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Microbiota fecal, produtos de fermentacdo, aspectos histolégicos da mucosa

intestinal e imunidade de caes beagle de diferentes idades.

RESUMO - As possiveis diferencas que acometem caes de diferentes idades ainda
sdo pouco estudadas e descritas para esta espécie. O presente estudo avaliou e
comparou a composi¢cao da microbiota nas fezes e seus produtos de fermentacao,
aspectos histologicos da mucosa intestinal e a imunidade de cées filhotes, adultos e
velhos. Para tal, 30 caes beagle foram divididos igualmente em trés grupos: o grupo
filhotes (GF), composto por filhotes do desmame aos 10 meses de idade; o0 grupo
adultos (GA), composto por caes adultos entre cinco e seis anos e o0 grupo velhos
(GV), composto por caes velhos entre 10 e 13 anos. Os animais receberam a
mesma dieta e nenhum outro tipo de intervencao por 30 dias e apds este periodo
amostras de fezes frescas foram colhidas para a mensuracao de: pH, determinacao
da concentracdo de lactato, acidos graxos de cadeia curta e ramificada, amonia,
indol, fenol, aminas, imunoglobulina A e composicdo da microbiota. Também foi
adquirida amostra de sangue periférico para quantificacdo das populacdes
linfocitarias 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
avaliacbes comparada com GA e GV. ApoOs esta anadlise, foi realizado teste de
hipersensibilidade cuténea tardia e ao final destes, os animais foram anestesiados e
submetidos a procedimento endoscopico para coleta de fragmentos do estdmago e
intestinos delgado e grosso para andlise histologica dos mesmos. Considerou-se
como significativos valores de P<0,05 e como tendéncia valores de P<0,1.
Observou-se que o GF apresentou maior nimero de Bifidobacterium spp. e Cluster
IV. GV apresentou indicativo de menor atividade sacarolitica bacteriana observada
pela menor concentracdo de acetato, propionato, butirato e acidos graxos volateis
totais o que resultou em pH mais alto nas fezes deste grupo. GF apresentou menor
concentragéo nas fezes de putrescina, cadaverina, triptamina e IgA. GV apresentou
maiores concentracfes de 2-, 2-3- e 7-metilinddis. Ndo foi observada diferenca
significativa para as concentragcfes nas fezes de lactato e amoénia, assim como na
matéria seca. Dentre os parametros hematolégicos, GF apresentou maior nimero de

linfécitos, leucécitos e eosindfilos e tendéncia a maior nUmero de mondécitos. Na



comparacgao longitudinal de GF, observou-se aumento linear de CD5+, CD4+CD5+ e
CD8+CD5+, diminuicdo linear de CD21+ e quadratica na relacdo CD4+:CD8+ e
diminuicdo quadratica na contagem relativa de CD5+. Na comparagdo entre 0s
grupos, GF apresentou maior contagem absoluta e relativa de CD5+ e CD21+, GA
menor namero absoluto de CD4+CD5+ e GV menor numero relativo de linfocitos
CD4+CD5+. GV apresentou tendéncia a pele mais delgada e menor reacdo de
hipersensibilidade cutanea tardia apdés 48 e 72 horas da estimulagcdo vacinal. De
maneira geral, o GV apresentou aspectos histologicos de discreta gastrite, enterite e
colite, caracterizados por linfécitos intraepiteliais e linfécitos e plasmoécitos em
estbmago, duodeno, ileo e colon. Na presente pesquisa foi possivel verificar
importantes diferencas na composicao da microbiota fecal, produtos de fermentacao
nas fezes, parametros imunolégicos e caracteristicas histolégicas da mucosa

intestinal de cées de diferentes grupos etarios.

Palavras-chave: aminas, butirato, envelhecimento, filhote, gPCR, senescéncia



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 OIld 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
guantification 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-
metilinddis. 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



Vi

guadratic 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, gPCR, senescence
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1. INTRODUCAO

O mercado brasileiro de pet food mudou consideravelmente nas ultimas
décadas, especialmente a partir de 1994 com o advento do Plano Real e da
consequente estabilizacdo de precos. Verificou-se aumento significativo na
populacdo de cdes e gatos domésticos, mudanca na maneira como sao alimentados
e no comportamento dos seus proprietarios com relagdo a compra dos seus
alimentos. Aumentaram também os cuidados com higiene, tratamento e prevencao
de doencas e a preocupacao com longevidade e qualidade de vida dos animais.
Esse novo padrédo de comportamento levou os proprietarios de animais domeésticos a
buscarem informacdes, produtos e servicos que aumentassem a expectativa de vida,
ampliassem o bem-estar e recompensassem o companheirismo dos seus animais de
estimacdo (BERNASCONI; ALCANTARA, 2007).

Cada vez mais cdes e gatos ocupam pape€is importantes na sociedade.
Calcula-se que existam cerca de 800 milhdes de cées e gatos em todo o mundo
sendo criados como “membros da familia”. E um fendmeno mundial que esta ligado
ao aumento da expectativa de vida da sociedade moderna, maior numero de idosos,
reducdo do numero de filhos, falta de seguranca e, especialmente, por maior
caréncia afetiva (RUSSO, 2005). Da mesma forma, a maior conscientizacdo da
populacdo com relacdo aos beneficios da alimentacdo industrializada para caes e
gatos, incluindo melhor custo/beneficio e maior seguranca de saude do animal de
estimacéo, tem levado ao aumento do uso de pet food no Brasil (HAFEZ, 2002).
Dentro deste contexto, 0 amadurecimento e “humanizagao” verificados no mercado
pet tém contribuido para maior utilizagdo de produtos de melhor qualidade,
estimulando o desenvolvimento e producao de alimentos com maior valor agregado
(AMBROZINI, 2007).

Apds grande expansao inicial em volume produzido, com crescimentos de
mais de 8% em producgao por ano, o mercado de pet food encontra-se hoje mais
amadurecido e com maior competitividade entre as empresas (ANFALPET, 2008). A
implantacdo recente de Boas Praticas de Fabricacdo e a especializacdo e

competitividade do mercado tém também gerado resultados positivos em aumento
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de qualidade das racdes. Neste cenario, a demanda pelo desenvolvimento de novos
produtos que mantenham a competitividade do mercado tem crescido.

Os avangos na nutricdo de animais de companhia frequentemente seguem
aqueles que séao verificados na nutricdo humana. Os conceitos de nutricdo estao se
expandindo para além da fronteira da sobrevivéncia e satisfacdo da fome para
enfatizar a utilizacdo de alimentos que promovam bem estar e melhora na saude,
além de reduzir risco de doencas (FAHEY, 2003). Mais recentemente, o foco tem
sido direcionado para obtencéo de dieta balanceada que maximize a expectativa e a
gualidade de vida pela utilizacdo de formulacdes e ingredientes que desenvolvam a
capacidade de resistir a doencas e melhorarem a saude (TZORTZIS; GIBSON;
RASTALL, 2003).

De acordo com a Associacdo Nacional dos Fabricantes de Alimentos para
Animais de Estimacdo (ANFALPET, 2011), em 2010, a populacdo de pets no Brasil
tornou-se a quarta maior do mundo, com 98 milhdes de animais. Destes 34 milhdes
sdo caes e 18 milhdes gatos domésticos. Estima-se que cerca de 30% desta
populacdo de cées e gatos esteja dentro da faixa etaria de animais considerados
idosos. Nos ultimos dez anos a expectativa de vida de cdes e gatos aumentou
significativamente, devido a fatores como melhora da nutricdo, controle de doencas
infecciosas, conscientizacdo do proprietario e aos avancos na medicina veterinaria
(FAHEY JUNIOR; BARRY; SWANSON, 2008).

Estudos sobre alteracg@es fisioldgicas decorrentes do envelhecimento em caes
e gatos tornaram-se mais frequentes nas ultimas duas décadas. Envelhecer traz
consigo alteracdes fisioldgicas. Algumas mudancas sao 6bvias, como embranquecer
dos pélos, declinio geral nas condi¢Bes corporais e de pelagem, e diminuigcdo dos
sentidos de visédo e audicdo. Outras mudancas s&o menos aparentes, estas incluem
alteracbes na fisiologia do trato digestério, sistema imune, rins e outros 6rgaos
(BURKHOLDER, 1999; LAFLAMME, 2005). Dentre estas alteragcbes de
envelhecimento, as relacionadas ao trato digestério sédo particularmente pouco
estudadas em cées e gatos. Atribui-se a esta faixa etaria maior incidéncia de
disbioses, diarreias, constipacdo e neoplasias (LAFLAMME, 2005). No entanto, um
consenso dos mecanismos e causas destas alteracfes ainda ndo existe. Mesmo o

efeito do envelhecimento na microbiota intestinal € ainda controverso e pouco
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conhecido (CARCIOFI; GOMES, 2010). Entender tais alteragdes, bem como seus
processos desencadeadores e consequéncias é fundamental para se propor
mudancas alimentares que colaborem para que o0 aumento observado na
expectativa de vida dos animais de estimacdo seja sempre acompanhado de
melhora na qualidade de vida dos mesmos.

Os dados disponiveis sobre o envelhecimento de cdes relacionam-se em sua
maioria ao estudo das disfun¢bes cognitivas e neuroldgicas nestes animais, sendo
também, muitas vezes, o cdo usado como modelo para estudo de tais alteracdes no
homem. E possivel também encontrar pesquisas relacionando as altera¢ées imunes
gue decorrem do envelhecimento, porém em menor nimero. J4 do ponto de vista da
saude intestinal, considerando a microbiota autéctone, seus produtos de
fermentacéo e efeitos sobre a imunidade do hospedeiro, as pesquisas sao raras e 0s
poucos dados produzidos séo conflitantes.

E possivel que pela manipulagdo da composigédo de ingredientes e nutricional
do alimento se module a composicdo da microbiota intestinal, sua atividade
metabolica e a formacdo de produtos de fermentacdo, como os acidos graxos de
cadeia curta, e que estas mudancas possam aumentar a saude gastrintestinal
destes animais no seu envelhecimento, aliviando algumas das consequéncias da
velhice, e promovendo salude e bem-estar. Porém, para cdes e gatos geriatricos
ainda ndo foram estabelecidas necessidades nutricionais especificas que possam
claramente os diferenciar de animais adultos em manutencdo (NRC, 2006). Dessa
forma sua nutricdo consiste mais em uma abordagem de bom senso que deve incluir
varios aspectos da dieta como palatabilidade, forma fisica (influéncia direta na
apreensdo e mastigacdo), composicdo nutricional, densidade energética,
digestibilidade e o uso de nutrientes e ingredientes para promover salde e bem
estar (CARCIOFI; GOMES, 2010). A intervencao nutricional nestes animais tem por
finalidade favorecer a longevidade, aumentar sua qualidade de vida e também
retardar o aparecimento das disfuncdes e doencas relacionadas ao envelhecimento.
Para cumprir com estas metas é importante entender as alteracdes relacionadas ao
avancar da idade: conhecer tais mecanismos é fundamental para se definir as
intervencbes que realmente possam prolongar a vida do animal e manté-lo

clinicamente saudavel por maior periodo de sua vida (DAY, 2010).
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. O envelhecimento

Todas as pessoas, animais e plantas passam por transformacdes com o
avanco de idade. Essas modificacdes podem ser consideradas como uma involugao
morfologica e funcional que afeta a maioria dos 6rgaos e leva ao gradual declinio no
desempenho dos individuos, culminando com a morte. O termo envelhecimento é
utilizado para indicar tais transformacdes. Outra definicdo de envelhecimento seria:
as alteracdes progressivas nos sistemas fisiologicos e processos metabdlicos que
ocorrem em diversos 0Orgdos ap0s a maturidade, levando a diminuicdo da
funcionalidade dos mesmos. O envelhecimento biolégico é inexoravel, dinamico e
irreversivel. Entretanto, envelhecer nado significa adoecer. Senilidade néo é
diagnostico. Em condi¢cdes basais, o idoso funciona tdo bem quanto o jovem
(MORAES, 2008).

Infelizmente, estas alteracbes ndo sdao bem definidas para animais de
estimacdo. Embora os termos "idoso", “velho”, "sénior/senil" e "geriatrico" sejam
frequentemente referidos como sinénimos, eles possuem definicbes distintas. Os
termos "sénior e idoso" referem-se a funcionalidade de um animal. Um animal é
considerado sénior ou idoso quando este diminui sua atividade, ganha ou perde
peso e desenvolve outras alteracdes fisicas e comportamentais relacionadas a
idade. Diferentemente, o termo "geriatrico e velho" refere-se a idade cronoldgica do
animal. Geralmente, cdes de racas grandes ou gigantes sdo considerados
geriatricos aos 5 anos de idade, enquanto os de porte médio a pequeno e 0s gatos
ndo sao considerados geriatricos até os 7 ou mais anos de idade (NRC, 2006).

