4.3.2. Imunofenotipagem de linfócitos 
 

A avaliação quantitativa de células CD5+ (linfócitos T), CD5+CD4+ (linfócitos T 

auxiliares), CD5+CD8+ (linfócitos T citotóxicos), CD21+ (linfócitos B) no sangue 

periférico foi realizada por citometria de fluxo. Os estudos citofluorométricos foram 

realizados num prazo máximo de 24 horas após a coleta do sangue. Para isso, 

alíquotas do sangue periférico foram encaminhadas ao Laboratório de Citometria de 

Fluxo da Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto da USP. A cada 

tubo foram adicionados 100�L de sangue com EDTA. Então, se adicionaram dois 

microlitros dos respectivos anticorpos (AbD Serotec, Raileigh, EUA), conforme 

esquema:  

- Tubo 1- Só células: não foi colocado anticorpo;  

- Tubo 2- Isotipo controle: IgG1 PE + IgG2a FITC;  

- Tubo 3- CD5+/CD4+: CD5 FITC + CD4 PE;  

- Tubo 4- CD5+/CD8+: CD5 FITC + CD8 PE e 

- Tubo 5- CD21+: CD21 PE.  

Ato contínuo, os tubos foram incubados por 20 minutos à 4ºC, protegidos da 

luz. Um mililitro de solução 1:10 do tampão de lise de hemácias (FACS Lysing 

Solution – Becton Dickinson) foi adicionado a cada tubo, seguido da 

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

Posteriormente, realizou-se a lavagem do material com PBS por três vezes, que 

consistiu na centrifugação a 500G por três minutos, desprezando o sobrenadante e 

adicionando dois mililitros de PBS. Após a última lavagem, foram adicionados 500�L 

da solução de PBS + 1% de formol nos cinco tubos e as amostras foram submetidas 

à análise no citofluorômetro (FACSCanto, Becton Dickinson Immunocytometry 

System, Mountain View, CA, EUA) para classificação e contagem das 

subpopulações linfocitárias. Às porcentagens de células foram aplicadas às 
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contagens de leucócitos do hemograma para se obterem os valores absolutos. A 

relação CD4+:CD8+ também foi calculada, dividindo-se, individualmente, as 

contagens de CD5+CD4+ pelas de CD5+CD8+.  

Como parte da avaliação citofluorométrica, fez-se necessário realizar 

avaliação dos parâmetros eritroleucométricos e plaquetários. Para realização de 

hemograma, um mililitro do sangue foi separado em tubo de ensaio de vidro 

contendo anticoagulante EDTA. As contagens globais de hemácias, leucócitos, 

plaquetas, taxa de hemoglobina, volume globular ou hematócrito, volume 

corpuscular médio (VCM) e concentração de hemoglobina corpuscular média 

(CHCM), foram obtidos com auxílio de um contador veterinário automático de células 

(ABC Vet, Horiba ABX Brasil, São Paulo, Brasil). A contagem diferencial dos 

leucócitos foi obtida utilizando-se de esfregaços sanguíneos corados com uma 

mistura de Metanol – May Grunwald – Giemsa (MGG) e avaliados à microscopia 

óptica. A fórmula leucocitária absoluta foi obtida a partir das contagens global e 

diferencial das células leucocitárias, por uma regra de três direta. 

 
4.4.3.3. Teste de hipersensibilidade cutânea tardia (DTH) 
 

Os procedimentos para realização do teste de hipersensibilidade cutânea 

tardia foram adaptados dos descritos por Kim et al. (2000). Para este teste foram 

injetados por via intradérmica, na prega cutânea do membro pélvico direito na região 

da fossa paralombar dos animais, após a devida tricotomia e antissepsia da pele 

com álcool 70%, 100μL de cada uma das soluções que seguem: 1) salina (0,9%) 

empregada como controle negativo; 2) fitohemaglutinina (0,5g/L) (FHG - Lectina 

obtida de Phaseolus vulgaris; L8754; Sigma-Aldrich, São Paulo, Brasil) para 

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

5CvK/4L, contra Parvovirose, Cinomose, Adenovírus tipo 2, Hepatite, Parainfluenza, 

Coronavirose e Leptospirose sorovares L. canicola, L. icterohaemorrhagiae, L. 

grippotyphosa e L. pomona; Fort Dodge Saúde Animal, Campinas, Brasil) para 

mensurar a resposta específica. 

A espessura da pele foi mensurada com um medidor digital de espessura 

(Mitutoyo modelo 700-122, Tóquio, Japão) calibrado para exercer pressão 
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automática com força de 2N no local da leitura. Esta foi realizada nos momentos 

zero, 24, 48 e 72h após as injeções intra-dérmicas. O procedimento está ilustrado na 

Figura 1. 

 

 
Figura 1.  Ilustração da sequência de procedimentos para realização do Teste de 

Hipersensibilidade Cutânea Tardia (DTH) em cães beagle de diferentes 
idades. (A) Área de tricotomia no local da prega cutânea de membro 
pélvico direito, na região da fossa paralombar; (B) Foto ilustrativa do 
procedimento de aplicação; (C) Utilização do medidor de espessura da 
pele; (D) Prega cutânea com marcações para identificação dos locais de 
medição das pápulas após aplicação da solução salina (marcação da 
esquerda), fitohemaglutinina (marcação central) e dos antígenos vacinais 
(marcação direita). 

 

4.4.4. Análise histológica do estômago e intestinos delgado e grosso 
 

Após jejum de 12 horas, os cães foram anestesiados para procedimento 

endoscópico. Receberam clorpromazina (Sanofi-Aventis farmacêutica ltda, Suzano, 

Brasil) na dose de 1,0mg/kg por via intramuscular, como pré-anestesia. Após a 

sedação foi realizada a indução anestésica com propofol (Cristália produtos 

químicos farmacêuticos ltda, São Paulo, Brasil) na dose 5,0mg/kg, administrados 
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lentamente por via intravenosa. Após o relaxamento da mandíbula e a perda do 

reflexo laringotraqueal foi realizada a intubação endotraqueal com sonda traqueal de 

tamanho apropriado para cada animal. A manutenção anestésica foi realizada com 

isoflurano (Virbac do Brasil Saúde Animal, Jurubatuba, Brasil) em concentração 

suficiente para manter o animal em plano anestésico. 

Para o procedimento de biópsia por endoscopia digestiva alta e colonoscopia 

os animais permaneceram em decúbito lateral. Foi empregado endoscópio flexível 

(Karl Stoz, 60914NKS, Karl Stoz GmbH & Co. KG, Tuttlingen, Alemanha) e pinça de 

biópsia tipo boca de jacaré de 2,2mm (Karl Stoz, 60252LX, Karl Stoz GmbH & Co. 

KG, Tuttlingen, Alemanha). Foram retirados até 10 fragmentos da mucosa do 

estômago e duodeno e, após realização de enema, até 10 fragmentos da mucosa do 

íleo, junção íleo-ceco-cólica e do cólon de cada animal. Após o procedimento, os 

animais continuaram sendo assistidos até a recuperação total da anestesia. Os 

fragmentos foram fixados em formol tamponado a 10% e processados segundo 

técnica padrão com inclusão em parafina. Posteriormente, foram realizados cortes 

seriados de 4μm e os fragmentos corados por hematoxilina e eosina (HE).  

O processamento das amostras foi realizado no Laboratório de Histologia do 

Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia da 

USP. O exame microscópico foi realizado por um observador sem acesso a qualquer 

informação sobre a identificação e as características de cada animal usado no 

experimento. O padrão de normalidade histológica considerado foi o mesmo descrito 

por Day et al. (2008). O exame histológico das lâminas foi realizado em microscopia 

de luz, utilizando microscópio óptico (Zeiss, modelo Primo Star, Thornwood, EUA) 

acoplado a câmara digital (PowerShot G10, Canon, São Paulo, Brasil) e software 

zoomBrowser (versão EX 6.2, São Paulo, Brasil) para captura de imagens. 

Os fragmentos foram analisados primeiramente quanto à adequação da 

biópsia, sendo para isto graduados de zero a dois quanto à qualidade, sendo zero 

para fragmentos inapropriados para análise e dois para fragmentos adequados. As 

variáveis avaliadas semiquantitativamente foram: relação vilo:cripta, morfologia dos 

vilos, características do epitélio superficial, presença e intensidade da hiperplasia da 

cripta, dilatação da cripta, grau de ocorrência das células caliciformes, frequência e 

grau de intensidade de diferentes tipos de células inflamatórias na lâmina própria, 
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número de linfócitos intraepiteliais, e presença de erosão, ulceração, edema, fibrose 

e atrofia das criptas (SÁ, 2004). A intensidade destes processos foi avaliada em 

escala de 0 a 3, onde: 0 = parâmetro tido como dentro do padrão de normalidade, 1 

= discreta alteração, 2 = moderada alteração e 3 = marcante alteração. A 

intensidade da presença das células inflamatórias foram graduadas em 0 (ausência), 

1 (discreto número), 2 (moderado infiltrado) e 3 (marcante infiltrado) (SÁ, 2004).  

 

4.5. Análise estatística 
 

O experimento foi conduzido segundo delineamento inteiramente casualizado. 

Os dados foram avaliados quanto à pressuposição de normalidade dos erros, pelo 

teste de Shapiro-Wilk.  Dados com distribuição normal foram submetidos à análise 

de variância pelo procedimento GLM do SAS (Versão 8.2, SAS Institute Inc., Cary, 

NC, EUA). Quando diferenças significativas foram detectadas pelo teste F da 

ANOVA, comparações múltiplas foram conduzidas pelo Teste de Tukey. Os 

resultados do teste de hipersensibilidade cutânea tardia foram comparados por 

análise de variância de medidas repetidas, sendo comparadas as idades, os 

períodos e a interação entre ambos. Quando necessário, transformação logarítmica 

das variáveis foi usada (log x + 1). Os resultados das análises histológicas dos 

fragmentos de mucosa foram comparados pelo teste de Kruskal-Wallis, quando 

diferenças significativas foram verificadas, os grupos foram comparados pelo teste 

de Dunn. 

No GF, as avaliações de imunofenotipagem dos cinco momentos (aos 45, 66, 

87, 120 e 300 dias de vida) foram comparadas por análise de variância de medidas 

repetidas no tempo. Quando diferenças significativas foram detectadas pelo teste F, 

as variáveis foram comparadas por contrastes polinomiais para se determinar 

possíveis efeitos lineares ou quadráticos da idade. Para a comparação da 

imunofenotipagem do GF com os GA e GV considerou-se a média das cinco 

avaliações dos filhotes, sendo os dados submetidos à análise estatística conforme 

descrito para os demais parâmetros. Considerou-se como significativos valores de 

P≤ 0,05 e como tendência valores de P<0,1. 
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5. RESULTADOS  

 

O consumo da dieta experimental foi adequado, não havendo episódios de 

diarreia, vômitos ou recusa em se alimentar durante todo o ensaio. Os escore fecal 

dos animais permaneceu entre 3 e 4, dentro da faixa ideal no sistema empregado. 

Os cães do GA e GV mantiveram peso corporal constante ao longo do teste, 

enquanto os animais do GF apresentaram crescimento adequado para a raça 

(dados não apresentados).  

 

5.1. Avaliação microbiológica das fezes 
 

Os resultados de composição microbiana das fezes estão apresentados na 

Tabela 7. O par de primers empregado para avaliação de enterobactérias 

(EntqPCR3417f/EntqPCR3852r) não obteve resultados de amplificação nas 

amostras deste estudo. Destaca-se que para o grupo Escherichia coli - Hafnia - 

Shigella a contagem refere-se quase exclusivamente a E. coli, uma vez que Shigella 

dysenteriae, S. flexneri, S. sonnei, S. boydii são atualmente reconhecidos como um 

grupo de clones da E. coli. Foi observado que animais do GA e GV apresentaram 

menor número de Bifidobacterium spp. (P=0,001) e Cluster IV (Grupo Clostridium 

leptum; P=0,002) que o GF. Para os demais grupos não foram verificadas diferenças 

significativas (P>0,05). 

 
5.2. Concentração de produtos de fermentação nas fezes 
 

As concentrações dos ácidos acético e propiônico e de ácidos graxos voláteis 

(AGV) totais foram significativamente menores nas fezes do GV (P<0,05) quando 

comparadas ao GF, tendo o GA demonstrado valores intermediários (Tabela 8). O 

GV apresentou, ainda, menor concentração de ácido butírico nas fezes (P<0,05) e o 

GF maior concentração de ácido valérico que os demais grupos (P<0,05). Quando a 

concentração dos ácidos graxos de cadeia curta (acético, propiônico e butírico) e 

ramificada (valérico, isovalérico, isobutírico) foi avaliada em proporção à 

concentração de AGV totais das fezes, observou-se que o GF apresentou menor 
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proporção de ácido isovalérico, enquanto o grupo de animais velhos maior 

proporção deste metabólito (P=0,019). O GV apresentou, ainda, tendência à maior 

proporção de ácido isobutírico (P=0,06). 

Os animais do GV apresentaram maior pH das fezes que os animais do GF 

(P=0,034). Não se observou diferença significativa nas concentrações de amônia e 

lactato e matéria seca das fezes dos cães (P>0,05), como pode ser visto na Tabela 

9. 

A concentração de algumas aminas variou nas fezes dos cães em função do 

grupo etário. Foi observada menor concentração de putrescina (P=0,02), cadaverina 

(P=0,04) e triptamina (P=0,02) nas fezes de cães do GF, em comparação à de cães 

do GA. Estes resultados estão apresentados na Tabela 10. 

 

Tabela 7.  Composição da microbiota das fezes de cães de diferentes idades, 
determinada por qPCR. 

Item GF GA GV EPM1 CV (%) Valor P 
 log10 céls/ g de fezes na MS    

Lactobacillus  6,90 6,62 6,63 0,77 6,15 0,241 

Escherichia coli -  
Hafnia - Shigella 5,50 5,50 5,50 0,55 55,05 1,000 

Bifidobacterium spp. 7,15a 6,44b 6,40b 0,07 6,15 0,001 

Bacteroides- Prevotella - 
 Porphyromonas 4,30 4,37 4,49 0,11 14,15 0,823 

Cluster XIVa  
(Grupo Coccoides) 7,16 6,85 7,11 0,09 7,23 0,389 

Cluster IV  
(Grupo Clostirium leptum) 7,28a 6,55b 6,40b 0,07 5,82 0,002 

Cluster I  
(Grupo Clostridia) 5,67 5,65 5,61 0,11 10,45 0,983 

1 Erro padrão da média, n=10 por grupo etário. 
a, b Médias seguidas pela mesma letra na linha não diferem entre si pelo teste de 
Tukey (P≤0,05). 
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Na Tabela 11 são apresentados os resultados das concentrações de fenois e 

indóis. Dentre os metilindóis avaliados, o GV apresentou maiores concentrações de 

2-metilindol (P=0,009) que o GA e o GF e maiores de 2,3-metilindol (P=0,013) e 7-

metilindol (P=0,021) que o GA. 

 

5.3. Avaliações da imunidade dos animais 
 

Foi observado efeito de grupo etário na concentração de IgA das fezes 

(P=0,010; Figura 2), expressa em mg/g de fezes na matéria seca, de 1,3 ± 0,24 para 

o GF, 3,06 ± 0,45 para o GA e 2,93 ± 0,6 para GV. Os parâmetros 

eritroleucométricos avaliados (Tabela 12) apresentaram-se dentro dos valores de 

referência referidos por Schultze (2010). Observou-se que o GF apresentou maior 

número de linfócitos (P=0,003), leucócitos (P = 0,037) e menor de eosinófilos 

(P=0,012) que GA e GV, além de tendência a maior número de monócitos 

(P=0,051). Não foi observada diferença significativa entre os grupos para os demais 

parâmetros avaliados (P>0,05). 

 
Figura 2. Concentrações de imunoglobulina A nas fezes de cães de diferentes 

idades. a, b Médias com a mesma letra não diferem entre si pelo teste de 
Tukey (P≤0,05). 
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Na Tabela 13 encontram-se os resultados da avaliação das populações 

linfocitárias, apresentados tanto em números absolutos (células x 103 por microlitro 

de sangue) como em porcentagem conforme obtido a partir da classificação e 

contagem das populações no equipamento.  

Os filhotes demonstraram aumento linear nas concentrações de CD5+, 

CD5+CD4+ e CD5+CD8+ (P<0,001) e redução linear na de CD21+ (P=0,01). Sua 

relação CD4:CD8 apresentou redução quadrática (P<0,001). Na contagem relativa o 

GF apresentou aumento quadrático de linfócitos CD5+ (P=0,006). Na comparação 

entre os três grupos etários, o GF apresentou maior contagem absoluta de CD5+ e 

CD21+ (P<0,001), enquanto o GA menor contagem de CD5+CD4+ (P=0,022). Na 

contagem relativa verificou-se menor proporção de CD5+ e maior de CD21+ para o 

GF (P<0,001) e maior proporção de CD4+ para o GV.  

Durante a avaliação da resposta de hipersensibilidade cutânea tardia, 

observou-se tendência dos animais de GV apresentarem pele mais delgada 

(P=0,057). Nas aplicações de solução salina e fitohemaglutinina verificou-se apenas 

efeito de tempo, com redução progressiva das pápulas com o passar do tempo 

(P<0,05), sem efeito de idade ou interação entre idade e tempo. Na aplicação de 

vacina, observou-se interação entre grupos (idade) e período (P=0,009), tendo o GV 

apresentado menores pápulas de pele, ou menor reação de hipersensibilidade 

cutânea tardia às 48h e 72h em relação ao GF (P<0,05). Estes resultados 

encontram-se apresentados na Tabela 14. 