2.2. Alteracbes na funcdo e metabolismo do trato gastrintestinal de caes e gatos

idosos

Céaes e gatos, assim como pessoas, ndo envelhecem de forma consistente e
a idade cronoldgica nem sempre equivale a idade fisiologica. Embora muitos

permanecam ativos na sua maturidade, a maioria dos caes 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 funcdo do intestino sdo alteradas durante o
processo de envelhecimento, o que é frequentemente acompanhado por maior
incidéncia de infeccBes do trato gastrintestinal (TGI). Em seres humanos, com o
avancar da idade, varias disfuncdes deste sistema podem se manifestar, incluindo
reducdo na velocidade de transito intestinal, reducdo de reservas organicas,
alteracdes na atividade enzimatica, circulacdo prejudicada e secrecdo biliar e
pancreatica reduzidas (GREENBERG; HOLT, 1986; HARPER, 1998a). Nao existe
consenso se essas alteragbes acometem cdes e gatos na mesma situagao
(TESHIMA et al., 2010). Em gatos idosos alteracdes na funcédo do TGl relacionam-se
principalmente a diminuicdo na digestibilidade da proteina, gordura, amido e energia
(PEREZ-CAMARGO, 2004; TESHIMA et al., 2010). Por outro lado, a idade avancada
em cées nao reduz a digestibilidade aparente dos nutrientes (SHEFFY et al., 1985;
GOMES et al., 2011). Outras alteracdes conhecidas para estas espécies incluem
incidéncia aumentada de doenca periodontal, dificuldade em preensdo e
mastigagao, frequéncia aumentada de diarreia, vOmito e regurgitacdo (KIRK;
DEBRAEKELEER; ARMSTRONG, 2000).

Digestibilidade reduzida em gatos idosos parece ndo se relacionar ao tempo
de esvaziamento géastrico e transito intestinal, uma vez que nenhuma diferenca foi
observada nestes tempos de passagem de alimentos entre animais velhos e jovens
(PEACHEY; DAWSON; HARPER, 2000). Mudangas morfolégicas no intestino ndo
parecem ser a causa de digestibilidade de nutrientes reduzida em seres humanos
(CORAZZA et al., 1986). Entretanto, ndo foram encontrados estudos que avaliaram
0s possiveis efeitos do envelhecimento na morfologia intestinal de gatos, sendo
assim, esta hipétese ndo pode ser rejeitada como causa da reducdo na
digestibilidade nesta espécie (HARPER, 1998b). As consequéncias da
digestibilidade reduzida em gatos idosos ndo sdo completamente conhecidas, mas
esta diminuicdo pode contribuir para a reducao das reservas de tecido adiposo e
muscular e do peso corporal (TAYLOR; ADAMS; NEVILLE, 1995; PEACHEY;
HARPER, 2002). Este efeito € reforcado por ndo haver mudanga no consumo

alimentar voluntario em animais velhos. Dessa forma, a manutencédo dos habitos de
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ingestao alimentar associada a utilizacédo reduzida da energia do alimento, resultaria
em menor consumo de nutrientes biodisponiveis (TESHIMA et al., 2010).

Deve-se considerar que as duas funcgbes principais do intestino sao a
digestdo e absorcédo de nutrientes e a protecdo do corpo. Além de sua reconhecida
funcdo em prover nutrientes ao organismo, o TGI é érgédo imunoldgico muito ativo,
com estrutura complexa e diversos tipos celulares especializados que cumprem
papel importante na protecdo contra o meio ambiente externo (FERGUSON, 1994;
CUNNINGHAM-RUNDLES; LIN, 1998). Como 6rgao linfoide ativo, o TGI tem
elevada demanda nutricional, utilizando quantidade significativa da energia, proteina
e aminoacidos necessarios ao animal (LI et al., 1995; SCHOOR; REEDS; STOOL,
2002). A mucosa intestinal possui as taxas mais altas de proliferacdo e renovacéao
celular de todo o corpo, este processo pode utilizar de 10 a 20% da necessidade
energética diaria, e até 50% da necessidade de proteina (ROEDIGER, 1990). Assim,
fornecer adequadamente nutrientes para o TGl é importante para dar suporte ao
bom desenvolvimento e funcionamento deste 6rgdo durante toda a vida do animal.

O conceito de "saude intestinal" & complexo, de acordo com Conway (1994),
este inclui ao menos trés 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) doenca. Estas mudancas podem afetar a fisiologia
do intestino, influenciando a absorcao e metabolizacdo de nutrientes, bem como sua
capacidade de proteger o organismo. Estudando os efeitos da idade e da dieta,
Kuzmuk et al. (2005) observaram respostas fisiolégicas e morfolégicas diferentes
entre caes 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 cées jovens que consumiram a dieta baseada em produtos
vegetais, tanto em comparagao com 0s cées jovens que consumiram dieta baseada
em produto de origem animal, como em relagdo aos cées idosos que receberam as
duas dietas. Desta forma, é possivel que com o envelhecimento as respostas
intestinais aos alimentos mudem nos céaes, 0 que mereceria maiores estudos.

Carboidratos fermentaveis podem ser considerados parte importante da
"nutricdo do intestino" na velhice. Estes incluem alguns tipos de fibras, amido

resistente, polissacarideos nédo-amilaceos como o0s mananoligossacarideos,
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frutoligossacarideos, estaquiose e rafinose, bem como agucares ndo absorvidos.
Estes alcancam o célon, e se tornam disponiveis para fermentacdo bacteriana,
fornecendo matéria organica adequada para o intestino grosso (DROCHNER,;
MEYER, 1991). A fermentacéo bacteriana destes compostos resulta na producao de
acidos graxos de cadeia curta (AGCC) e acido latico com consequente reducdo do
pH, o que pode modificar a composicdo e atividade metabdlica da microbiota
intestinal (CAMPBELL et al., 1997). Os AGCC, em especial o butirato, sdo fontes de
energia importantes para os colonécitos (NRC, 2006), estes auxiliam na absorcéo de
ions e atuam no fluxo sanguineo intestinal e peristaltismo. A presenca destes
compostos também reduz a quantidade de residuos de compostos nitrogenados que
entram na circulacdo sanguinea. Em estudo com céaes, fibras fermentaveis
promoveram melhor desenvolvimento da mucosa do coélon, maior relacdo entre
volume e superficie do colon e melhora na estrutura histolégica da mucosa
(HALLMAN et al., 1995). Estudos apontam que a atividade fermentativa intestinal
parece estar diminuida em caes idosos, Gomes et al. (2011) verificaram maior pH e
concentracdes reduzidas de butirato e das aminas biogénicas agmatina, histamina e
espermina nas fezes dos cédes idosos. Estas alteracdes podem resultar em menor
formacdo de compostos importantes ao suporte nutricional da mucosa, como 0s
AGCC, que poderiam influenciar sua estrutura ou fungdo. Esta hipGtese merece
estudo, mas ainda néo foi confirmada ou explorada em cées.

A fermentacdo microbiana de aminoacidos ndo digeridos, por outro lado,
resulta na producéo de diversos compostos de putrefacédo. Estes incluem a amonia,
que resulta da desaminacdo dos aminoacidos, fendis, indois (produtos de
descarboxilagdo de aminas arométicas), acidos graxos de cadeia ramificada e varias
aminas biogénicas, tais como putrescina, cadaverina, histamina, feniletilamina, entre
outros. Os catabdlitos da proteina ndo s6 resultam em mau odor das fezes, mas
podem também ser toxicos em altas concentragbes (KUZMUK et al., 2005). As
aminas biogénicas podem causar desnaturacdo ou efeitos tdxicos quando
consumidas em grande quantidade. Um exemplo destes efeitos, observado em
seres humanos, € enxaqueca e crise hipertensiva. A intoxicacdo alimentar causada
por ingestao de histamina provoca efeitos cutaneos, gastrintestinais, hemodinamicos

e neurologicos. Outras aminas, como putrescina, espermina, espermidina podem
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acelerar o desenvolvimento de tumores, devendo pacientes que estejam sob
tratamento de cancer ter sua ingestao limitada (AVELAR; FRANCA; FERRAZ, 2005).
Considerando que os produtos putrefativos de proteina e mesmo as bactérias do
género Clostridium tém sua producdo aumentada em cédes alimentados com dietas
ricas em proteina de origem animal (ZENTEK et al., 2003), o estudo de intervencdes
incluindo o consumo de proteinas vegetais e fibra fermentavel para caes idosos
pode fornecer informacfes importantes para se mitigar estes efeitos nocivos
potenciais.

Alteracbes no perfil nutricional e padrdo de fermentacdo intestinal
relacionadas ao envelhecimento ainda ndo foram adequadamente estudadas em
animais de companhia. E possivel que pelas manipulacbes da composicio
nutricional do alimento, da composicdo da microbiota intestinal ou da atividade
metabolica e formacéo de produtos de fermentacéo no intestino, como os AGCC, se
possa melhorar a saude gastrintestinal de animais idosos, aliviando algumas das

consequéncias de velhice e promovendo saude e bem-estar.

2.3. Microbiota intestinal

O intestino de cdes e gatos apresenta padrdo de colonizagcdo microbiano
semelhante ao de outros mamiferos. Ao nascimento o tubo digestivel € estéril, sendo
rapidamente colonizado por bactérias presentes no ambiente, principalmente obtidas
pelo contato materno. O processo de colonizagdo ocorre com mudancgas sucessivas
na composicao das populacdes, de acordo com a idade, estado de saude, dieta e
ambiente (BUDDINGTON; PAULSEN, 1998; FAHEY JUNIOR; BARRY; SWANSON,
2008). A microbiota intestinal autéctone cumpre papel importante no processo de
digestdo e metabolismo do hospedeiro e representa mecanismo de defesa natural
contra 0s patdgenos invasores, por meio da competicdo por nutrientes, controle das
concentragbes de oxigénio, pH e producdo de substancias antimicrobianas (NRC,
2006).

A populagdo microbiana do trato gastrintestinal de cdes e gatos adultos
possui grande variabilidade de espécies, existindo entre elas alta complexidade de

interacBes para manutencéo de seu ecossistema. Na caracterizacdo da composicao
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bacteriana de fezes de cdes, Simpson et al. (2002) encontraram 4x10'° UFC
(unidades formadoras de colbnias) de anaerébios totais, enquanto que a
concentracdo de aerébios foi 20 vezes menor (2x10°UFC). Os autores puderam
observar ainda que tanto a idade como a raca dos animais influenciou a composicao
da microbiota. Dessa forma, foi verificado que cédes mais velhos (10,9 anos)
possuiam menor concentracdo de Bacteroides em comparagdo a caes jovens (2,5
anos). Na avaliacdo de racas (schnauzer miniatura, pastor alemao e setter inglés),
estes verificaram diferencas entre Fusobacterium e Clostridiales, entretanto esta nédo
esteve diretamente relacionada ao porte dos animais. Diferencas individuais, ligadas
a genética, imunidade e fisiologia podem também levar a diferencas entre individuos
na composicao da microbiota intestinal.

Ao comparar a microbiota intestinal de cédes e gatos, Handl et al. (2011)
observaram que ambos possuem maior prevaléncia do filo Firmicutes (Clostridium
spp. e Lactobacillus spp.; 95,3% nos cées e 92,1% nos gatos). Nos caes 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 Xl) e
Ruminococcus. Na Tabela 1 podem ser observados os grupos bacterianos
predominantes no intestino delgado e grosso de cées e gatos.

A fonte principal de nutrientes para a mucosa intestinal s&o 0s compostos
absorvidos do Iumen, o fornecimento sanguineo de nutrientes assume menor
importancia no cumprimento dessa funcdo (TESHIMA, 2003). Estes compostos
absorvidos do limen advém dos ingredientes da dieta ou s&o produzidos e liberados
pela microbiota intestinal. Diversos produtos produzidos a partir do metabolismo
bacteriano da matéria organica, como as vitaminas, aminas e acidos graxos de
cadeia curta, possuem importante funcéo para as células intestinais (MIDDELBOS et
al., 2007). As principais fun¢des da microbiota intestinal encontram-se apresentadas

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

gatos.

Resultados de cultivo

Resultados gene 16S rRNA

Grupo bacteriano Contagem, Grupo bacteriano % sequencia
log de ufc/g total
Intestino delgado
Espirilos 3,0a6,8 Clostridiales 30 ab0
Bacteroides Oab5,5 Enterobacteriales 20 a 60
Lactobacillus spp. 1,0a5,4 Lactobacillales 5a30
Streptococcus spp. 3,0a5,2 Bacteroidales Oab
Escherichia coli 2,3ab5,0 Campylobacterales OaZ2
C. perfringens 1,0a25 Actinomycetales Oa3
Fusobacteriales 0alo
Pasteurellales 2ab
Espiroquetas Oalz
Intestino grosso
Bacteroides 7,3a10,2 Aeromonadales 0,2a0,5
Bifidobacterium spp. 8,0a 10,0 Bacteroidales 0,5a35
C. perfringens 55a8,0 Bifidobacterium sp. N/A
E. coli 6,4 a 8,6 Coriobacteriales laz25
Lactobacillus spp. 55a9,0 Clostridiales 10a78
Prevotella 7,0a8,5 Enterobacteriales 0,1a?Z2
Ruminococcus 7,0a8,0 Erysipelotrichales Oa8
Staphylococcus spp. 5,2a5,3 Fusobacteriales 0,3a25
Streptococcus spp. 8,8a9,1 Lactobacillales lab

N/A = nédo aplicavel

Fonte: Suchodolski (2011).
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Tabela 2. Algumas fun¢des da microbiota intestinal no trato digestoério.

Atividade microbiana

Produto

Representantes

Descarboxilagédo e desaminacédo

de aminoéacidos

Desconjugacéao e desidroxilacao
de acidos biliares

Sintese de vitaminas

Fermentacéo de carboidratos

Fermentac@o de aminoécidos

Degradacéo de oxalato

Degradacéo de inulina e amido
Metabolismo de H,, alcodis e

acido acético

Amonia

Acidos biliares secundarios
(colato / desoxicolato)
Vitamina K,, B1», biotina e

acido folico

Acidos latico, propidnico,

aceético e butirico

Hidrogénio, metano,
aminas, fendéis, amonia,
acidos organicos e sulfito
de hidrogénio

Metanoato e CO»

Acido latico
Metano e CO»

Clostridium spp.,
Peptostreptococcus
spp., Peptococcus
spp.

Clostridium hiranonis,
Lactobacillus spp.
Enterococcus spp.,
Pseudomonas spp.,
Sphingomonas spp.,
Lactobacillus spp.
Clostridium cluster
XIVa, Prevotella spp.,
Faecalibacterium
spp., Bifidobacterium
spp.

Bactérias redutoras
de sulfato,
Desulfovibrio spp.,
Clostridium spp.,
Peptostreptococcus
spp.

Oxalobacter
formigenes
Bifidobacterium spp.

Metanobactérias

Fonte:

Suchodolski (2011).
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Muitos acidos orgéanicos sao produzidos pela microbiota, por exemplo, acidos
acético, propibnico e butirico, usualmente descritos como acidos graxos de cadeia
curta. O &cido acético e propidnico sdo prontamente absorvidos e entram na
corrente sanguinea, sendo fonte de energia extra para o hospedeiro. O &cido
butirico € a principal fonte de energia para os colondcitos, sendo importante
regulador do crescimento e diferenciacdo celular (NRC, 2006). Os acidos latico,
succinico e pirGvico e o etanol sdo usualmente metabolizados a AGCC. Acidos
organicos de maneira geral tém atividade antibacteriana, especialmente contra
bactérias Gram negativas como E. coli e espécies de Salmonella e Campylobacter
(ADAM, 2003).

A producédo desses metabdlitos pelos microrganismos € processo complexo,
onde uma bactéria pode fornecer substratos para outros géneros, dando suporte a
seu crescimento, no chamado metabolismo cruzado. Em seres humanos o &cido
butirico € produzido principalmente pelas bactérias dos grupos Clostridium cluster IV
e XlVa. A fermentacdo para producao de acido butirico pode ser realizada por trés
vias metabdlicas, sendo elas: a sequéncia de reacdo de beta-oxidacdo reversa e
duas vias alternativas a partir do butiril CoA (LOUIS et al., 2007). O acido acético é
co-substrato para esta reacdo e tem sido relatado que altas concentracdes de
acetato estimulam a sintese de CoA-tranferase em bactérias butiricas, o que poderia
levar a aumento na sintese de acido butirico e detoxicacdo do excesso de &cido
acetico.

Como exemplo destas interacdes pode-se citar estudos sobre a producao
intestinal de butirato. Ao avaliarem a produgcdo de acido butirico pela microbiota
intestinal de seres humanos, Belenguer et al. (2006) demonstraram que em culturas
de Bifidobacterium adolescentis houve producdo de butirato pelo metabolismo
cruzado com cepas de Eubacterium halli. O acido latico formado pelo
Bifidobacterium é convertido em acetil-CoA, que é via para sintese de acido acético
e este, por sua vez, precursor do acido butirico. Os autores observaram ainda que a
bactéria Roseburia spp. € capaz de produzir &cido butirico na presenca de
Bifidobacterium adolescentis, ndo pela conversdo do lactato a butirato, mas pela
hidrolise parcial dos substratos pela Bifidobacterium adolescentis, que facilitariam a

acao da Roseburia spp.
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Segundo o NRC (2006) a presenca de AGCC no trato gastrintestinal de caes
e gatos estimula a secrecdo de glucagon like-peptide 2 (GLP-2), que atua sobre a
diferenciacao e proliferacao celular e na expressao de determinados genes ligados
ao transporte de nutrientes no ileo. Desta forma, estes poderiam estar relacionados
a melhora na funcdo digestiva dos animais. Neste sentido o butirato também se
destaca tendo sido apontado como responsavel por outras importantes mudancas
fisiologicas, tais como a capacidade de reverter alteracdes neoplasicas, efeitos
nutritivos exercidos no epitélio do coélon e inducdo de apoptose em células
danificadas (MENTSCHEL; CLAUS, 2003).

A composicao da microbiota intestinal pode ser influenciada, até certo ponto,
por fatores exdégenos, como a dieta (SIMPSON et al., 2002;. BARRY et al., 2010,
MIDDELBOS et al.,, 2010). No entanto, a microbiota € resistente as influéncias
ambientais, voltando rapidamente ao seu estado anterior quando esta influéncia
cessa. Ja a administracdo de antibidticos promove alteracdes mais profundas na
microbiota intestinal, com alguns grupos de bactérias permanecendo reduzidos por
varias semanas a meses (DETHLEFSEN et al., 2008;. SUCHODOLSKI et al., 2009;.
GRONVOLD et al., 2010).

Técnicas de cultivo tradicionais tem sido comumente usadas para caracterizar
a composicdo da microbiota intestinal canina e felina (BENNO et al., 1992,
JOHNSTON; LAMPORT; BATT, 1993;. MENTULA et al., 2005). O cultivo bacteriano
€ também util para a deteccao de agentes patogénicos intestinais especificos (por
exemplo, Salmonella spp.), permitindo a realizagdo do antibiograma ou teste de
susceptibilidade aos antibioticos e a genotipagem de isolados nesta cultura. No
entanto, considerando-se as técnicas moleculares hoje disponiveis, os métodos
dependentes de cultivo ndo se apresentam adequados para a caracterizacao
profunda de ambientes complexos, como é o caso do TGl de mamiferos. Limitacao
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 padrdo para investigar a
ecologia microbiana do tubo digestoério, sendo cada vez mais utilizadas para a

caracterizacdo da microbiota intestinal de cées e gatos (SUCHODOLSKI, 2011).
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Embora a microbiota de caes adultos tenha sido estudada, pouco é conhecido
sobre as mudancas que acontecem com o avancar da idade (BENNO et al., 1992;
SIMPSON et al., 2002; GOMES et al., 2011). Estas alteracdes, se presentes, podem
ter consequéncias importantes para caes e gatos idosos, especialmente para os que
sdo submetidos a terapia antibidtica e que sdo mais suscetiveis a disbiose
(desequilibrio da microbiota intestinal). Segundo Hopkins, Sharp e Macfarlane (2001)
cdes mais velhos parecem abrigar maiores numeros de clostridios e enterococos,
enquanto cdes adultos jovens maior numero de bacteroides, bifidobactéria,
lactobacilos, e cocos anaerébios. Estes dados, porém, ndo sdo consenso, pois
alguns estudos encontraram resultados contraditérios, como maior numero de
lactobacilos e bacteroides em cées velhos (KEARNS et al.,1998), ou mesmo a nao
verificacdo de diferencas em relacdo a idade (GOMES et al., 2011).

As causas destas possiveis alteracdes na composi¢cado da microbiota intestinal
de animais de estimacdo com o avancar da idade ainda s&o incertas. Varias
mudancas fisiologicas e imunoldgicas acontecem no corpo com o0 passar dos anos.
Hopkins, Sharp e Macfarlane (2001) sugeriram que algumas cepas bacterianas
pudessem tirar proveito de novos nichos ecoldgicos, induzindo assim troca na
composicao do microbioma intestinal. Foi proposto que adeséo reduzida a mucosa
possa ser fator envolvido na menor colonizacdo por algumas espécies de
bifidobactérias em humanos velhos (SAUNIER; DORE, 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 interacdes com o sistema imune

Evidéncias 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 india, galinhas, camundongos e ratos germ-free, em
comparacdo com 0S animais convencionais foram descritos como tendo
necessidades aumentadas de energia e vitaminas do complexo B e K, possuirem

alteracdes na estrutura e morfologia intestinal, demonstrarem reduzida motilidade
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gastrica e aptiddo imune, o que indica que a microbiota autdctone € um componente
essencial ao desenvolvimento normal e funcional do TGl (TANNOCK, 1997; KIL;
SWANSON, 2011).

Conforme descrito em revisédo elaborada por Suchodolski (2011), caes germ-
free apresentam taxas de crescimento semelhantes aos cdes criados de forma
convencional, porém apresentam sistema linféide subdesenvolvido e reduzidas
concentracbes de imunoglobulinas. No entanto, cdes com criacdo germ-free séo
capazes de apresentar resposta imune adequada a estimulacdo antigénica. A
cicatrizacdo de feridas e os mecanismos de coagulacdo do sangue de cdes germ-
free também sdo semelhantes aos dos animais ndo germ-free. O intestino dos caes
germ-free se caracteriza por apresentar vilosidades mais finas e reducéo tanto da
lamina prépria como da area de superficie da mucosa.

O sistema imune do trato gastrintestinal é capaz de diferenciar entre os varios
tipos de bactérias que representam ameaca ou que devem ser toleradas,
contribuindo dessa forma para a selecdo do conjunto de bactérias comensais
(OGRA, 2010). Este é o culminar da coevolugcéo entre as bactérias residentes e os
componentes inatos e adaptativos do sistema imune do trato digestorio. Reacdes
excessivas e aberrantes do sistema imune para com as bactérias comensais e
outros antigenos presentes no TGI provocam inflamacgéo e tem sido associadas com
a ocorréncia de varias doencas, incluindo enterocolite necrotizante em recém-
nascidos prematuros e doenca inflamatéria intestinal, doenca celiaca, e diversas
alergias alimentares em criancas e adultos. Por outro lado, o inadequado
reconhecimento ou resposta a patdégenos presentes no tubo digestivo apresentam
risco 6bvio a satude (BUDDINGTON; SANGILD, 2011).

As interacdes entre as bactérias que colonizam o tubo digestivo do recém-
nascido e o desenvolvimento das fun¢gbes imunes do TGI tém tanto consequéncias
imediatas e como a longo prazo sobre a salde do hospedeiro (DIMMITT et al., 2010;
MSHVILDADZE; NEU, 2010). A combinacdo de bactérias comensais, alimentos e
antigenos ambientais ativam o sistema imune do TGI imaturo do recém-nascido,
desencadeando rapida maturacdo, proliferacdo e migracdo dos componentes
celulares da divisdo imune adaptativa. As interacdes durante a infancia sao criticas

para o desenvolvimento de tolerancia e para se evitar futuramente o risco de alergias



26

a alimentos e outros antigenos ambientais, sendo também fator-chave para reducéo
do risco de desenvolvimento de atopia. As interacdes entre as bactérias e as células
epiteliais gastrintestinais também influenciam a resposta imune inata, tais como a
secrecdo de muco e peptideos antimicrobianos (BUDDINGTON e SANGILD, 2011).
Estes aspectos tém sido predominantemente estudados em neonatos, mas como e
se ocorrem na senectude, bem como suas possiveis implicacbes ndo tém sido
investigados.

Além da funcdo da microbiota no fenotipo e funcionalidade do proprio TGlI,
estudos recentes apontam que diferencas na composi¢cdo microbiana podem afetar
alguns fenotipos metabdlicos do hospedeiro, tais como obesidade (TURNBAUGH et
al., 2006), diabetes e esteatohepatite e ndo-alcodlica (DUMAS et al., 2006). Embora
0S mecanismos pelos quais a microbiota promove tais mudancas fisiolégicas ainda
nao sejam claramente definidos, a atividade metabdlica microbiana e seus
metabolitos (por exemplo, os acidos graxo de cadeia curta) tém sido apontados

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

2.5. Imunosenescéncia e “inflammageing” em cédes e gatos

Existem dois conceitos atuais que vem sendo amplamente discutidos na
comunidade cientifica acerca do envelhecimento, sdo eles a imunosenescéncia e o
inflammageing.

A imunosenescéncia pode ser definida como o complexo multifatorial de
mudancas que acometem o sistema imune de individuos idosos, predispondo-os a
maior morbidade e mortalidade devido & ocorréncia de infec¢cdes e doencas
relacionadas a senilidade (DAY, 2010). Alteracbes no status imunoldgico séo
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 deterioracdo de alguns aspectos da imunidade acompanhada pelo
aumento de outros. Tais mudancas podem tornar os individuos velhos mais

suscetiveis a infeccdo e séo possivelmente relacionadas a ocorréncia aumentada de
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cancer observada em idosos de todas as espécies (BLOUNT; PRITCHARD;
HEATON, 2005).

Franceschi et al. (2007), definem inflammageing como sendo o termo, em
inglés e sem traducdo para o portugués, que se refere ao comprometimento do
equilibrio de componentes pro-inflamatérios e anti-inflamatérios que ocorre nos
idosos. Durante toda uma vida de constantes desafios antigénicos, as adaptacdes
do animal para produzir respostas inflamatorias eficientes podem conferir alta
resisténcia a doencas infecciosas, mas também suscetibilidade aumentada a
ocorréncia de doencas inflamatorias com o passar do tempo. Por outro lado, baixas
respostas inflamatorias, que tornam o individuo mais suscetivel a doencas
infecciosas, podem ser vantajosas para a sobrevida na velhice. Grande parte do
fendtipo  (caracteristica  observaveis) do envelhecimento, incluindo a
imunosenescéncia, € explicada pelo desequilibrio entre as redes inflamatérias e anti-
inflamatorias que resultam em baixo grau de estado pro-inflamatério crénico no
idoso, chamado de “inflammageing” (FRANCESCHI et al., 2007). Para a longevidade
préspera, o individuo tem que achar os meios de reduzir o impacto dos fatores pro-
inflamatérios, mantendo o0s aspectos essenciais de imunidade protetora e
prevenindo o aparecimento da imunidade deletéria (por exemplo, excesso de
reacgOes inflamatdrias e autoimunes).