.
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Tabela 14. Respostas médias de hipersensibilidade cutânea tardia de cães de 
diferentes idades  

Item GF GA GV Média EPM1 Valor P  
 Espessura da pele (mm)    
SOLUÇÃO SALINA       

0 hora 3,10 3,16 2,83 3,03A 0,08 - 
24 horas 2,36 2,54 2,52 2,48B 0,09 - 
48 horas 2,50 2,53 2,36 2,46B 0,08 - 
72 horas 2,54 2,46 2,39 2,46B 0,08 - 
Média 2,67 2,67 2,48 - - 0,057 
EPM1 0,07 0,09 0,08 - - - 
Valor P  - - - <0,01 - - 

FHG2       
0 hora 2,86 2,81 2,63 2,77A 0,09 - 
24 horas 2,65 2,70 2,46 2,60B 0,09 - 
48 horas 2,49 2,47 2,22 2,39C 0,09 - 
72 horas 2,41 2,26 2,05 2,24D 0,09 - 
Média 2,60 2,56 2,36 - - 0,388 
EPM1 0,05 0,08 0,10 - - - 
Valor P  - - - 0,008 - - 

VACINA3       
0 hora 3,41 3,42 3,52 3,45 0,08 1,000 
24 horas 3,37 3,63 3,50 3,50 0,09 0,967 
48 horas 3,77a 3,38ab 3,33b 3,49 0,10 0,034 
72 horas 3,61a 3,24ab 3,12b 3,34 0,10 0,031 
Média 3,54 3,42 3,38 - - - 
EPM1 0,08 0,06 0,09 - - - 
Valor P  0,289 0,896 0,474 - - - 

1 Erro padrão da média, n=10 por grupo etário. 
2 Fitohemaglutinina  0,5 g/L - Sigma-Aldrich, São Paulo, Brasil 
3 Duramune Max - 5CvK/4L - Fort Dodge Saúde Animal, Campinas, Brasil. 
a, b Médias seguidas pela mesma letra na linha não diferem entre si pelo teste 
de Tukey (P≤0,05). 
A, B, C, D Médias seguidas pela mesma letra na coluna não diferem entre si pelo 
teste de Tukey (P≤0,05). Comparação válida para uma mesma variável. 
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5.4. Análise histológica do estômago e intestinos delgado e grosso 
 

O número de fragmentos coletados da mucosa do trato gastrintestinal e 

a avaliação de sua adequação ao exame histológico encontram-se na Tabela 

15. De maneira geral, 95,1% das lâminas produzidas para a avaliação 

histológica do TGI do GV e 87,7% das do GF encontravam-se adequadas para 

análise. Entretanto, para o GA 56,2% apresentaram-se adequadas, porém com 

artefatos e o restante (43,8%) inadequado para análise histológica, devido a 

problemas durante o processamento e preparo dos fragmentos. 

A avaliação histológica da mucosa fúndica gástrica do GF estava dentro 

do padrão de histologia e observaram-se folículos linfoides em (total 

alterado/total analizado) 3/10 (30%), hiperplasia do folículo linfóide em 1/10 

(10%). Quanto à mucosa duodenal as vilosidades se caracterizaram por serem 

afiladas na extremidade e com relação vilo:cripta variando de 3:1 a 4:1. Em 

nenhum caso foi observado processo inflamatório. A mucosa do íleo também 

estava dentro do padrão de histologia com relação vilo:cripta de 3:1. Os 

segmentos da válvula íleo-cecal examinados estavam dentro do padrão de 

histologia e foram analisados em 5/8 a mucosa do cólon e em 3/8 a mucosa de 

intestino delgado. A mucosa do cólon estava dentro do padrão de histologia. A 

Figura 3 ilustra os aspectos histológicos da mucosa do TGI do GF. 

A avaliação histológica da mucosa fúndica gástrica do GA estava dentro 

do padrão de histologia. Quanto à mucosa duodenal em dois cães foi 

diagnosticado enterite discreta linfoplasmocítica sem alteração da morfologia 

das vilosidades e criptas intestinais. A mucosa do íleo também estava dentro 

do padrão de histologia com relação vilo:cripta de 3:1. Os segmentos da 

válvula íleo-cecal examinados estavam dentro do padrão de histologia. A 

mucosa do cólon também estava dentro do padrão de histologia. Em relação 

ao GV, a avaliação histológica da mucosa fúndica gástrica revelou em 6/11 

(54,5%) gastrite leve linfoplasmocitária e foram observadas estruturas 

espiraladas que correspondem a Helicobacter spp. em 2/11 (18,2%). Quanto à 

mucosa duodenal foi diagnosticado enterite discreta linfoplasmocítica sem 

alteração da morfologia das vilosidades e criptas em 8/11 (72,7%). No 

segmento do íleo foi diagnosticado enterite em 2/9 (22,2%) e colite discreta 

linfoplasmocítica em 3/10 (30%) dos segmentos da válvula íleo-cecal 
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examinados. Em cinco cães foi diagnosticado colite linfoplasmocítica, sendo 

esta em 4/11 (36,4%) considerada discreta e em 1/11 (9,1%) moderada. A 

Figura 4 ilustra os aspectos histológicos da mucosa do TGI do GV. 

Em relação às análises semiquantitativas dos fragmentos (vilo:cripta, 

morfologia dos vilos, características do epitélio superficial, intensidade da 

hiperplasia da cripta, dilatação da cripta, grau de ocorrência das células 

caliciformes, frequência e grau de intensidade de diferentes tipos de células 

inflamatórias na lâmina própria, número de linfócitos intraepiteliais e presença 

de erosão, ulceração, edema, fibrose e atrofia das criptas), foram verificadas 

diferenças entre grupos para a presença de linfócitos intraepiteliais e infiltrado 

de linfócitos e plasmócitos. Estes dois parâmetros ocorreram de maneira 

discreta e às vezes moderada na mucosa do estômago e duodeno de boa 

parte dos cães do GV e não estiveram presentes no GA e GF, mas não foram 

verificados na mucosa do estômago e apenas em cães isolados na do duodeno 

de cães do GA e GF (P<0,05). Linfócitos intraepiteliais (P=0,009) e infiltrado de 

linfócitos e plasmócitos (P=0,029) ocorreram também apenas na mucosa do 

duodeno, íleo e do cólon, respectivamente, de cães do GV. Não foi verificada 

diferença estatística em relação à mucosa da válvula íleo-cecal (P>0,05).  

Os resultados completos da análise histológica dos fragmentos de 

estômago, duodeno, íleo, cólon e válvula íleo-cecal encontram-se nos 

Apêndices C a H. 
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Tabela 15. Número de fragmentos coletados e adequação dos mesmos ao 
exame histológico da mucosa do trato gastrintestinal de cães de 
diferentes idades.  

Item Filhotes Adultos Velhos 

 Número de fragmentos 

Estômago 42 28 44 

Duodeno 82 69 89 

Íleo 25 16 17 

Válvula íleo-cecal  8 6 12 

Cólon 87 66 84 

    

Total 244 185 246 

Adequação dos fragmentos 1    

Grau 0 0 43,8% 0 

Grau 1 12,3% 56,2% 4,9% 

Grau 2 87,7% 0 95,1% 
1 Adequação dos fragmentos ao exame histológico: 0 = inapropriado para 
análise; 1 = adequado com artefatos; 2 = adequado para análise 
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Figura 3. Fotomicrografias da mucosa do trato gastrintestinal do GF. (A) 

Estômago, mucosa fúndica. Dentro do padrão de histologia normal. 
HE, barra= 10µm; (B) Intestino delgado, mucosa duodenal. Observe a 
relação vilosidade: cripta de 3:1. Vilosidades afiladas na extremidade. 
Dentro do padrão de histologia normal. HE, barra= 50µm; (C) Intestino 
delgado, vilosidade. Dentro do padrão de histologia normal. HE, 
barra= 10µm; (D) Intestino delgado, criptas. Notar monocamada de 
células basofílicas. Dentro do padrão de histologia normal. HE, barra 
= 10µm; (E) Intestino grosso, cólon. Observe criptas paralelas e com 
células caliciformes. Dentro do padrão de histologia normal. HE, barra 
= 10µm; (F) Intestino grosso, cólon. Superfície epitelial das criptas 
com predomínio de células caliciformes. Dentro do padrão de 
normalidade. HE, barra = 10µm.  
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Figura 4. Fotomicrografias da mucosa do trato gastrintestinal do GV. (A) Estômago, 

mucosa fúndica. Gastrite linfoplasmocítica discreta (seta). HE, barra = 
10µm; (B) Intestino delgado, mucosa duodenal. Enterite linfoplasmocítica 
discreta. Observe a fusão de vilosidades (VF). HE, barra = 50µm; (C) 
Intestino delgado, vilosidade. Observe infiltrado na lamina propria (LP), 
enterite linfoplasmocítica. HE, barra = 10µm; (D) Intestino delgado, 
vilosidade. Notar infiltrado na LP e linfócitos intraepiteliais (LIE). HE, barra = 
10µm; (E) Intestino grosso, cólon. Observe infiltrado na LP e criptas 
tortuosas. Colite linfoplasmocítica moderada. HE, barra = 10µm; (F) 
Intestino grosso, cólon. Superfície epitelial das criptas com redução das 
células caliciformes e infiltrado na LP. Colite linfoplasmocítica moderada. 
HE, barra = 10µm.  
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6. DISCUSSÃO  

 

Com o objetivo de levantar subsídios para o entendimento dos efeitos do 

envelhecimento no trato gastrintestinal, este estudo comparou cães saudáveis de 

três grupos etários quanto à população microbiana fecal, alguns dos produtos de 

fermentação bacteriana intestinal, alguns aspectos imunes e parâmetros histológicos 

do trato gastrintestinal. 