Evidéncias que apontam para o prolongamento da saude de caes e gatos por
meio da intervencdo nutricional estdo se tornando disponiveis (KEALY et al., 2002;
CUPP et al.,, 2006; GREELY et al.,, 2006). Os fabricantes de pet food estédo
investigando a imunosenescéncia e inflammageing do cdo e gato, com o intuito de
formular dietas especificas que possam reduzir a velocidade ou intensidade destes
processos.

Os efeitos do processo de envelhecimento sobre o sistema imune de cées e
gatos foram revisados por DAY (2010). De forma resumida, acredita-se que ocorra
diminuicdo na resposta proliferativa de células mononucleares do sangue, declinio
no numero de linfocitos (B e T) no sangue periférico, menor porcentagem relativa de
linfocitos T CD4+ (auxiliar) e maior na de linfocitos T CD8+ (citotoxicos), resultando
em relacdo diminuida das células CD4+:CD8+. Estas alteracBes fenotipicas sao

acompanhadas por mudancas funcionais como habilidade reduzida de responder a
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estimulacdo por mitbgenos ndo-especificos, alteracdo no balanco da atividade de
células CD4+ (Thl para Th2) e resposta de hipersensibilidade tardia a mitbgenos
reduzida. Embora Day (2010) tenha proposto esta abordagem geral para as
alteracdes imunolégicas que acompanham o envelhecimento de cdes e gatos,
resultados contraditérios foram produzidos por diferentes grupos de pesquisa 0 que,
em parte, pode ser atribuido ao uso de técnicas diferentes ou critérios divergentes
na selecdo de individuos para estudo (BLOUNT; PRITCHARD; HEATON, 2005).
Assim, Gomes et al. (2011) verificaram em cées beagle idosos menor quantidade de
linfocitos T e B e de leucécitos, no entanto a quantidade de linfécitos T CD4+ foi
semelhante e a de linfécitos 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 cées (adaptado de DAY, 2010).

Estas alteracbes em linfocitos no sangue periférico parecem também
acontecer dentro da lamina propria do intestino de cées idosos, com numero
reduzido de células T e menor atividade proliferativa das popula¢cdes de células
intestinais (KLEINSCHMIDT et al., 2008; DAY, 2010). O TGI é o maior 6rgéo linféide
do corpo, tendo papel principal na imunidade local e sistémica, inclusive protegendo
contra patégenos e modulando a resposta imune e a tolerancia oral aos antigenos
(KLEINSCHMIDT et al., 2008). Como resultado, estas consequéncias imunolégicas
do envelhecimento sao provaveis de ter impacto na saude intestinal destes animais.
O sistema imune da mucosa do TGl de caes consiste em estruturas linféides
organizadas, incluindo as placas de Peyer, linfonodos mesentéricos e a lamina
propria intestinal (STOKES; WALY, 2006). Nestes encontram-se tipos celulares
especificos, como linfécitos T e B, macréfagos, mastocitos, células dendriticas,
neutréfilos e eosindfilos (GERMAN; HALL; DAY, 1999). O tecido linféide associado
ao intestino (gut associated lymphoid tissue - GALT) realiza as seguintes atividades:
a) captura, processamento e apresentacdo dos antigenos ingeridos; b) producéo de
anticorpo locais, em especial IgA; c) ativacdo de respostas imunes citomediadas,
particularmente as mediadas por linfécitos T CD8+ (células citotoxicas) e

macréfagos.
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Tabela 3. Efeitos do envelhecimento observados sobre o sistema imune de cdes e
respectiva referéncia bibliografica. Adaptado de DAY (2010).

Efeito

Referéncia*

Reducao na resposta proliferativa de células
mononucleares do sangue a mitogenos,
PHA, ConA e PWM

Reducéo n° de linfécitos

Reducédo n° de células T

Reducédo n° de células T CD4+

Reducdo ou aumento n° de células T CD8+
Reducgdo ou aumento n° de células B

Reducéo na relacao entre linfocitos CD4:CD8

Reduzida expressdo de MHC Il por linfocitos
do sangue; Redugdo na expressdo por
linfécitos  sanguineos de CD45RA e
aumentou CD29 (possiveis células T de
memodria)

Reducao na resposta a injecdo com PHA ou
SRBC no DTH (ou nenhum efeito)

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

Concentragdo reduzida de IL-2 sérica, mas
sem efeito na atividade sérica de TNF-a
Nenhum efeito na producéo de TNF-a ou IL-6
por céls. mononucleares estimuladas por
LPS

Nenhum efeito significativo na atividade
fagocitica ou bacteriocida de neutrofilos

Sem efeito significativo na atividade de céls.
NK

Aumento na atividade de céls. NK em fémeas
Reducao de céls. NK CD56+

Aumento na concentracdo salivar de IgA

Sem diferenca significativa nas
concentracdes séricas IgG e IgM

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

Kearns et al. (1999);
Massimino et al. (2003)
Horiuchi et al. (2007)

Strasser et al. (2000)

Kearns et al. (1999)

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

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

(continua na préxima pagina)
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Efeito

Referéncia*

Sem diferenca significativa nas
concentracdes seéricas de globulina alfa e
beta

Sem diminuicdo na capacidade de promover
a resposta primaria de anticorpos a KLH

Reducdo capacidade dos  anticorpos
responderem a SRBC (dependente da raca)
Persisténcia de titulos protetores de
anticorpos para 0s componentes principais
de virus vacinais em caes nado vacinados
guando adultos

Capacidade de responder a vacinagdo com
elevado titulo de anticorpos

Aumento da atividade funcional do
complemento; Nenhum efeito sobre a
concentracdo de proteina do complemento
ou de fase aguda

Reducgédo de céls. T CD3+ e macrofagos em
lamina propria intestinal

Aumento da IgA plasmatica na lamina propria
intestinal

Sem alteragdo em mastécitos ou IgG ou IgM
plasmaticos em lamina propria intestinal
Reducdo na proliferacdo de células em
lamina propria intestinal

Aumento plasmatico de IgA, IgG e IgM;
Reducao de céls. dendriticas CD1+ MHCII+
Reducdo de céls. T CD4+ em tonsila
faringea,

Aumento plasmatico de IgA, IgG e IgMV;
Aumento de céls. dendriticas CD1+; Reduc¢éao
de MHC Il + APC e aumento de células T
CD4+ e CD8+ no trato respiratorio

Strasser et al. (2000)

Greeley et al. (1996);
Hall et al. (2003);
Kearns et al. (1999)
Kearns et al. (1999)
HogenEsch et al. (2004);
Mouzin et al. (2004)
HogenEsch et al. (2004)

Strasser et al. (2000)

Kleinschmidt et al. (2008)
Kleinschmidt et al. (2008)
Kleinschmidt et al. (2008)
Baum et al. (2007)

Billen et al. (2006)

Peeters et al. (2005)

* Referéncias apresentadas por Day (2010). Apéndice B.

PHA, fitohemaglutinina; ConA, concanavalina A; PWM, mitégeno pokeweed; MHC,

complexo de histocompatibilidade principal,

DTH, teste de hipersensibilidade

cutanea tardia; SRBC, eritrocito de ovelha; IFN, interferon; IL, interleucina; TNF, fator
de necrose tumoral; NK, natural killer; 1g, imunoglobulina; KLH, hemocianina; APC,

célula apresentadora de antigeno.
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Especula-se, também, que estas mudancas imunoldgicas associadas ao
intestino possam estar relacionadas com alteracées na microbiota intestinal de cées
idosos (DAY, 2010). O maior numero de bactérias aerdbias e anaerdGbias em
amostras fecais de cdes velhos comparativamente ao de cées jovens, em especial
maior niumero de bactérias do género Clostridum, poderia ser uma das causas
dessas alteracfes imunes, hipétese que necessita ainda de estudos confirmatorios.

Sendo assim, o0 estudo e o maior conhecimento da dinamica inter-relacdo
entre nutricdo, imunidade e microbiota do intestino abrem oportunidade para
melhorar a saude intestinal e o status imunoldgico de cdes e gatos idosos pela

formulacdo de dietas apropriadas para esta faixa etaria.
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3. OBJETIVOS

Considerando os dados conflitantes e escassos sobre as alteragbes
relacionadas ao envelhecimento na saude intestinal, bem como sua relacdo com a
imunidade de caes, realizou-se o presente estudo cujo objetivo foi comparar em
caes filhotes em crescimento, adultos e geriatricos a composicédo da microbiota fecal,
produtos fecais de fermentacéo intestinal, parametros imunoldgicos e caracteristicas
histolégicas da mucosa intestinal e comparar longitudinalmente as subpopulacdes

linfocitarias de caes filhotes.
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4. MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Pesquisa em Nutricdo e
Doencas Nutricionais de Cées e Gatos “Prof. Dr. Flavio Prada”, Departamento de
Clinica e Cirurgia Veterinaria, Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da
Universidade Estadual Paulista. O procedimento experimental foi aprovado pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) desta instituicdo (Protocolo
n°000994/11).

4.1. Animais e manejo

Foram utilizados 30 cées beagle, machos ou fémeas, divididos em trés grupos
de dez animais cada, diferindo entre si pela faixa etaria. 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 Laboratoério de
Pesquisa em Nutricdo e Doencas Nutricionais de Céaes 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 ultimo por animais idosos, Grupo Velhos (GV), com idade entre
10 e 13 anos (10,7+1,25 anos).

O estado de saude dos cées foi confirmado previamente ao inicio do estudo
por meio de exame fisico, sanguineo (hemograma e mensuragao da atividade sérica
de fosfatase alcalina, alanina aminotransferase e das concentracdes séricas de
creatinina e uréia) e coproparasitolégico, o que comprovou que todos os caes
estavam clinicamente sadios, desverminados e vacinados. O GF foi submetido a
protocolo de vacinagcdo com quatro doses da vacina polivalente para caes Duramune
Max - 5CvK/4L (contra Parvovirose, Cinomose, Adenovirus tipo 2, Hepatite,
Parainfluenza, Coronavirose e Leptospirose sorovares L. canicola, L.
icterohaemorrhagiae, L. gripppotyphosa e L. pomona; Fort Dodge Saude Animal,
Campinas, Brasil) aos 45, 66, 87 e 105 dias de vida, sendo junto com a quarta dose
de vacina polivalente aplicada vacina contra virus rabico (Rai-Vac |; Fort Dodge
Saude 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 Laboratério de
Pesquisa em Nutricdo e Doencas Nutricionais de Cées e Gatos. Na primeira semana
0os cédes receberam alimento suficiente para atender sua demanda energética de
manutencdo, conforme recomendacées do NRC (2006). Na sequéncia foram
pesados semanalmente e para os grupos GA e GV a quantidade de alimento foi
reajustada conforme a necessidade energética individual de cada cado, para que
mantivessem 0 peso corporal constante ao longo do estudo, enquanto para o GF a
guantidade 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 liquidas; 1 = fezes pastosas e sem forma; 2 = fezes macias, mal formadas e
gue assumem o formato do recipiente de colheita; 3 = fezes macias, formadas e
umidas, que marcam o piso; 4 = fezes bem formadas e consistentes e que néo

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

4.2. Delineamento experimental

O experimento seguiu delineamento inteiramente casualizado, utilizando 30
caes divididos em trés grupos divergentes na idade, gerando dez repeticbes por
grupo etario. Os trés grupos receberam a mesma dieta padrdo e nenhum outro tipo
de alimento ou intervencdo por 30 dias antes das avaliacfes. Ao final deste periodo,
foram coletadas amostras de fezes frescas durante trés dias consecutivos para
mensuracdo do pH fecal e determinacdo das concentragbes de lactato, acidos
graxos de cadeia curta e ramificada, amonia, indol, fenol, aminas bioativas,
concentragéo de imunoglobulina A e composicéo da microbiota. Ao final da coleta de
fezes, foi colhida amostra de sangue por venipuncao jugular para quantificacdo das
populacdes linfocitarias CD5+CD4+ (linfécitos T auxiliares), CD5+ (linfécitos T),
CD5+CD8+ (linfécitos T citotdxicos) e CD45+CD21+ (linfécitos B) por citometria de
fluxo. Foi também realizado o teste de hipersensibilidade cutanea tardia ao final da
coleta sanguinea, durante trés dias seguidos e apds isso os animais foram
anestesiados e submetidos a procedimento endoscoOpico e colonoscopico para

coleta de fragmentos do estbmago, intestino delgado e intestino grosso. Nestes
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fragmentos foi realizada analise histologica. Adicionalmente, os animais do GF foram
desmamados e permaneceram alimentados com a ragao experimental durante todo
0 ensaio, tendo sido avaliados quanto a composicao das subpopulagdes linfocitarias

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

4.3. Dieta

Os animais receberam dieta extrusada, a base de farinha de visceras de
frango, milho e arroz. Considerando que as necessidades nutricionais de cdes em
fase de crescimento ndo seriam adequadamente atendidas com o fornecimento de
alimento para animais adultos, mas que o inverso nao seria inadequado a dieta
experimental foi formulada de modo que sua composicao nutricional atendesse as
recomendacdes da FEDIAF (2008) para cdes em crescimento. A férmula da dieta
experimental e sua composi¢cao quimica encontram-se na Tabela 4.

Para o preparo do alimento os ingredientes foram moidos 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 racdo/hora, na Fabrica de
Racbes da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Campus de Jaboticabal.
O processo de producéao foi controlado ajustando-se a densidade dos kibbles a cada
20 minutos, sendo mantida entre 410 e 420g/L. O pré-condicionador foi mantido a
temperatura de 90°C. Agua, vapor, velocidade da rosca e o fluxo de ragdo foram
ajustados conforme necessidade para manter a dieta na densidade almejada. A

temperatura no canhéo da extrusora foi mantida entre 125°C e 135°C.



Tabela 4. Férmula e composigéo quimica da dieta experimental.

Férmula da dieta experimental

Ingrediente

%

Farinha de visceras de frango
Quirera de arroz

Milho

Oleo de visceras de frango
Gluten de milho

Fibra de cana de acucar
Palatabilizante liquido
Premix vitaminico-mineral*
Oleo de peixe

Sal

Cloreto de potéassio
Cloreto de colina
Antifungico

Fosfato bicalcico

L-lisina

Antioxidante

28,0
20,0
31,5
8,0
4,6
3,0
2,0
0,7
0,6
0,5
0,5
0,2
0,18
0,16
0,01
0,05

Composic¢ao quimica estimada

Item

%

Matéria seca (%)

Matéria mineral (%)

Proteina bruta (%)

Extrato etéreo &cido (%)

Fibra bruta (%)

Caélcio (%)

Fosforo (%)

Energia metabolizavel (kcal/g)?

91,0
6,0
26,0
14,0
2,0
1,3
0,9
3,7

36

1 Adicdo por quilograma de produto: Ferro 100mg, Cobre 10mg, Manganés 10mg,
Zinco 150mg, lodo 2mg, Selénio 0,3mg, Vitamina A 18000Ul, Vit. D 1200Ul, Vit. E
200UI, Tiamina 6mg, Riboflavina 10mg, Acido pantoténico 40mg, Niacina 60mg,
Piridoxina 6mg, Acido folico 0,30mg e Vit. B12 0,1mg.

2 Calculada segundo NRC (2006).
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4.4. Métodos

4.4.1. Avaliacdo microbiologicas das fezes

A avaliacao da contagem de microrganismo nas fezes foi realizada de forma
indireta através de analise do DNA da amostra fecal e amplificacdo pelo PCR
guantitativo (QPCR). Amostras de fezes frescas foram colhidas de forma asséptica
(imediatamente apés a defecacdo em recipiente estéril sem contato com o solo) e
congeladas em nitrogénio liquido e conservadas em ultrafreezer a -70°C para
posterior extracdo de DNA. Esta analise foi realizada no Instituto de Nutricdo Animal
da Universidade Livre de Berlim, Alemanha (Institut fur Tierernahrung, Freie
Universitat Berlin). A extracdo do DNA foi realizada com Kit comercial (Qiagen Stool
kit, Qiagen, Hilden, Alemanha) seguindo as instru¢cbes 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 analise.

As sequéncias dos Primers empregados encontram-se apresentadas na
Tabela 5. Todos os Primers foram adquiridos da MWG Biotech (Straubing,
Alemanha). A amplificagdo e aquisicdo dos dados de fluorescéncia foram realizadas
em PCR Stratagene MX3000p (Stratagene, Amsterdd, Holanda). O mastermix
consistiu de 12,5 microlitros de Brilliant SYBR Green QPCR Mastermix (Stratagene,
Amsterda, Holanda), 0,5 microlitro de cada primer (10uM) e 10,75 microlitros de
agua livre de RNA. Um microlitro de cada amostra foi adicionado antes da
amplificacdo do PCR. Todos os programas para amplificacdo apresentaram etapa
inicial de desnaturacdo com temperatura de 95°C por 15 minutos para ativacdo da
polimerase, apds isso o tempo de anelamento de 30 segundos seguido por
30segundos de extensdo a 72°C. As temperaturas de anelamento encontram-se
apresentadas na Tabela 5. As espécies alvo dos pares de primer utilizados para
realizacdo do PCR quantitativo encontram-se na Tabela 6.

A quantificacdo seguiu metodologia descrita por Vahjen, Taras e Simon

(2007). Em resumo, uma seérie de amostras autoclavadas de fezes de cao
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foi semeada com diferentes espécies bacterianas de interesse para o estudo e em
quantidades conhecidas (10® a 10° UFC por grama de peso na matéria natural).
Todas as cepas utilizadas nos padrboes de calibragdo eram provenientes da cole¢éo
microbiolégica do Instituto de Nutricdo Animal da Universidade Livre de Berlim,
Alemanha (Institut fir Tiererndhrung, Freie Universitat Berlin). Cada uma destas
cepas foram cultivadas em caldos seletivos seguindo suas necessidades especificas
de crescimento, sendo posteriormente centrifugadas e seu numero de células
determinado microscopicamente em camara de Neubauer. NUmero determinado de
células foi inoculado em cinco gramas de fezes autoclavadas de c&o (5x10°% a 5x10?
células por amostra), na sequéncia as amostras semeadas foram homogeneizadas
em sacos plasticos em triplicadas e aliquotas de um grama foram utilizadas para a
extracdo de DNA. ApoOs a extracdo, as solucbes de DNA purificadas foram
combinadas, fazendo-se pools de cepas padrbes utilizando-se cepas semelhantes
as espécies alvos dos pares de primers utilizados no estudo. As curvas de
calibracdo do PCR foram obtidas a partir destes pools padrbes. Os resultados
obtidos foram expressos em numero de células por grama de peso na matéria
natural e posteriormente convertido para base logaritmica em nimero de células por

grama de matéria seca fecal.

4.4.2. Avaliagéo de produtos de fermentagao nas fezes

Com o intuito de se verificar as possiveis alteracdes no padrao fermentativo
da eubiota com o avancar da idade, foram determinados o pH e as concentragfes
fecais dos acidos graxos de cadeia curta e ramificada, &cido latico, aminas, aménia,

indol e fenol.

4.4.2.1. Concentracdo fecal dos acidos graxos de cadeia curta e

ramificada

Para a andlise dos AGCC e acidos graxos de cadeia ramificada (AGCR),
foram colhidas 5 gramas de fezes frescas (coletadas no maximo 10 minutos apds a

defecacédo). Estas amostras foram imediatamente congeladas em gelo seco, seus
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recipientes vedados com Parafim M (Brand GmbH, Wertheim, Alemanha) e
mantidas em freezer a -15°C para posterior analise. Estas analises foram
conduzidas no Instituto de NutricAo Animal da Universidade Livre de Berlim, na
Alemanha (Institut fir Tiererndhrung, Freie Universitat Berlin).

Brevemente, apds descongelamento, 300 miligramas das amostras foram
pesadas e diluidas em um mililitro de solucéo de acido hexandico (0,5mmol por litro
de acido hexandico, 10g de acido oxalico por litro), homogeneizadas por uma hora e
centrifugadas a 15.700G por 15minutos (centrifuga Eppendorf, modelo 5415C,
Hamburgo, Alemanha). O acido hexandico (Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Alemanha)
foi utilizado como padrédo interno (0,5mmol/L). A amostra foi entdo injetada (um
microlitro) em cromatografo a gas (Agilent Technologies, Hewlett-Packard modelo
6890N, Santa Clara, EUA) equipado com coluna HP-Innowax (modelo 19095N-123,
Agilent Technologies, 30m de comprimento, 530um de didmetro interno e 1,0um de
espessura). As temperaturas iniciais na coluna, injetor e detector de ionizacao de
chama foram 70, 230 e 250°C, respectivamente. O gas hidrogénio produzido por um
gerador de gas (Parker ChromGas, modelo 9090, Parker Hannifin Corporation,

Cleveland, EUA) foi o gas de arraste com vazédo de 30mL/minuto.

4.4.2.2. Concentracgdo fecal de acido latico

Para a andlise do lactato foram colhidas trés gramas de fezes frescas
(coletadas no maximo 10 minutos apds a defecacdo). Estas foram analisadas
segundo Pryce (1969). Para isto foram rapidamente homogeneizadas e misturadas a
9 mL de agua destilada (1:3 p/v). Esta mistura foi mantida sob refrigeracdo por um
dia, sendo, entdo, centrifugada por trés vezes a 4.500G a 15°C, por 15 minutos,
aproveitando-se o sobrenadante e desprezando-se o sedimento. Foi utilizado branco
reagente para calibrar o espectrofotébmetro (QUICK - Lab marca DRAKE, Séao José
do Rio Preto, Sdo Paulo) e as amostras foram quantificadas comparando-as com
padrdo de acido latico a 0,08%. A leitura pelo método espectrofotométrico ocorreu a
565nm.
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4.4.2.3. Concentracdo fecal de aménia

Para medir a concentracdo de amodnia (NHs) nas fezes foi adaptada a
metodologia de Vieira (1980). Cinco gramas de fezes frescas (coletadas no maximo
10 minutos apés a defecacéo) foram homogeneizadas e misturadas com 30 mililitros
de &cido férmico 4,2N (1:3 p/v). Posteriormente a mistura foi centrifugada a 4.500 G
durante 15 minutos a 15°C por trés vezes, aproveitando-se 0 sobrenadante e
desprezando-se o sedimento. ApOs a extracdo as amostras foram identificadas e
armazenadas em freezer (-15°C). Os extratos foram descongelados a temperatura
ambiente e em seguida aliquotas de 2mL diluidas em 13mL de agua destilada (2:13
vlv) e submetidas a destilacdo em destilador de nitrogénio (Tecnal TE - 036/1,
Piracicaba, Brasil). A destilacao foi realizada com 5mL de solucédo 0,2N de hidréxido
de potassio e o nitrogénio recebido em um erlenmeyer com 10mL de solucao
receptora (acido borico a 0,97N). Ao atingir-se o volume de 50mL de solucdo
receptora mais material destilado, a destilagdo foi interrompida. Em seguida foi
realizada a titulagdo com acido cloridrico 0,005N.

O volume utilizado para chegar ao ponto de viragem foi descontado do
volume utilizado no branco e multiplicado pela normalidade do acido cloridrico
(0,005) e pelo fator de converséo do nitrogénio total da molécula de aménia (fator de
conversdo = 17) dividindo-se na sequencia este valor pelo peso do volume de
extrato de amostra obtido para a destilagdo e multiplicando-o por 100, resultando na
porcentagem de amobnia da amostra destilada e titulada. Dividiu-se essa
porcentagem obtida por 100 para obter a quantidade em miligramas de amonia por
cem mililitros de amostra. Esse resultado foi posteriormente convertido a miligrama
de aménia por grama de matéria seca fecal multiplicando-se os miligramas de
amonia por cem mililitros de amostra pelo somatdrio entre peso da amostra Umida
utilizada para obtencdo do extrato e o volume de é&cido férmico utilizado na sua
diluicdo e dividindo-se novamente pelo peso da amostra Umida utilizada para
extracao. Esse resultado foi dividido pela matéria seca da amostra e multiplicado por
100.
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4.4.2.4. Concentracao fecal de aminas

Para a avaliacdo da concentragcdo de aminas nas fezes, cinco gramas de
fezes frescas foram homogeneizadas e misturadas a sete mililitros (5:7 p/v) de acido
tricloroacético a 5% (TCA 5%), agitadas por 3 minutos em vortex e centrifugadas a
10.000G, por 20 minutos a 4°C (Centrifuga Modelo RC 5C plus, Sorvall Products,
Newtown, CT, EUA). O sobrenadante foi filtrado em papel de filtro qualitativo e o
residuo extraido 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
analise no Laboratério de Bioquimica de Alimentos no Departamento de Alimentos,
Faculdade de Farméacia da UFMG — Belo Horizonte, MG. O método utilizado foi o de
cromatografia liquida de alta performance (HPLC, Shimadzu modelo LC-10AD,
Kyoto, Japéo) por par idnico, derivagdo pos-coluna com o-ftalaldeido e detecgéo

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

4.4.2.5. Concentragao fecal de indol e fenol

A determinagdo da concentracdo de fendis e inddis das fezes foi conduzida
conforme descrito por Swanson et al. (2002) e foi realizada no Instituto de Nutricdo
Animal da Universidade Livre de Berlim, na Alemanha (Institut fir Tierern&hrung,
Freie Universitat Berlin). Foram pesadas 2,0g de fezes (matéria imida) em duplicata,
colocadas em tubos para ultracentrifuga de 16 mililitros, adicionado aos tubos 1mL
de solucdo de 5-metilindol diluida em metanol (500ug/ml; padrdo interno) e
acrescidos 4mL de metanol. As misturas de fezes com metanol e padrao 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. Apés,
0s tubos foram centrifugados a 29.000G por 20 minutos a 4°C e o sobrenadante
repassado para tudo falcon mantido sob refrigeracdo. O residuo foi extraido
novamente. As duas fracbes sobrenadantes obtidas foram combinadas e

armazenadas em freezer a -15°C até o momento da andlise.
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Concentragdes individuais de fenol, p-cresol, 4-etilfenol, indol, 2-metillindole,
3-metillindole, 7-metilindol e 2,3-dimetilindol foram determinadas usando-se
cromatografo a gas (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 diametro interno e 0,2um de espessura). As
temperaturas iniciais na coluna, injetor e detector de ionizacdo de chama foram 130,
250 e 300°C, respectivamente. O gas hidrogénio produzido por um gerador de gas
(Parker ChromGas, modelo 9090, Parker Hannifin Corporation, Cleveland, EUA) foi o
gas de arraste com vazao de 40mL/minuto.