A maior contagem de Bifidobacterium e bactérias do Cluster IV no GF indica 

maior ocorrência de bactérias benéficas, cujos produtos de fermentação contribuem 

para a saúde do trato gastrintestinal (SUCHODOLSKI, 2011). Para comparar estes 

achados, foram localizados somente outros dois estudos com cães filhotes. O 

primeiro estudo localizado (BENNO et al., 1992) empregou o método de cultivo em 

meio seletivo, obtendo resultados que corroboram parcialmente com os do presente 

estudo. Os autores observaram que cães com idade inferior a 12 meses 

apresentaram maior número de bacteroides, eubacteria, peptostreptococos, 

bifidobactéria, lactobacilos e estafilococos em relação a animais com idade superior 

a 11 anos. Na comparação com o presente estudo, lactobacilos e bacteroides não 

diferiram no GF e peptostreptococos não constou dos primers aqui empregados. Os 

animais com mais de 11 anos no estudo de Benno et al. (1992) apresentaram, 

ainda, maior número de clostridia lecitinase positivos e bacilos, o que também não 

foi verificado na presente pesquisa. O segundo estudo localizado (KEARNS; 

SUNVOLD, 1998) também comparou cães com idade inferior a 12 meses com 

animais de idade superior a 11 anos, obtendo resultados praticamente opostos aos 

de Benno et al. (1992) e do presente estudo. Os autores verificaram que os animais 

mais velhos apresentaram em geral maiores contagens de bactérias pelo método de 

cultivo em agar seletivo, obtendo 24% a mais de bactérias aeróbias, 41% a mais de 

anaeróbias, 341% a mais de bactérias do gênero Clostridium, 118% a mais de 

lactobacilos, 31% a mais bacteroides e 44% a mais de eubactérias, além de 18% 

menos de enterobactérias que o grupo de filhotes.  

Verifica-se que os dados disponíveis na literatura referentes à composição da 

microbiota de cães são contraditórios, escassos e têm como foco mais frequente a 

determinação da composição da microbiota de cães adultos saudáveis e a avaliação 
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dos efeitos da dieta ou ingredientes específicos (STRICKLING et al., 2000; 

GREETHAM et al., 2002; SWANSON et al., 2002; FLICKINGER et al., 2003; 

VANHOUTTE et al., 2005; MIDDELBOS et al., 2007; GRØNVOLD et al., 2009; 

MIDDELBOS et al., 2010; KORE; PATIL; PHONBADA, 2010; SUCHODOLSKI, 2011; 

HOODA et al., 2012). Os métodos de estudo empregados são também muito 

variáveis, moleculares ou não moleculares, dificultando a comparação dos achados.  

Ao se investigar as pesquisas disponíveis para outras espécies cujo foco 

tenha sido avaliar o impacto da idade sobre a microbiota do TGI, o maior número de 

estudos com dados relativamente mais consistentes relaciona-se à espécie humana. 

Hopkins, Sharp e Macfarlane (2002) estudaram a microbiota fecal de crianças (16 

meses a sete anos), adultos (21 a 34 anos) e idosos (67 a 88 anos) e observaram, 

através da pesquisa do 16S rRNA, que crianças apresentaram em maior número os 

grupos de enterobactérias, bifidobactérias e bacteroides que adultos e idosos, 

indicando ainda menor complexidade (menor número de espécies dentro de cada 

gênero) de sua microbiota. Pelo método de cultivo em Agar seletivo observaram, 

ainda, que crianças apresentaram menor número de enterobactérias. Estes 

resultados são similares, em parte, aos do presente estudo. Em estudo mais 

recente, Mariat et al. (2009) verificaram que bebês (três semanas a 10 meses) 

apresentam menor quantidade total de microrganismos e que estes apresentaram 

maior proporção (embora com menor contagem absoluta) de Bifidobacterium spp. e 

Cluster IV e menor de E. coli que adultos (25 a 45 anos) e idosos (70 a 90 anos). A 

comparação destes dados com os do presente estudo, no entanto, requer ressalvas 

por tratarem de bebês lactentes. A comparação dos adultos com idosos revelou para 

os últimos menor contagem de Cluster IV, Cluster XIVa e E. Coli. 

No presente estudo, não foram observadas diferenças entre os grupos GA e 

GV. Estes achados corroboram os de Gomes et al. (2011) que pelo método de 

cultivo em agar seletivo também não verificaram diferenças na microbiota de cães 

idosos (10±0,02 anos) e adultos (4±0,01 anos) o que sugere estabilidade da 

microbiota em cães beagles após a fase de crescimento. Fato semelhante foi 

observado por Enck et al. (2008) ao avaliarem amostras de fezes de 15.619 pessoas 

adultas saudáveis (idade média 46,3 anos, mínima 18 anos e máxima 96 anos; 

homens:mulheres = 4197:11422). Por cultivo em meio seletivo, não observaram 
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efeito da idade ou gênero da contagem de bactérias das fezes. Em estudo com 

cães, Simpson et al. (2002), ao avaliarem o efeito da dieta, idade e raça em 18 cães 

igualmente distribuídos quanto a raça (pastor alemão, setter inglês e schnauzer 

miniatura); idade: animais adultos (2,5 ± 0,5 anos) e velhos (10,9 ± 0,7anos); e 

alimentados com dieta controle ou dieta com alta fibra (adição de 5% de polpa de 

beterraba e 5% de casca de soja em substituição a 10% de amido milho da dieta 

controle) não observaram variações na diversidade bacteriana pelo método de 

DGGE (denaturing gradient gel electrophoresis). O DGGE é um método molecular 

que gera padrão de bandas que ilustram a diversidade bacteriana presente na 

amostra, sendo possível através dessa técnica somente capturar alterações nos 

grupos predominantes de bactérias dentro da comunidade intestinal. Estes autores 

observaram que os animais apresentaram tendência a se agruparem conforme idade 

ou raça (raças grandes ou pequenas), mas essas variações foram atribuídas 

principalmente a variações individuais. A principal conclusão referente a esta análise 

feita pelos autores é que cães apresentam padrão de banda individual, único e 

estável. Esta estabilidade e individualidade dos padrões indica que cada indivíduo 

abriga uma comunidade bacteriana própria e independente da dieta testada. Ao 

avaliarem a microbiota por cultivo em agar seletivo, Simpson et al. (2002) 

observaram que os animais mais velhos apresentaram menor número de 

Bacteroides spp. que os adultos, sem diferenças significativas para os demais 

grupos bacterianos estudados. Estes resultados divergem dos encontrados no 

presente estudo. 

Revisão realizada por Woodmansey (2007) sobre os efeitos do 

envelhecimento sobre as bactérias intestinais aponta que as contagens de 

anaeróbios totais nas fezes permanecem relativamente estáveis na população senil 

e a principal alteração observada consiste na mudança das espécies dominantes. 

Descreve ainda que pessoas idosas saudáveis apresentam aumento no número de 

anaeróbios facultativos (como estafilococos, estreptococos e leveduras), 

fusobactérias, clostridia e eubactérias e diminuição tanto no número como na 

diversidade de bacteroides e bifidobactérias, além de diminuição na atividade 

amilolítica da microbiota.  



71 
 

Fica evidente que dados referentes às alterações na composição da 

microbiota são complexos e variáveis. Inclusive aspectos geográficos, como local de 

estudo e de vida da população estudada influem nos resultados encontrados (LAY et 

al., 2005; TIIHONEN; OUWEHAND; RAUTONEN, 2010). Para cães os estudos são 

ainda poucos e inconsistentes e, considerando-se os diversos fatores que podem 

afetar a composição da microbiota, a comparação feita com resultados de estudos 

em outras espécies, como a humana, pode não ser adequada. Sendo assim, são 

necessários mais estudos em cães para se identificar ou descartar possíveis 

influências geográficas, de métodos de estudo da microbiota, da dieta, de raça, 

dentre outros e buscar-se consenso a respeito das alterações da microbiota ao 

longo da vida.  