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

pg fenol ou indol / g de amostra (MS) = _area do pico X 500ug padrédo_interno
area de pico do padrao interno g de amostra (MS)

4.4.2.6. Determinacéo do pH das fezes

Para a determinacdo do pH das fezes cinco gramas de amostra fresca foi
diluida (1:3 w/w) em agua miliq e o pH medido com pH-metro de precisdo 0,01 pH
(modelo DM20, Digicrom Analitica Ltda, S&o Paulo, Brasil). Este procedimento foi
repetido por trés dias consecutivos, empregando-se a média das trés afericdes
obtidas.

4.4.3. Parametros imunes

Foram quantificadas as concentracdes de IgA das fezes, indicativa da
imunidade de mucosa e a imunidade sistémica avaliada por imunofenotipagem de
linfocitos sanguineos e pelo teste de hipersensibilidade cutanea tardia..

4.4.3.1. Concentracéao fecal de imunoglobulina A

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

minutos apos eliminacéo) foram coletadas por trés dias consecutivos e armazenadas
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a -20°C. Para a analise estas foram descongeladas e homogeneizadas, compondo-
se uma amostra por animal. A separacao de IgA fecal foi realizada por extracao
salina de acordo com Peters et al. (2004). Para isto foi pesado um grama da amostra
(peso umido), adicionada solu¢do composta por PBS (0,01M; pH 7,4), 0,5% tween
80 e 0,05% de azida sddica e homogeneizada. A suspensédo foi centrifugada a
1.500G por 20 minutos a 5°C. Dois mililitros do sobrenadante foram transferidos
para microtubo graduado contendo 20 microlitros de coquetel inibidor de protease
(Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, Brasil), sendo, entdo, a amostra homogeneizada e
depois centrifugada a 15.000G por 15 minutos a 5°C e o sobrenadante transferido
para tubo estéril e armazenado a -20°C até a quantificacéo de IgA.

Para a determinacdo da concentracéao total de IgA no extrato de fezes utilizou-
se kit de ELISA especifico para IgA canina (Dog IgA Quantitative ELISA kit, Bethyl
laboratories, Montgomery, EUA). A placa foi recoberta com a diluicdo recomendada
do anticorpo de captura (100uL por pogo) e incubada por uma hora. Apés trés
lavagens com PBS + Tween 80, adicionou-se 200uL por poco de solugdo de
bloqueio (PBS + Tween 80 + 6% leite em pd) e a placa foi incubada por 30 minutos.
Repetiu-se 0 mesmo procedimento de lavagem e foram colocados na placa os
padrbes (sete diluicbes) e as amostras de extrato fecal, em duplicata. Apos
incubagao por uma hora e novo procedimento de lavagem, foi colocado 100uL por
poco do anticorpo conjugado HRP na diluicdo 1:100.000. Realizou-se a ultima
incubacdo de uma hora e lavagem. Adicionou-se a solucdo do substrato cromégeno
constituido por H,O, e TMB, aguardando-se entre cinco e 15 minutos e bloqueando-
se a reagdo com a adicédo de 100uL de H,SO4 2M. A leitura foi realizada em leitor de
microplacas de ELISA (Microplate Reader MRX TC Plus, Dynex Technology,
Chantilly, Virginia, EUA) usando filtro de 450nm. Todas as etapas foram realizadas a
temperatura ambiente.

Dos resultados obtidos foram subtraidos os valores do branco. Obteve-se a
curva padréo, utilizando-se a absorbéancia e a concentracdo ja conhecida dos
padrdes (fornecidos no kit). Calculou-se entdo a equacao da curva, gerando-se uma
equacdo polinomial de segundo grau (as curvas tiveram R? superior a 0,99).
Substituindo-se os valores de absorbancia das amostras, pdde-se encontrar a

concentracdo de IgA nestas, em ng/mL. Estes resultados foram divididos pelo peso



47

das amostras de fezes, expressando-se 0s valores por grama de fezes na matéria
seca. Devido a alta concentracdo de IgA nas amostras, elas tiveram que ser diluidas
em 1:600 para que ficassem entre os valores maximos e minimos de leitura da

amostra padréo.

4.4.3.2. Imunofenotipagem de linfocitos

A avaliacdo quantitativa de células CD5" (linfécitos T), CD5'CD4" (linfocitos T
auxiliares), CD5'CD8" (linfécitos T citotdxicos), CD21" (linfécitos B) no sangue
periférico foi realizada por citometria de fluxo. Os estudos citofluorométricos foram
realizados num prazo maximo de 24 horas apos a coleta do sangue. Para isso,
aliquotas do sangue periférico foram encaminhadas ao Laboratério de Citometria de
Fluxo da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto da USP. A cada
tubo foram adicionados 100uL de sangue com EDTA. Entéo, se adicionaram dois
microlitros dos respectivos anticorpos (AbD Serotec, Raileigh, EUA), conforme
esquema:

- Tubo 1- S6 células: nao foi colocado anticorpo;

- Tubo 2- Isotipo controle: IgG1 PE + 1gG2a FITC;

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

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

- Tubo 5- CD21": CD21 PE.

Ato continuo, os tubos foram incubados por 20 minutos a 4°C, protegidos da
luz. Um mililitro de solu¢do 1:10 do tamp&o de lise de hemécias (FACS Lysing
Solution — Becton Dickinson) foi adicionado a cada tubo, seguido da
homogeneizagcdo e incubagcdo por dez minutos a 4°C protegidos da luz.
Posteriormente, realizou-se a lavagem do material com PBS por trés vezes, que
consistiu na centrifugacdo a 500G por trés minutos, desprezando o sobrenadante e
adicionando dois mililitros de PBS. Apés a ultima lavagem, foram adicionados 500uL
da solucéao de PBS + 1% de formol nos cinco tubos e as amostras foram submetidas
a analise no citofluorébmetro (FACSCanto, Becton Dickinson Immunocytometry
System, Mountain View, CA, EUA) para classificacdo e contagem das

subpopulacées linfocitarias. As porcentagens de células foram aplicadas as
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contagens de leucécitos do hemograma para se obterem os valores absolutos. A
relacdo CD4":CD8" também foi calculada, dividindo-se, individualmente, as
contagens de CD5'CD4" pelas de CD5'CDS8".

Como parte da avaliacdo citofluorométrica, fez-se necesséario realizar
avaliacdo dos parametros eritroleucométricos e plaquetarios. Para realizacdo de
hemograma, um mililitro do sangue foi separado em tubo de ensaio de vidro
contendo anticoagulante EDTA. As contagens globais de hemacias, leucdcitos,
plaquetas, taxa de hemoglobina, volume globular ou hematdcrito, volume
corpuscular médio (VCM) e concentracdo de hemoglobina corpuscular média
(CHCM), foram obtidos com auxilio de um contador veterinario automatico de células
(ABC Vet, Horiba ABX Brasil, Sdo Paulo, Brasil). A contagem diferencial dos
leucocitos foi obtida utilizando-se de esfregacos sanguineos corados com uma
mistura de Metanol — May Grunwald — Giemsa (MGG) e avaliados a microscopia
optica. A formula leucocitaria absoluta foi obtida a partir das contagens global e

diferencial das células leucocitarias, por uma regra de trés direta.

4.4.3.3. Teste de hipersensibilidade cutanea tardia (DTH)

Os procedimentos para realizacdo do teste de hipersensibilidade cutanea
tardia foram adaptados dos descritos por Kim et al. (2000). Para este teste foram
injetados por via intradérmica, na prega cutanea do membro pélvico direito na regiao
da fossa paralombar dos animais, apds a devida tricotomia e antissepsia da pele
com alcool 70%, 100uL de cada uma das solu¢des que seguem: 1) salina (0,9%)
empregada como controle negativo; 2) fitohemaglutinina (0,5g/L) (FHG - Lectina
obtida de Phaseolus vulgaris; L8754; Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, Brasil) para
mensurar a resposta inespecifica; 3) vacina polivalente para caes (Duramune Max -
5CvK/4L, contra Parvovirose, Cinomose, Adenovirus tipo 2, Hepatite, Parainfluenza,
Coronavirose e Leptospirose sorovares L. canicola, L. icterohaemorrhagiae, L.
grippotyphosa e L. pomona; Fort Dodge Saude Animal, Campinas, Brasil) para
mensurar a resposta especifica.

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

(Mitutoyo modelo 700-122, Toéquio, Japdo) calibrado para exercer pressao
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automatica com forca de 2N no local da leitura. Esta foi realizada nos momentos
zero, 24, 48 e 72h apds as injecdes intra-dérmicas. O procedimento esta ilustrado na

Figura 1.

Figura 1. llustracdo da sequéncia de procedimentos para realizacdo do Teste de
Hipersensibilidade Cutanea Tardia (DTH) em céaes beagle de diferentes
idades. (A) Area de tricotomia no local da prega cutdnea de membro
pélvico direito, na regido da fossa paralombar; (B) Foto ilustrativa do
procedimento de aplicacdo; (C) Utilizacdo do medidor de espessura da
pele; (D) Prega cutanea com marcacdes para identificagdo dos locais de
medicdo das papulas ap0s aplicacdo da solugdo salina (marcacdo da
esquerda), fitohemaglutinina (marcacao central) e dos antigenos vacinais
(marcacgéo direita).

4.4.4. Analise histolégica do estbmago e intestinos delgado e grosso

Apoés jejum de 12 horas, os cdes foram anestesiados para procedimento
endoscopico. Receberam clorpromazina (Sanofi-Aventis farmacéutica Itda, Suzano,
Brasil) na dose de 1,0mg/kg por via intramuscular, como pré-anestesia. Apdés a
sedacdo foi realizada a inducdo anestésica com propofol (Cristalia produtos

guimicos farmacéuticos Itda, S&o Paulo, Brasil) na dose 5,0mg/kg, administrados
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lentamente por via intravenosa. Apos o relaxamento da mandibula e a perda do
reflexo laringotraqueal foi realizada a intubagcdo endotraqueal com sonda traqueal de
tamanho apropriado para cada animal. A manutencdo anestésica foi realizada com
isoflurano (Virbac do Brasil Saude Animal, Jurubatuba, Brasil) em concentracéo
suficiente para manter o animal em plano anestésico.

Para o procedimento de biopsia por endoscopia digestiva alta e colonoscopia
0s animais permaneceram em decubito lateral. Foi empregado endoscopio flexivel
(Karl Stoz, 60914NKS, Karl Stoz GmbH & Co. KG, Tuttlingen, Alemanha) e pinca de
bidpsia 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
estdbmago e duodeno e, apos realizacdo de enema, até 10 fragmentos da mucosa do
ileo, juncéo ileo-ceco-cdlica e do colon de cada animal. Apés o procedimento, 0s
animais continuaram sendo assistidos até a recuperacdo total da anestesia. Os
fragmentos foram fixados em formol tamponado a 10% e processados segundo
técnica padrdo com inclusdo em parafina. Posteriormente, foram realizados cortes
seriados de 4pm e os fragmentos corados por hematoxilina e eosina (HE).

O processamento das amostras foi realizado no Laboratoério de Histologia do
Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
USP. O exame microscopico foi realizado por um observador sem acesso a qualquer
informacdo sobre a identificagdo e as caracteristicas de cada animal usado no
experimento. O padrdo de normalidade histologica considerado foi o mesmo descrito
por Day et al. (2008). O exame histolégico das laminas foi realizado em microscopia
de luz, utilizando microscoépio Optico (Zeiss, modelo Primo Star, Thornwood, EUA)
acoplado a camara digital (PowerShot G10, Canon, Séo Paulo, Brasil) e software
zoomBrowser (versao EX 6.2, Sao Paulo, Brasil) para captura de imagens.

Os fragmentos foram analisados primeiramente quanto a adequacgdo da
bidpsia, sendo para isto graduados de zero a dois quanto a qualidade, sendo zero
para fragmentos inapropriados para andlise e dois para fragmentos adequados. As
varidveis avaliadas semiquantitativamente foram: relacdo vilo:cripta, morfologia dos
vilos, caracteristicas do epitélio superficial, presenca e intensidade da hiperplasia da
cripta, dilatacdo da cripta, grau de ocorréncia das células caliciformes, frequéncia e

grau de intensidade de diferentes tipos de células inflamatoérias na lamina proépria,



o1

namero de linfécitos intraepiteliais, e presenca de erosao, ulceragéo, edema, fibrose
e atrofia das criptas (SA, 2004). A intensidade destes processos foi avaliada em
escala de 0 a 3, onde: 0 = parametro tido como dentro do padrédo de normalidade, 1
= discreta alteragdo, 2 = moderada alteracdo e 3 = marcante alteracdo. A
intensidade da presenca das células inflamatérias foram graduadas em 0 (auséncia),

1 (discreto nimero), 2 (moderado infiltrado) e 3 (marcante infiltrado) (SA, 2004).

4 5. Analise estatistica

O experimento foi conduzido segundo delineamento inteiramente casualizado.
Os dados foram avaliados quanto a pressuposicdo de normalidade dos erros, pelo
teste de Shapiro-Wilk. Dados com distribuicdo normal foram submetidos a analise
de variancia pelo procedimento GLM do SAS (Versao 8.2, SAS Institute Inc., Cary,
NC, EUA). Quando diferencas significativas foram detectadas pelo teste F da
ANOVA, comparagbes multiplas foram conduzidas pelo Teste de Tukey. Os
resultados do teste de hipersensibilidade cutanea tardia foram comparados por
analise de variancia de medidas repetidas, sendo comparadas as idades, 0s
periodos e a interacdo entre ambos. Quando necessario, transformacao logaritmica
das variaveis foi usada (log x + 1). Os resultados das analises histolégicas dos
fragmentos de mucosa foram comparados pelo teste de Kruskal-Wallis, quando
diferencas significativas foram verificadas, os grupos foram comparados pelo teste
de Dunn.

No GF, as avaliagbes de imunofenotipagem dos cinco momentos (aos 45, 66,
87, 120 e 300 dias de vida) foram comparadas por analise de varidncia de medidas
repetidas no tempo. Quando diferencas significativas foram detectadas pelo teste F,
as varidveis foram comparadas por contrastes polinomiais para se determinar
possiveis efeitos lineares ou quadraticos da idade. Para a comparacdo da
imunofenotipagem do GF com os GA e GV considerou-se a média das cinco
avaliagbes dos filhotes, sendo os dados submetidos a analise estatistica conforme
descrito para os demais parametros. Considerou-se como significativos valores de

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

O consumo da dieta experimental foi adequado, ndo havendo episédios de
diarreia, vomitos 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 cédes do GA e GV mantiveram peso corporal constante ao longo do teste,
enquanto os animais do GF apresentaram crescimento adequado para a raca

(dados nédo apresentados).

5.1. Avaliacdo microbioldgica das fezes

Os resultados de composicao microbiana das fezes estdo apresentados na
Tabela 7. O par de primers empregado para avaliacdo de enterobactérias
(EntgPCR3417f/EntgPCR3852r) ndo obteve resultados de amplificacdo 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 sdo atualmente reconhecidos como um
grupo de clones da E. coli. Foi observado que animais do GA e GV apresentaram
menor numero de Bifidobacterium spp. (P=0,001) e Cluster IV (Grupo Clostridium
leptum; P=0,002) que o GF. Para os demais grupos n&o foram verificadas diferencgas
significativas (P>0,05).

5.2. Concentracdo de produtos de fermentacao nas fezes

As concentra¢cfes dos 4cidos acético e propidnico e de acidos graxos volateis
(AGV) totais foram significativamente menores nas fezes do GV (P<0,05) quando
comparadas ao GF, tendo o GA demonstrado valores intermediarios (Tabela 8). O
GV apresentou, ainda, menor concentracdo de acido butirico nas fezes (P<0,05) e o
GF maior concentracdo de acido valérico que os demais grupos (P<0,05). Quando a
concentragdo dos acidos graxos de cadeia curta (acético, propidnico e butirico) e
ramificada (valérico, isovalérico, isobutirico) foi avaliada em proporcdo a

concentracdo de AGV totais das fezes, observou-se que o GF apresentou menor
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proporcdo de A&cido isovalérico, enquanto o grupo de animais velhos maior

proporcdo deste metabdlito (P=0,019). O GV apresentou, ainda, tendéncia a maior

proporcao de &cido isobutirico (P=0,06).

Os animais do GV apresentaram maior pH das fezes que os animais do GF

(P=0,034). Nao se observou diferenca significativa nas concentracfes de amonia e

lactato e matéria seca das fezes dos caes (P>0,05), como pode ser visto ha Tabela

9.

A concentracdo de algumas aminas variou nas fezes dos cdes em funcao do

grupo etario. Foi observada menor concentracdo de putrescina (P=0,02), cadaverina

(P=0,04) e triptamina (P=0,02) nas fezes de cdes do GF, em comparacdo a de caes

do GA. Estes resultados estdo apresentados na Tabela 10.

Tabela 7. Composicdo da microbiota das fezes de caes de diferentes idades,

determinada por qPCR.

ltem GF GA GV EPM* CV (%) ValorP
logio céls/ g de fezes na MS

Lactobacillus 6,90 6,62 6,63 0,77 6,15 0,241

Escherichia coli - 550 5 50 550 055 5505 1,000

Hafnia - Shigella

Bifidobacterium spp. 7,152 6,44° 6,40° 0,07 6,15 0,001

Bacteroides- Prevotella - 4,30 4.37 4.49 0.11 14,15 0,823

Porphyromonas

Cluster XIVa - 7.16 6.85 711 009 723 0,389

(Grupo Coccoides)

Cluster IV a b b

(Grupo Clostirium leptum) 7,28 6,55 6,40 0,07 5,82 0,002

Cluster | 567 565 561 011 1045 0983

(Grupo Clostridia)

! Erro padrdo da média, n=10 por grupo etario.

a b \Meédias seguidas pela mesma letra na linha ndo diferem entre si pelo teste de

Tukey (P<0,05).
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Na Tabela 11 s&o apresentados os resultados das concentra¢cfes de fenois e
inddis. Dentre os metilindéis avaliados, o GV apresentou maiores concentracfes de
2-metilindol (P=0,009) que o0 GA e o0 GF e maiores de 2,3-metilindol (P=0,013) e 7-
metilindol (P=0,021) que o GA.

5.3. Avaliacfes da imunidade dos animais

Foi observado efeito de grupo etario na concentracdo 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 293 * 0,6 para GV. Os parametros
eritroleucométricos avaliados (Tabela 12) apresentaram-se dentro dos valores de
referéncia referidos por Schultze (2010). Observou-se que o GF apresentou maior
namero de linfocitos (P=0,003), leucocitos (P = 0,037) e menor de eosindfilos
(P=0,012) que GA e GV, além de tendéncia a maior numero de mondcitos
(P=0,051). Nao foi observada diferenca significativa entre os grupos para os demais

parametros avaliados (P>0,05).

8-
7= b b
6-

®
5+ A

[o]
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IgA (mg/g fezes na matéria seca)
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2
> >
>

o

Filh'otes Adulltos Veliws

Figura 2. Concentracdes de imunoglobulina A nas fezes de cées de diferentes
idades. * ® Médias com a mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey (P<0,05).
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Na Tabela 13 encontram-se os resultados da avaliacdo das populacoes
linfocitarias, apresentados tanto em nimeros absolutos (células x 10° por microlitro
de sangue) como em porcentagem conforme obtido a partir da classificacdo e
contagem das populagdes no equipamento.

Os filhotes demonstraram aumento linear nas concentracbes de CD5+,
CD5'CD4" e CD5'CD8" (P<0,001) e reducéo linear na de CD21+ (P=0,01). Sua
relacdo CD4:CD8 apresentou reducdo quadratica (P<0,001). Na contagem relativa o
GF apresentou aumento quadrético de linfocitos CD5+ (P=0,006). Na comparacao
entre os trés grupos etarios, o0 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 propor¢cédo de CD5+ e maior de CD21+ para o
GF (P<0,001) e maior proporcao de CD4+ para o GV.

Durante a avaliacdo da resposta de hipersensibilidade cutanea tardia,
observou-se tendéncia dos animais de GV apresentarem pele mais delgada
(P=0,057). Nas aplicacbes de solucao salina e fitohemaglutinina verificou-se apenas
efeito de tempo, com reducdo progressiva das papulas com o passar do tempo
(P<0,05), sem efeito de idade ou interacdo entre idade e tempo. Na aplicacdo de
vacina, observou-se interacdo entre grupos (idade) e periodo (P=0,009), tendo o GV
apresentado menores papulas de pele, ou menor reacdo de hipersensibilidade
cutanea tardia as 48h e 72h em relacdo ao GF (P<0,05). Estes resultados

encontram-se apresentados na Tabela 14.
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Tabela 14. Respostas médias de hipersensibilidade cutanea tardia de caes de
diferentes idades

Item GF GA GV Média EPM! ValorP

Espessura da pele (mm)

SOLUCAO SALINA

0 hora 3,10 3,16 2,83 3,03 0,08 -
24 horas 2,36 2,54 2,52 2,48% 0,09 -
48 horas 2,50 2,53 2,36 2,46% 0,08 -
72 horas 2,54 2,46 2,39 2,46% 0,08 -
Média 2,67 2,67 2,48 - - 0,057
EPM? 0,07 0,09 0,08 - - -
Valor P - - - <0,01 - -
FHG?
0 hora 2,86 2,81 2,63 2,77 0,09 -
24 horas 2,65 2,70 2,46 2,60 0,09 -
48 horas 2,49 2,47 2,22 2,39° 0,09 -
72 horas 2,41 2,26 2,05 2,24° 0,09 -
Média 2,60 2,56 2,36 - - 0,388
EPM? 0,05 0,08 0,10 - - -
Valor P - - - 0,008 - -
VACINA®
0 hora 3,41 3,42 3,52 3,45 0,08 1,000
24 horas 3,37 3,63 3,50 350 0,09 0,967
48 horas 3,77° 3,38% 3,33° 349 0,10 0,034
72 horas 3,612 3,24% 3,12° 334 0,10 0,031
Média 3,54 3,42 3,38 - - -
EPM? 0,08 0,06 0,09 - - -
Valor P 0,289 0,896 0,474 - - -

! Erro padrdo da média, n=10 por grupo etario.

2 Fitohemaglutinina 0,5 g/L - Sigma-Aldrich, S&o Paulo, Brasil

% Duramune Max - 5CvK/4L - Fort Dodge Saude Animal, Campinas, Brasil.

2 b Médias seguidas pela mesma letra na linha n&o diferem entre si pelo teste
de Tukey (P<0,05).

A B.C. D Médias seguidas pela mesma letra na coluna n&o diferem entre si pelo
teste de Tukey (P<0,05). Comparacdo valida para uma mesma variavel.
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5.4. Andlise histolégica do estbmago e intestinos delgado e grosso

O numero de fragmentos coletados da mucosa do trato gastrintestinal e
a avaliacdo de sua adequacao ao exame histolégico encontram-se na Tabela
15. De maneira geral, 95,1% das laminas produzidas para a avaliacado
histolégica do TGI do GV e 87,7% das do GF encontravam-se adequadas para
analise. Entretanto, para o GA 56,2% apresentaram-se adequadas, porém com
artefatos e o restante (43,8%) inadequado para andlise histolégica, devido a
problemas durante o processamento e preparo dos fragmentos.

A avaliacéo histolégica da mucosa fundica gastrica do GF estava dentro
do padrédo de histologia e observaram-se foliculos linfoides em (total
alterado/total analizado) 3/10 (30%), hiperplasia do foliculo linféide em 1/10
(10%). Quanto a mucosa duodenal as vilosidades se caracterizaram por serem
afiladas na extremidade e com relacéo vilo:cripta variando de 3:1 a 4:1. Em
nenhum caso foi observado processo inflamatério. A mucosa do ileo também
estava dentro do padrédo de histologia com relacédo vilo:cripta de 3:1. Os
segmentos da valvula ileo-cecal examinados estavam dentro do padrédo de
histologia e foram analisados em 5/8 a mucosa do célon e em 3/8 a mucosa de
intestino delgado. A mucosa do colon estava dentro do padrédo de histologia. A
Figura 3 ilustra os aspectos histolégicos da mucosa do TGl do GF.

A avaliacao histolégica da mucosa fundica gastrica do GA estava dentro
do padrdo de histologia. Quanto a mucosa duodenal em dois caes foi
diagnosticado enterite discreta linfoplasmocitica sem alteragdo da morfologia
das vilosidades e criptas intestinais. A mucosa do ileo também estava dentro
do padrédo de histologia com relagcéo vilo:cripta de 3:1. Os segmentos da
valvula ileo-cecal examinados estavam dentro do padrdo de histologia. A
mucosa do colon também estava dentro do padréo de histologia. Em relacéo
ao GV, a avaliagdo histoloégica da mucosa fundica géastrica revelou em 6/11
(54,5%) gastrite leve linfoplasmocitaria e foram observadas estruturas
espiraladas que correspondem a Helicobacter spp. em 2/11 (18,2%). Quanto a
mucosa duodenal foi diagnosticado enterite discreta linfoplasmocitica sem
alteracdo da morfologia das vilosidades e criptas em 8/11 (72,7%). No
segmento do ileo foi diagnosticado enterite em 2/9 (22,2%) e colite discreta

linfoplasmocitica em 3/10 (30%) dos segmentos da valvula ileo-cecal
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examinados. Em cinco cdaes foi diagnosticado colite linfoplasmocitica, sendo
esta em 4/11 (36,4%) considerada discreta e em 1/11 (9,1%) moderada. A
Figura 4 ilustra os aspectos histolégicos da mucosa do TGl do GV.

Em relagdo as analises semiquantitativas dos fragmentos (vilo:cripta,
morfologia dos vilos, caracteristicas do epitélio superficial, intensidade da
hiperplasia da cripta, dilatacdo da cripta, grau de ocorréncia das células
caliciformes, frequéncia e grau de intensidade de diferentes tipos de células
inflamatorias na l[amina propria, numero de linfocitos intraepiteliais e presenca
de erosao, ulceracdo, edema, fibrose e atrofia das criptas), foram verificadas
diferencas entre grupos para a presenca de linfocitos intraepiteliais e infiltrado
de linfocitos e plasmaocitos. Estes dois parametros ocorreram de maneira
discreta e as vezes moderada na mucosa do estbmago e duodeno de boa
parte dos cdes do GV e néo estiveram presentes no GA e GF, mas nao foram
verificados na mucosa do estdbmago e apenas em céaes isolados na do duodeno
de caes do GA e GF (P<0,05). Linfocitos intraepiteliais (P=0,009) e infiltrado de
linfécitos e plasmécitos (P=0,029) ocorreram também apenas na mucosa do
duodeno, ileo e do colon, respectivamente, de cades do GV. Nao foi verificada
diferenca estatistica em relacdo a mucosa da valvula ileo-cecal (P>0,05).