No conjunto dos resultados, verificou-se menor concentração de AGCC, ácido 

valérico e maior pH nas fezes dos cães do GV, indicando menor atividade 

sacarolítica da microbiota intestinal. Em geral, estes parâmetros tenderam a ser mais 

elevados nas fezes dos cães do GF, que apresentou também menor pH, sugerindo 

aumento da atividade sacarolítica.  Estes resultados são divergentes dos obtidos por 

Kuzmuk et al. (2005), que observaram aumento na concentração fecal de butirato 

(P=0,02), valerato (P=0,05) e isovalerato (P<0,01) em animais com idade superior a 

11 anos, quando comparado a animais com idade inferior a 12 meses, mas 

concordam com os achados de Gomes et al. (2011) que encontraram maior pH e 

menor concentração de butirato nas fezes de cães idosos (10±0,02 anos) em 

comparação a adultos (4±0,01 anos). Não foram encontrados outros estudos em 

cães para a discussão dos resultados. Woodmansey et al. (2004) observaram que 

pessoas adultas e idosas saudáveis apresentaram, de maneira geral, concentrações 

fecais de ácidos de fermentação (AGCC e AGCR) semelhantes, com apenas 

pequenas reduções na concentração de acetato, butirato e valerato, bem como dos 

ácidos graxos voláteis totais nos indivíduos de mais idade. 

Segundo Macfarlane e Macfarlane (2003), a maioria dos AGCC são derivados 

da degradação bacteriana de carboidratos complexos e sua formação ocorre 

principalmente no intestino proximal. À medida que os resíduos alimentares passam 

através do intestino, estes se reduzem em quantidade e incia-se a degradação de 

proteínas e peptídeos, o que também contribui para aumentar a produção de AGCC. 
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Os principais gêneros descritos que se destacam na produção de AGCC são 

Clostridium cluster XIVa, Prevotella spp., Faecalibacterium spp. e Bifidobacterium 

spp (SUCHODOLSKI, 2011). Louis et al. (2007) fizeram detalhamento das bactérias 

envolvidas na produção de cada um dos principais AGCC. Atribuíram aos 

Bacteroides e ao Clostridial Cluster IX a maior produção de propionato e ao Cluster 

IV e XIVa a maior produção de butirato, enquanto o acetato é formado por diversos 

grupos de bactérias (Clostridial Clusters IV, XIVa, XIVb, XVI, Bifidobacterium spp. e 

o grupo Bacteroides-Prevotella). Estudos in vitro demonstram que bactérias do par 

de primers Cluster IV crescem melhor em pH próximo a 5,5 e nestas condições 

produzem predominantemente butirato. Quando o pH se eleva a 6,6 a população 

destas bactérias diminuem, com predomínio de Bacteroides spp e maior produção 

de propionato (WALKER et al., 2005). Assim, mudanças no pH são capazes de 

alterar e/ou são induzidas por alterações na composição ou atividade da microbiota 

no cólon, fato este observado no presente estudo, uma vez que o GV apresentou 

menores contagens de bactérias pertencentes ao grupo do Clostridium leptum 

(Cluster IV), menor concentração de todos os AGCC e maior pH fecal. 

Em relação aos AGCR, a maior concentração de valerato nas fezes dos cães 

do GF indica maior catabolismo microbiano do aminoácido isoleucina, sugerindo 

atividade proteolítica. No GV, foi verificado aumento da proporção de isovalerato, 

resultante do catabolismo microbiano de leucina, mas este não foi acompanhado por 

elevação na quantidade deste AGCR. Assim, pode-se supor que este aumento 

proporcional seja decorrente da redução de AGV totais no GV, e não oriundo de 

aumento na sua formação. Nem todas as concentrações de derivados da ação de 

microrganismos sobre proteínas seguiram o mesmo sentido, pois as concentrações 

das aminas putrescina, cadaverina e triptamina e das aminas totais foram maiores 

nas fezes do GA e as de 2, 2.3 e 7-metilindol no GV, sendo menores no GF. Os 

compostos fenólicos são formados a partir da degradação bacteriana de 

aminoácidos aromáticos, sendo a tirosina e o triptofano os principais substratos 

dessa degradação, gerando fenóis e indóis, respectivamente. Assim, as 

concentrações aumentadas de alguns indois nas fezes dos cães do GV indicam 

fermentação de proteína no intestino grosso. Em seres humanos, informações 

disponíveis na literatura científica indicam que indivíduos idosos apresentam maior 
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atividade proteolítica bacteriana (WOODMANSEY, 2007; TIIHONEN, OUWEHAN e 

RAUTONEN, 2010). 

Levando-se em consideração que fenóis e indóis têm potencial para interagir 

com outros compostos putrefativos no intestino, potencializando suas ações 

carcinogênicas por atuarem como cocarcinógenos (CUMMINGS; MACFARLANE, 

1991) o aumento de sua concentração não é desejável. No entanto, apesar de estar 

associado no homem a estados mórbidos como a esquizofrenia, muito pouco se 

sabe sobre as ações destes compostos especialmente em cães (SMITH; 

MACFARLANE, 1996). A produção destes compostos parece ser inibida em pH 5,5, 

bem como em presença de carboidratos fermentáveis. Sua formação é 

energeticamente ineficiente e demorada e ocorre predominantemente nos 

segmentos distais do cólon (SMITH; MACFARLANE, 1996). Assim, seria importante 

a realização de novos estudos para se confirmar se cães idosos realmente 

apresentam aumento da formação intestinal destes compostos e quais poderiam ser 

suas reais implicações à saúde destes animais. 

As concentrações de amônia e lactato das fezes não diferiram entre grupos. 

Sabe-se que a desaminação de aminoácidos de proteína endógena ou dietética 

consistem a principal fonte de amônia no cólon (MACFARLANE et al., 1992; 

WILLIANS; VERSTEGEN; TAMMINGA, 2001). Esta é encontrada apenas em 

pequenas quantidades no intestino grosso saudável (WILLIANS; VERSTEGEN; 

TAMMINGA, 2001). A amônia produzida no cólon passa através da parede do 

intestino e alcança outros tecidos do corpo. Em altas concentrações, ela pode 

ocasionar redução da altura dos vilos intestinais (WILLIANS; VERSTEGEN; 

TAMMINGA, 2001). Conforme descrito por Louis et al. (2007), diversas espécies 

bacterianas, incluindo Eubacterium hallii e Anaerostipes caccae, com capacidade de 

converter o lactato em acetato e butirato têm sido isoladas a partir de amostras 

fecais humanas. A presença destas bactérias pode ajudar a explicar o fato de que o 

lactato não se acumula no cólon de indivíduos saudáveis, ainda que uma proporção 

significativa de bactérias do cólon possa produzir este ácido. Bactérias produtoras de 

propionato, pertencentes ao Clostridial Cluster IX, também contribuem para a 

utilização do lactato no intestino grosso e, além disso, o lactato é um cosubstrato 

preferido para as bactérias redutoras de sulfato (GIBSON et al., 1990). 
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Recentemente, foi também demonstrado in vitro que o lactato pode ser convertido 

em butirato e propionato (BOURRIAUD et al., 2005). 

Os achados referentes às concentrações fecais de aminas são difíceis de 

serem interpretados no momento, devido ao reduzido número de trabalhos que as 

estudaram em cães (GOMES et al., 2011). A principal via pela qual as bactérias 

produzem aminas é pela descarboxilação de aminoácidos. A cadaverina é formada a 

partir da descarboxilação da lisina, a putrescina a partir da ornitina e a triptamina tem 

origem na fermentação do triptofano. Espécies pertencentes aos gêneros 

Clostridium, Bifidobacterium e Bacteroides são as que produzem aminas em maiores 

quantidades (ALLISON; MACFARLANE, 1989). As alterações encontradas nas 

concentrações de bactérias no presente estudo não explicam as diferenças entre os 

grupos etários nas concentrações de aminas das fezes, uma vez que estas bactérias 

foram mais predominantes no GF, enquanto a concentração de amina maior no GA.  

Diferenças na capacidade de digestão e absorção de proteínas no intestino 

delgado, o que permitiria maior aporte deste subtrato ao cólon para ser degradado 

pela microbiota, poderia ser outro fator implicado nas diferentes concentrações de 

aminas nas fezes. Apesar dos coeficientes de digestibilidade dos nutrientes não 

terem sido avaliados no presente estudo, diversos autores demonstram que após a 

fase de crescimento não há efeito da idade sobre estes parâmetros (SHEFFY et al., 

1985; GOMES et al., 2011). Filhotes de cães, no entanto têm digestibilidade mais 

baixa de proteína do que os cães adultos, devido a reduzida secreção de pepsina no 

estômago (FAHEY; BARRY; SWANSON, 2008). Dessa forma, a alteração esperada 

para o GF, se relacionadas à menor digestibilidade da proteína e aminoácidos, seria 

o aumento da concentração fecal de aminas, ou mesmo de amônia, indóis e fenóis, 

o que não ocorreu. 

As implicações da presença de aminas no intestino são, também, ainda pouco 

conhecidas, o que é complicado pelo fato das diferentes aminas apresentarem 

ações distintas. As aminas biogênicas (putrescina, serotonina, cadaverina, 

histamina, tiramina, triptamina, feniletilamina e agmatina) são componentes 

endógenos e indispensáveis às células vivas, fundamentais para a proliferação e 

diferenciação celular, regulação das funções do núcleo, síntese de proteínas, 

desenvolvimento cerebral, regulação e crescimento do sistema nervoso (SANTOS, 
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1996; SAAID et al., 2009). Putrescina, espermidina e espermina são compostos 

indispensáveis ao metabolismo celular, sendo solicitadas em grandes quantidades 

pelos tecidos em crescimento acelerado, como a mucosa do TGI, uma vez que estão 

envolvidas na síntese de DNA, RNA e proteínas (HUGHES; MAGEE; BINGHAM, 

2000; BARRY et al., 2009). Aminas como a cadaverina indicam putrefação e podem 

ser prejudiciais a saúde intestinal (CUMMINGS; MACFARLANE, 1991), mas sua 

concentração é importante para sua ação, pois em baixas concentrações esta amina 

é essencial para o crescimento normal e diferenciação de células, mas em maiores 

quantidades a cadaverina é prejudicial a seres humanos e animais (FUSI et al., 

2004). Espermina e espermidina, assim como putrescina e cadaverina, são também 

eficientes sequestradoras de radicais livres em numerosos sistemas enzimáticos, 

químicos e in vitro podem inibir peroxidação de lipídeos e prevenir a senescência 

(BARDÓCZ et al., 1995). 

Os mamíferos possuem sistema de desintoxicação relativamente eficiente, 

capaz de metabolizar a ingestão diária normal de aminas biogênicas presentes em 

alimentos. Nos seres humanos, em condições normais de saúde, as aminas 

absorvidas dos alimentos ou formadas pelas bactérias intestinais são rapidamente 

convertidas em produtos de degradação fisiologicamente inativos pela ação das 

amino oxidases ou por conjugação. Entretanto, as aminas cadaverina, putrescina e 

triptamina são inibidoras da diamino-oxidase (GOUVEIA, 2009) o que pode 

potencializar o efeito tóxico da histamina (SABAINI, 2009) e permitir a ação deletéria 

que advém da presença de altas concentrações destes compostos. 

Dentro deste contexto, fica difícil se especular sobre as implicações do 

aumento ou diminuição das concentrações de aminas nas fezes dos cães. 

Concentração aumentada, como no GA, pode estar dentro do fisiológico, enquanto a 

diminuição destes compostos pode restringir certas funções celulares, da mesma 

forma que o contrário pode vir a ser considerado. Estudo anterior (GOMES et al., 

2011) verificou em animais idosos (10±0,02 anos) menores concentrações de 

agmatina, espermina e histamina em comparação a cães adultos (4±0,01 anos). 

Apesar das aminas serem diferentes, no presente estudo, o GV tendeu a apresentar 

também menores quantidades de aminas totais, o que pode vir a ter algum 

significado fisiológico que mereceria ser estudado. 
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Dentre os parâmetros imunes avaliados, observou-se diferença significativa 

entre os grupos na concentração fecal de IgA. O único estudo encontrado que 

avaliou o efeito da idade na concentração fecal de IgA em cães foi realizado por 

nosso grupo de pesquisa (ZAINE et al., 2011), tendo sido verificado que cães com 

cinco meses apresentaram menores concentrações desta imunoglobulina nas fezes 

(0,32±0,05mg IgA/g fezes na MS) do que cães adultos (2,34±0,44mg IgA/g fezes na 

MS). Na presente pesquisa, os mesmos filhotes do estudo anterior apresentavam 10 

meses, sua concentração de IgA foi de 1,3±0,24mg/g fezes na MS e ainda diferente 

ao dos animais adultos e idosos. Estes dois estudos, quando observados 

conjuntamente, corroboram a descrição de HogenEsch et al. (2004), Blount, 

Pritchard e Heaton (2005) e Ogra (2010), para as IgA salivar e sérica. Estes autores 

verificaram que com o amadurecimento dos cães ocorre aumento da secreção de 

IgA. Entretanto, comparações feitas com a IgA sérica devem ser avaliadas com 

ressalvas uma vez que esta não é um bom indicativo do conteúdo de IgA secretora 

(ZAINE et al., 2011). Estudo em seres humanos apontou que crianças têm poucas 

células IgA+ no intestino e à medida que envelhecem há aumento no número destas 

células (ROGNUN et al., 1992).  

Em relação aos resultados de hematometria, Jain (1993) já havia verificado 

que os índices da série vermelha de cães atingem os valores normais de animais 

adultos por volta dos 2 a 3 meses de vida, justificando a ausência de diferenças 

entre o GF e os demais grupos etários no presente estudo. Lowseth et al. (1990) 

também não encontraram alterações significativas nos parâmetros hematológicos de 

cães beagle entre 3 e 14 anos, corroborando a ausência de diferenças no GV. Os 

teores de hemoglobina tenderam a ser menores no GF (P=0,072), o que encontra 

respaldo nos estudos de Vajdovich et al. (1997), que observaram menor 

concentração de hemoglobina em cães beagle com idade inferior a um ano, 

comparado a cães com idade superior a nove e de Strasser et al. (1993), que 

relataram que cães jovens apresentaram diminuição da hemoglobina e hematócrito 

comparado com cães seniors. Swanson et al. (2004) acompanharam durante 12 

meses um grupo de 24 animais, sendo 12 filhotes com oito semanas e 12 seniores 

com 11 anos. Observaram que na avaliação basal havia marcado efeito da idade 

nos parâmetros hematológicos avaliados, mas com o avanço cronológico, os valores 



77 
 

do grupo de animais desmamados foi se aproximando aos do grupo de cães velhos 

e aos valores de referência para a espécie. A avaliação hematológica dos cães 

idosos permaneceu relativamente estável e dentro da faixa de referência durante 

todo o experimento. Conforme discutido por estes autores, menores concentrações 

de hemácias e hemoglobina são comuns em cães jovens porque a hemácia tem vida 

mais curta em cães jovens e hemácias jovens contêm menos hemoglobina que 

hemácias velhas.  

O maior número de linfócitos e menor de eosinófilos no GF já havia sido 

demonstrado por Jain (1993), que também descreveu que cães filhotes têm maior 

contagem de linfócitos e que estes decrescem com o avançar da idade, ocorrendo o 

oposto com os eosinófilos. Esta maior contagem de linfócitos no GF incluiu maiores 

quantidades das subpopulações CD5+, CD4+ e CD21+. Blount, Pritchard e Heaton 

(2005), comparando cães de dois anos, quatro anos, seis anos e 10 anos, já haviam 

observado que os animais mais jovens apresentam maior número de células, 

considerando todas as subpopulações avaliadas, em comparação aos demais 

grupos. No presente estudo, no entanto, linfócitos CD8+ foram semelhantes entre 

grupos etários e apenas o GA apresentou menos linfócitos CD4+ que o GF. Aqueles 

autores também observaram, à semelhança do presente estudo, que a proporção 

relativa de linfócitos CD5+ foi menor nos animais mais jovens. O GF, no presente 

estudo também apresentou menor proporção de linfócitos CD21+, apesar de sua 

concentração absoluta ter diminuído linearmente do dia 45 ao dia 300.  

Em estudo longitudinal recentemente publicado por Villaescusa et al. (2012), 

foram avaliadas as populações linfocitárias de filhotes de cães beagle entre sete e 

15 meses de idade, tendo como grupo controle cães adultos com idade inicial de 4,7 

anos. Estes pesquisadores observaram durante este período de vida dos filhotes 

diminuição na contagem absoluta de linfócitos totais, linfócitos T CD3+, CD4+ e 

CD21+ e redução significativa da porcentagem de células CD4+ e na relação 

CD4+:CD8+ e aumento na porcentagem de células CD8+. Verificaram que embora 

estas populações linfócitárias tenham sido diferentes entre os cães com sete meses 

e 4,7 anos, ou seja, no início do estudo, diferenças não foram observadas quando os 

cães alcançaram os 15 meses de idade. No presente estudo, dos 45 dias aos 300 

dias de vida, verificou-se também redução em linfócitos CD21+ e na relação 
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CD4+:CD8+, mas, de maneira contrária, aumentos nas contagens de linfócitos 

CD5+, CD4+ e CD8+. Estas diferenças de resultados podem ser decorrentes do fato 

dos cães no presente estudo serem mais novos que os compardados por 

Villaescusa et al. (2012) – e animais mais novos apresentarem maior número de 

linfócitos (JAIN, 1993; SCHULTZE, 2010) – e pelos animais terem recebido estímulo 

antigênico por meio de vacina nos dias 45, 66, 87 e 105. Sabe-se que após a 

diferenciação primária no timo e medula óssea, os linfócitos passam por maturação 

funcional em sangue periférico. Esta maturação é influenciada diretamente pelos 

encontros com diferentes antígenos ambientais, ocorrendo desde o nascimento e 

pode se refletir em mudanças na distribuição das populações linfócitárias no início 

da vida (deVries et al., 2000). Neste sentido, com a vacinação é esperada indução 

da memória imunológica pelo desenvolvimento de células B ou T de memória para 

se obter imunização contra antígenos específicos por período prolongado (TIZZARD, 

2004).  

Estudo anterior de nosso grupo de pesquisa (Gomes et al., 2011) verificou 

redução nas contagens de linfócitos CD5+, CD8+, CD21+ e manutenção nas de 

CD4+ em cães idosos (10±0,02) em relação a adultos (4±0,01), divergindo do 

verificado na presente pesquisa. Outros estudos também demonstram baixas 

contagens de linfócitos em cães idosos (STRASSER et al., 2000; GREELEY et al., 

2001; REIS et al., 2005), apontando este declínio como característica do 

envelhecimento do sistema imune. O decréscimo observado nos linfócitos é 

atribuído à diminuição nas células CD5+ que, por sua vez, se deve principalmente a 

perda de células CD4+, embora linfócitos B e CD8+ também se reduzam, porém em 

ritmo mais lento (BLOUNT; PRITCHARD; HEATON, 2005). No entanto, dados 

conflitantes estão disponíveis na literatura, como Heaton et al., (2002) que ao 

avaliarem população de 122 labradores (idades entre seis meses e 14 anos) 

observaram aumento no número de células CD3+ e CD8+, apesar de também terem 

verificado redução no de células CD4+ e na relação CD4+:CD8+. Assim, tanto a 

manutenção das contagens de CD5+ como o aumento tanto absoluto como 

proporcional de CD4+ verificados no presente estudo no GV em relação ao GA não 

encontram semelhança à estudos anteriormente publicados. Fica difícil se 

estabelecerem hipóteses ou explicações para estas diferenças, que podem inclusive 
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ser decorrentes de características do grupo de cães velhos aqui empregados. Na 

avaliação da resposta de hipersensibilidade cutânea tardia, após 48h de aplicação 

da vacina o GV passou a apresentar pápula de menor espessura em comparação ao 

GF. Esta diminuição da resposta de hipersensibilidade em cães velhos é também 

apontada na revisão feita por Day (2010). Este descreve que embora a proliferação 

in vitro de células T e a resposta in vivo ao teste de hipersensibilidade cutânea tardia 

diminuam com a idade no cão, é possível que a capacidade de produzir resposta 

imunitária humoral primária a um novo antígeno permaneça inalterada. Segundo 

Labres (2009), a reação cutânea de hipersensibilidade tardia é a resposta 

inflamatória caracterizada por infiltrado de células mononucleares, constituídos 

especialmente por linfócitos T de memória, que, em presença de antígenos 

específicos, liberam citocinas recrutadoras de macrófagos. A resposta medida 

consiste em resposta inflamatória local mediada por linfócitos CD4+ que penetram 

no sítio da injeção do antígeno, reconhecem os complexos de peptídeos e o 

Complexo de Histocompatibilidade Principal da classe-II (MGC-II) nas células 

apresentadoras de antígenos e liberam mediadores inflamatórios que aumentam a 

permeabilidade vascular local, propiciando a formação de edema, medido com o 

auxílio de cutímetro ou micrômetro.  

Estudos em seres humanos e ratos apontam haver aumento em uma das 

classes de linfócitos CD4+, os chamados linfócitos T CD4+ reguladores (Treg, com 

marcação CD4+CD25+) em indivíduos velhos (GREGG et al., 2005; 

TRZONKOWSKI et al., 2006; SIMONE; ZICCA; SAVERINO, 2008; YAN et al., 2010). 

Linfócitos T CD4+ reguladores são reconhecidos como importantes mediadores na 

regulação da resposta imune periférica e por desempenhar papel no controle de 

respostas auto-imunes e de agentes patogênicos específicos (GREGG et al., 2005), 

desempenhando papel crucial na manutenção da tolerância periférica (PINHEIRO et 

al., 2011). Apesar de limitar os danos colaterais na resposta imune contra certos 

microrganimos, células Treg também têm sido implicadas na patogenia de várias 

doenças infecciosas - quer promovendo a persistência do patógeno através da 

inibição de resposta efetoras anti-microrganismos ou atuando como reservatório 

celular do patógeno. Estes mecanismos patológicos foram demonstradados em 

roedores e mamíferos superiores (PINHEIRO et al., 2010). Apesar desta subclasse 
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não ter sido investigada no presente estudo, o seu aumento pode ser uma hipótese 

que justificaria a menor resposta a antígeno vacinal observada no GV.   

Em relação à análise histológica da mucosa do TGI os cães do GF e GA 

apresentaram-se dentro do padrão de histologia. No entanto, o GV apresentou ao 

exame histológico alterações compatíveis com gastrite, enterite e colite, além da 

presença de Helicobacter spp. na mucosa do estômago. É importante se ressaltar 

que todos os cães empregados eram clinicamente saudáveis e não apresentavam 

nenhuma alteração ao exame físico do sistema digestório, consumo de alimentos e 

produção e qualidade das fezes e em seus históricos de saúde não constava 

nenhuma doença anterior no TGI. 

Dentre os parâmetros avaliados no presente estudo, o GV não apresentou 

alteração na microbiota fecal em relação ao GA que pudesse explicar este aumento 

de inflamação no TGI. No entanto, o GV apresentou menores concentrações de 

ácido butírico e tendência à redução de acetato, propionato, AGV totais e aumento 

nas concentrações de alguns derivados da fermentação de proteínas como o 

isovalerato e alguns indóis. Algumas aminas biogênicas, como putrescina, 

cadaverina e triptamina também apresentaram tendência à redução no GV. Dentre 

estes compostos, o ácido butírico tem sido estudado pelo seu importante papel na 

nutrição da mucosa do cólon e na prevenção do câncer de cólon, por promover a 

diferenciação celular, controlar o ciclo celular e apoptose de colonócitos alterados; 

inibir a enzima histona desacetilase e diminuir a transformação de ácidos biliares 

primários a secundários, como resultado da acidificação do cólon. Os ácidos biliares 

secundários possuem atividade potencial no desenvolvimento de tumores, sendo 

produzidos em pH em torno de 6,0 a 6,5 (WONG et al., 2006). Para os demais 

produtos de fermentação estudados, muito pouca informação existe publicada. 

Deste modo, é possível que as alterações no perfil de produtos de fermentação 

intestinal do GV estejam relacionadas às alterações histológicas verificadas, 

podendo estas alterações ser consequêntes ou desencadeantes das alterações 

inflamatórias e estruturais verificadas ao exame histológico.  

Infelizmente não foram verificados outros estudos que tenham comparado a 

histologia da mucosa do TGI de cães saudáveis de diferentes idades para se 

comparar os resultados da presente pesquisa. No contexto de imunosenescência e 
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inflammageing, estas alterações na mucosa intestinal dos cães do GV, 

especialmente relacionadas ao maior recrutamento de células inflamatórias e 

imunes, parecem ser relevantes. Suas implicações no contexto das alterações do 

sistema imune que ocorrem nesta faixa etária merecem investigação e, 

especialmente, como a dieta poderia interferir neste processo, seja alterando a 

composição da microbiota intestinal ou os produtos de fermentação formados de 

modo a favorecer tanto à melhor estrutura histológica da mucosa do TGI como da 

resposta imune e inflamatória dos animais. 
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7. CONCLUSÕES 

 

- Na presente pesquisa foi possível se verificar importantes diferenças na 

composição da microbiota fecal, produtos de fermentação nas fezes, parâmetros 

imunológicos e características histológicas da mucosa intestinal de cães de 

diferentes grupos etários. 

- As diferenças imunes verificadas entre os grupos etários estiveram, em sua 

maior parte, de acordo com o descrito na literatura científica. No entanto, apesar de 

algumas alterações do GV estarem de acordo com outros autores, como redução da 

resposta de hipersensibilidade cutânea tardia, outras como a manutenção do 

número de células CD5+, CD8+, CD21+ e o aumento de linfócitos CD4+ estão em 

contradição ao descrito na maioria dos artigos, o que não pôde ser explicado e pode 

ser particular aos cães empregados neste estudo.  

- Os cães do GV apresentam importantes alterações à histologia da mucosa 

do TGI, compatíveis com gastrite, enterite e colite. As alterações verificadas nas 

concentrações de produtos de fermentação, com redução da atividade sacarolítica e 

aumento da proteolítica, acompanhada por tendência à redução de algumas aminas 

biogênicas nas fezes do GV podem estar relacionadas a este aumento da 

inflamação na mucosa do TGI. 

- As alterações observadas para o animais considerados geriátricos são 

importantes de serem levadas em conta no momento da formulação de alimentos, 

de forma a selecionar ingrediente ou composições nutricionais que possam 

minimizar ou prevenir a ocorrência ou ainda aliviar os sintomas decorrentes de tais 

alterações. 
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Apêndice C. Número de fragmentos coletados por região do trato gastrintestinal e 
adequação dos mesmos ao exame histológico da mucosa de cães de 
diferentes idades. 

Item Filhotes Adultos Velhos 
ESTÔMAGO    

N°. de fragmentos 42 28 44 
Qualidade dos fragmentos1    

Grau 0 0% 22% 0% 
Grau 1 0% 78% 7% 
Grau 2 100% 0% 93% 

    
DUODENO    

N°. de fragmentos 82 69 89 
Qualidade dos fragmentos1    

Grau 0 0% 100% 0% 
Grau 1 17% 0% 0% 
Grau 2 83% 0% 100% 

    
ÍLEO    

N°. de fragmentos 25 16 17 
Qualidade dos fragmentos1    

Grau 0 0% 31% 0% 
Grau 1 52% 69% 35% 
Grau 2 48% 0% 65% 

    
CÓLON    

N°. de fragmentos 87 66 84 
Qualidade dos fragmentos1    

Grau 0 0% 0% 0% 
Grau 1 0% 100% 0% 
Grau 2 100% 0% 100% 

    
VÁLVULA  ÍLEO-CECAL     

N°. de fragmentos 8 6 12 
Qualidade dos fragmentos1    

Grau 0 0% 17% 0% 
Grau 1 38% 83% 25% 
Grau 2 62% 0% 75% 

    
TGI    
N°. de fragmentos 244 185 246 
Qualidade dos fragmentos1    

Grau 0 0 43,8% 0 
Grau 1 12,3% 56,2% 4,9% 
Grau 2 87,7% 0 95,1% 

1 Grau de qualidade dos fragmentos expresso em porcentagem do total de fragmentos coletados, 
sendo: 0 = inapropriado para análise; 1 = adequado com artefatos; 2 = adequado para análise. 
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Apêndice D. Análise histológica da mucosa de estômago de cães de diferentes 
idades. Valores expressos como mediana (mínimo-máximo).  

Item Filhotes Adultos Velhos P 
Superfície epitelial 0 (0 - 0) 0 (0 - 0) 0 (0 - 0) >0,05 

Glândulas 0 (0 - 0) 0 (0 - 0) 0 (0 - 0) >0,05 

Fibrose  0 (0 - 0) 0 (0 - 0) 0 (0 - 0) >0,05 

Atrofia de mucosa  0 (0 - 0) 0 (0 - 0) 0 (0 - 0) >0,05 

Linfócitos intraepiteliais 0 (0 - 0)b 0 (0 - 0)b 0 (0 - 1)a 0,018 

Linfócitos e plasmócitos 0 (0 - 0)b 0 (0 - 0)b 1 (0 - 1)a 0,001 

Eosinófilos 0 (0 - 0) 0 (0 - 0) 0 (0 - 1) >0,05 

Neutrófilos 0 (0 - 0) 0 (0 - 0) 0 (0 - 0) >0,05 

Hiperplasia linfofolicular 0 (0 - 1) 0 (0 - 0) 0 (0 - 2) >0,05 

Outro 0 (0 - 0) 0 (0 - 0) 0 (0 - 0) >0,05 
a, b medianas na linha sem uma letra em comum diferem pelo teste de Kruskal-Wallis 
(P<0,05). 
 
 
Apêndice E. Análise histológica da mucosa de duodeno de cães de diferentes 

idades. Valores expressos como mediana (mínimo-máximo). 
Item Filhotes Adultos Velhos P 
Relação vilo:cripta 0 (0 - 0) 0 (0 - 0) 0 (0 - 0) >0,05 

Atrofia de mucosa 0 (0 - 0) 0 (0 - 0) 0 (0 - 0) >0,05 

Superfície epitelial 0 (0 - 0) 0 (0 - 0) 0 (0 - 0) >0,05 

Distensão de criptas 0 (0 - 0) 0 (0 - 0) 0 (0 - 1) >0,05 

Hiperplasia de criptas 0 (0 - 0) 0 (0 - 0) 0 (0 - 0) >0,05 

Dilatação de linfáticos 0 (0 - 0) 0 (0 - 0) 0 (0 - 0) >0,05 

Fibrose 0 (0 - 0) 0 (0 - 0) 0 (0 - 0) >0,05 

Linfócitos intraepiteliais 0 (0 - 1)b 0 (0 - 1)b 1 (0 - 1)a 0,012 

Linfócitos e plasmócitos 0 (0 - 1)b 0 (0 - 1)b 1 (0 - 1)a 0,01 

Eosinófilos 0 (0 - 0) 0 (0 - 0) 0 (0 - 1) >0,05 

Neutrófilos 0 (0 - 0) 0 (0 - 0) 0 (0 - 0) >0,05 

Outro 0 (0 - 0) 0 (0 - 0) 0 (0 - 2) >0,05 
a, b medianas na linha sem uma letra em comum diferem pelo teste de Kruskal-Wallis 
(P<0,05). 
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Apêndice F. Análise histológica da mucosa de íleo de cães de diferentes idades. 
Valores expressos como mediana (mínimo-máximo). 

Item Filhotes Adultos Velhos P 
Relação vilo:cripta 0 (0 - 0) 0 (0 - 0) 0 (0 - 0) >0,05 

Atrofia de mucosa 0 (0 - 0) 0 (0 - 0) 0 (0 - 0) >0,05 

Alteração superfície epitelial 0 (0 - 0) 0 (0 - 0) 0 (0 - 0) >0,05 

Distensão de criptas 0 (0 - 0) 0 (0 - 0) 0 (0 - 0) >0,05 

Hiperplasia de criptas 0 (0 - 0) 0 (0 - 0) 0 (0 - 0) >0,05 

Dilatação linfócito 0 (0 - 0) 0 (0 - 0) 0 (0 - 0) >0,05 

Fibrose 0 (0 - 0) 0 (0 - 0) 0 (0 - 0) >0,05 

Linfócitos intraepiteliais 0 (0 - 0)b 0 (0 - 0)b 1 (0 - 1)a 0,009 

Linfócitos e plasmócitos 0 (0 - 1)b 0 (0 - 1)b 1 (0 - 1)a 0,01 

Eosinófilos 0 (0 - 0) 0 (0 - 0) 0 (0 - 0) >0,05 

Neutrófilos 0 (0 - 0) 0 (0 - 0) 0 (0 - 0) >0,05 

Outro 0 (0 - 0) 0 (0 - 0) 0 (0 - 2) >0,05 
a, b medianas na linha sem uma letra em comum diferem pelo teste de Kruskal-Wallis 
(P<0,05). 
 
 
Apêndice G. Análise histológica da mucosa de cólon de cães de diferentes idades. 

Valores expressos como mediana (mínimo-máximo). 
Item Filhotes Adultos Velhos P 
Superfície epitelial 0 (0 - 0) 0 (0 - 0) 0 (0 - 1) >0,05 

Hiperplasia de criptas 0 (0 - 0) 0 (0 - 0) 0 (0 - 0) >0,05 

Dilatação/distorção criptas 0 (0 - 0) 0 (0 - 0) 0 (0 - 1) >0,05 

Redução caliciforme 0 (0 - 0) 0 (0 - 0) 0 (0 - 0) >0,05 

Fibrose / atrofia 0 (0 - 0) 0 (0 - 0) 0 (0 - 0) >0,05 

Linfócitos intraepiteliais 0 (0 - 0) 0 (0 - 0) 0 (0 – 0) >0,05 

Linfócitos e plasmócitos 0 (0 - 1)b 0 (0 - 0)b 0 (0 - 2)a 0,029 

Eosinófilos 0 (0 - 0) 0 (0 - 0) 0 (0 - 1) >0,05 

Neutrófilos 0 (0 - 0) 0 (0 - 0) 0 (0 - 0) >0,05 

Outro 0 (0 - 0) 0 (0 - 0) 0 (0 - 0) >0,05 
a, b medianas na linha sem uma letra em comum diferem pelo teste de Kruskal-Wallis 
(P<0,05). 
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Apêndice H. Análise histológica da mucosa da válvula íleo-cecal de cães de 
diferentes idades. Valores expressos como mediana (mínimo-máximo). 

Item Filhotes Adultos Velhos P 
Superfície epitelial 0 (0 - 0) 0 (0 - 0) 0 (0 - 0) >0,05 

Hiperplasia de criptas 0 (0 - 0) 0 (0 - 0) 0 (0 - 0) >0,05 

Dilatação/distorção criptas 0 (0 - 0) 0 (0 - 0) 0 (0 - 1) >0,05 

Redução caliciforme 0 (0 - 0) 0 (0 - 0) 0 (0 - 0) >0,05 

Fibrose / atrofia 0 (0 - 0) 0 (0 - 0) 0 (0 - 1) >0,05 

Linfócitos intraepiteliais 0 (0 - 0) 0 (0 - 0) 1 (0 - 0) >0,05 

Linfócitos e plasmócitos 0 (0 - 1) 0 (0 - 0) 0 (0 - 2) >0,05 

Eosinófilos 0 (0 - 0) 0 (0 - 0) 0 (0 - 1) >0,05 

Neutrófilos 0 (0 - 0) 0 (0 - 0) 0 (0 - 0) >0,05 

Outro 0 (0 - 0) 0 (0 - 0) 0 (0 - 0) >0,05 
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