Os resultados completos da analise histolégica dos fragmentos de
estbmago, duodeno, ileo, célon e valvula ileo-cecal encontram-se nos

Apéndices C a H.
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Tabela 15. Numero de fragmentos coletados e adequacdo dos mesmos ao
exame histolégico da mucosa do trato gastrintestinal de cées de
diferentes idades.

Item Filhotes Adultos Velhos

Numero de fragmentos

Estbmago 42 28 44
Duodeno 82 69 89
leo 25 16 17
Valvula ileo-cecal 8 6 12
Coélon 87 66 84
Total 244 185 246

Adequacao dos fragmentos *

Grau 0 0 43,8% 0
Grau 1 12,3% 56,2% 4,9%
Grau 2 87, 7% 0 95,1%

1 Adequacdo dos fragmentos ao exame histolégico: 0 = inapropriado para
analise; 1 = adequado com artefatos; 2 = adequado para analise
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Figura 3. Fotomicrografias da mucosa do trato gastrintestinal do GF. (A)
Estbmago, mucosa fandica. Dentro do padrdo de histologia normal.
HE, barra= 10um; (B) Intestino delgado, mucosa duodenal. Observe a
relacado vilosidade: cripta de 3:1. Vilosidades afiladas na extremidade.
Dentro do padrao de histologia normal. HE, barra= 50um; (C) Intestino
delgado, vilosidade. Dentro do padrdo de histologia normal. HE,
barra= 10um; (D) Intestino delgado, criptas. Notar monocamada de
células basofilicas. Dentro do padrdo de histologia normal. HE, barra
= 10um; (E) Intestino grosso, colon. Observe criptas paralelas e com
células caliciformes. Dentro do padréo de histologia normal. HE, barra
= 10um; (F) Intestino grosso, célon. Superficie epitelial das criptas
com predominio de células caliciformes. Dentro do padrdo de
normalidade. HE, barra = 10um.
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Figura 4. Fotomicrografias da mucosa do trato gastrintestinal do GV. (A) Estdmago,

mucosa fundica. Gastrite linfoplasmocitica discreta (seta). HE, barra =
10um; (B) Intestino delgado, mucosa duodenal. Enterite linfoplasmocitica
discreta. Observe a fusdo de vilosidades (VF). HE, barra = 50um; (C)
Intestino delgado, vilosidade. Observe infiltrado na lamina propria (LP),
enterite linfoplasmocitica. HE, barra = 10um; (D) Intestino delgado,
vilosidade. Notar infiltrado na LP e linfécitos intraepiteliais (LIE). HE, barra =
10um; (E) Intestino grosso, colon. Observe infiltrado na LP e criptas
tortuosas. Colite linfoplasmocitica moderada. HE, barra = 10um; (F)
Intestino grosso, colon. Superficie epitelial das criptas com reducdo das
células caliciformes e infiltrado na LP. Colite linfoplasmocitica moderada.
HE, barra = 10um.
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6. DISCUSSAO

Com o objetivo de levantar subsidios para o entendimento dos efeitos do
envelhecimento no trato gastrintestinal, este estudo comparou caes saudaveis de
trés grupos etarios quanto a populacdo microbiana fecal, alguns dos produtos de
fermentacdo bacteriana intestinal, alguns aspectos imunes e parametros histologicos
do trato gastrintestinal.

A maior contagem de Bifidobacterium e bactérias do Cluster IV no GF indica
maior ocorréncia de bactérias benéficas, cujos produtos de fermentacédo contribuem
para a saude do trato gastrintestinal (SUCHODOLSKI, 2011). Para comparar estes
achados, foram localizados somente outros dois estudos com cées 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 cdes com idade inferior a 12 meses
apresentaram maior numero de bacteroides, eubacteria, peptostreptococos,
bifidobactéria, lactobacilos e estafilococos em relagdo a animais com idade superior
a 11 anos. Na comparagdo com o presente estudo, lactobacilos e bacteroides nao
diferiram no GF e peptostreptococos nao constou dos primers aqui empregados. Os
animais com mais de 11 anos no estudo de Benno et al. (1992) apresentaram,
ainda, maior niumero de clostridia lecitinase positivos e bacilos, o que também néao
foi verificado na presente pesquisa. O segundo estudo localizado (KEARNS;
SUNVOLD, 1998) também comparou cdes 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 0s animais
mais velhos apresentaram em geral maiores contagens de bactérias pelo método de
cultivo em agar seletivo, obtendo 24% a mais de bactérias aerdbias, 41% a mais de
anaerobias, 341% a mais de bactérias do género 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 disponiveis na literatura referentes a composicéo da
microbiota de cdes sdo contraditorios, escassos e tém como foco mais frequente a

determinacao da composicao da microbiota de cdes adultos saudaveis e a avaliacédo
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dos efeitos da dieta ou ingredientes especificos (STRICKLING et al.,, 2000;
GREETHAM et al.,, 2002; SWANSON et al.,, 2002; FLICKINGER et al.,, 2003;
VANHOUTTE et al., 2005; MIDDELBOS et al., 2007; GR@NVOLD et al., 2009;
MIDDELBOS et al., 2010; KORE; PATIL; PHONBADA, 2010; SUCHODOLSKI, 2011;
HOODA et al., 2012). Os métodos de estudo empregados sdo também muito
variaveis, moleculares ou ndo moleculares, dificultando a comparacédo dos achados.

Ao se investigar as pesquisas disponiveis para outras espécies cujo foco
tenha sido avaliar o impacto da idade sobre a microbiota do TGI, o maior nimero de
estudos com dados relativamente mais consistentes relaciona-se a espécie humana.
Hopkins, Sharp e Macfarlane (2002) estudaram a microbiota fecal de criancas (16
meses a sete anos), adultos (21 a 34 anos) e idosos (67 a 88 anos) e observaram,
através da pesquisa do 16S rRNA, gque criancas apresentaram em maior nUmero 0s
grupos de enterobactérias, bifidobactérias e bacteroides que adultos e idosos,
indicando ainda menor complexidade (menor nimero de espécies dentro de cada
género) de sua microbiota. Pelo método de cultivo em Agar seletivo observaram,
ainda, que criangcas apresentaram menor numero de enterobactérias. Estes
resultados sédo similares, em parte, aos do presente estudo. Em estudo mais
recente, Mariat et al. (2009) verificaram que bebés (trés semanas a 10 meses)
apresentam menor quantidade total de microrganismos e que estes apresentaram
maior proporgéo (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
comparacgao destes dados com os do presente estudo, no entanto, requer ressalvas
por tratarem de bebés lactentes. A comparacdo dos adultos com idosos revelou para
os ultimos menor contagem de Cluster IV, Cluster XIVa e E. Coli.

No presente estudo, ndo foram observadas diferengas entre os grupos GA e
GV. Estes achados corroboram os de Gomes et al. (2011) que pelo método de
cultivo em agar seletivo também néo verificaram diferencas na microbiota de caes
idosos (10+0,02 anos) e adultos (4+0,01 anos) o que sugere estabilidade da
microbiota em cées beagles apés a fase de crescimento. Fato semelhante foi
observado por Enck et al. (2008) ao avaliarem amostras de fezes de 15.619 pessoas
adultas saudaveis (idade média 46,3 anos, minima 18 anos e maxima 96 anos;

homens:mulheres = 4197:11422). Por cultivo em meio seletivo, ndo observaram
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efeito da idade ou género da contagem de bactérias das fezes. Em estudo com
caes, Simpson et al. (2002), ao avaliarem o efeito da dieta, idade e raca em 18 caes
igualmente distribuidos quanto a raca (pastor aleméo, setter inglés 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 (adicdo de 5% de polpa de
beterraba e 5% de casca de soja em substituicdo a 10% de amido milho da dieta
controle) ndo observaram variacdes na diversidade bacteriana pelo método de
DGGE (denaturing gradient gel electrophoresis). O DGGE é um método molecular
gue gera padrdao de bandas que ilustram a diversidade bacteriana presente na
amostra, sendo possivel através dessa técnica somente capturar alteracdes nos
grupos predominantes de bactérias dentro da comunidade intestinal. Estes autores
observaram que os animais apresentaram tendéncia a se agruparem conforme idade
ou raca (racas grandes ou pequenas), mas essas variacbes foram atribuidas
principalmente a variagdes individuais. A principal concluséo referente a esta analise
feita pelos autores € que cdes apresentam padrdo de banda individual, Unico e
estavel. Esta estabilidade e individualidade dos padrdes indica que cada individuo
abriga uma comunidade bacteriana propria e independente da dieta testada. Ao
avaliarem a microbiota por cultivo em agar seletivo, Simpson et al. (2002)
observaram que o0s animais mais velhos apresentaram menor numero de
Bacteroides spp. que os adultos, sem diferencas significativas para os demais
grupos bacterianos estudados. Estes resultados divergem dos encontrados no
presente estudo.

Revisdo realizada por Woodmansey (2007) sobre os efeitos do
envelhecimento sobre as bactérias intestinais aponta que as contagens de
anaerdbios totais nas fezes permanecem relativamente estaveis na populagéo senil
e a principal alteragdo observada consiste na mudanca das espécies dominantes.
Descreve ainda que pessoas idosas saudaveis apresentam aumento no numero de
anaerobios facultativos (como estafilococos, estreptococos e leveduras),
fusobactérias, clostridia e eubactérias e diminuicdo tanto no numero como na
diversidade de bacteroides e bifidobactérias, além de diminuicdo na atividade

amilolitica da microbiota.
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Fica evidente que dados referentes as alteracbes na composicdo da
microbiota sdo complexos e variaveis. Inclusive aspectos geogréficos, como local de
estudo e de vida da populacao estudada influem nos resultados encontrados (LAY et
al., 2005; TIIHONEN; OUWEHAND; RAUTONEN, 2010). Para caes os estudos sao
ainda poucos e inconsistentes e, considerando-se o0s diversos fatores que podem
afetar a composicdo da microbiota, a comparacao feita com resultados de estudos
em outras espécies, como a humana, pode ndo ser adequada. Sendo assim, sao
necessarios mais estudos em cdes para se identificar ou descartar possiveis
influéncias geograficas, de métodos de estudo da microbiota, da dieta, de raca,
dentre outros e buscar-se consenso a respeito das alteracbes da microbiota ao
longo da vida.

No conjunto dos resultados, verificou-se menor concentracdo de AGCC, acido
valérico e maior pH nas fezes dos cdes do GV, indicando menor atividade
sacarolitica da microbiota intestinal. Em geral, estes parametros tenderam a ser mais
elevados nas fezes dos cées do GF, que apresentou também menor pH, sugerindo
aumento da atividade sacarolitica. Estes resultados séo divergentes dos obtidos por
Kuzmuk et al. (2005), que observaram aumento na concentragéo 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 concentracdo de butirato nas fezes de caes idosos (10+0,02 anos) em
comparagao a adultos (4+0,01 anos). Nao foram encontrados outros estudos em
cées para a discusséo dos resultados. Woodmansey et al. (2004) observaram que
pessoas adultas e idosas saudaveis apresentaram, de maneira geral, concentracdes
fecais de &cidos de fermentacdo (AGCC e AGCR) semelhantes, com apenas
pequenas reducgdes na concentragcédo de acetato, butirato e valerato, bem como dos
acidos graxos volateis totais nos individuos de mais idade.

Segundo Macfarlane e Macfarlane (2003), a maioria dos AGCC séao derivados
da degradacdo bacteriana de carboidratos complexos e sua formacdo ocorre
principalmente no intestino proximal. A medida que os residuos alimentares passam
através do intestino, estes se reduzem em quantidade e incia-se a degradacdo de

proteinas e peptideos, o que também contribui para aumentar a producdo de AGCC.
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Os principais géneros descritos que se destacam na producdo de AGCC séo
Clostridium cluster XlIVa, Prevotella spp., Faecalibacterium spp. e Bifidobacterium
spp (SUCHODOLSKI, 2011). Louis et al. (2007) fizeram detalhamento das bactérias
envolvidas na producdo de cada um dos principais AGCC. Atribuiram aos
Bacteroides e ao Clostridial Cluster IX a maior producéo de propionato e ao Cluster
IV e XIVa a maior producao de butirato, enquanto o acetato é formado por diversos
grupos de bactérias (Clostridial Clusters 1V, XIVa, XIVb, XVI, Bifidobacterium spp. e
0 grupo Bacteroides-Prevotella). Estudos in vitro demonstram que bactérias do par
de primers Cluster IV crescem melhor em pH préoximo a 5,5 e nestas condicdes
produzem predominantemente butirato. Quando o pH se eleva a 6,6 a populacéo
destas bactérias diminuem, com predominio de Bacteroides spp € maior producao
de propionato (WALKER et al., 2005). Assim, mudancas no pH sdo capazes de
alterar e/ou séo induzidas por alteracfes na composi¢cao ou atividade da microbiota
no colon, fato este observado no presente estudo, uma vez que o GV apresentou
menores contagens de bactérias pertencentes ao grupo do Clostridium leptum
(Cluster 1V), menor concentracdo de todos os AGCC e maior pH fecal.

Em relagédo aos AGCR, a maior concentragdo de valerato nas fezes dos caes
do GF indica maior catabolismo microbiano do aminoacido isoleucina, sugerindo
atividade proteolitica. No GV, foi verificado aumento da proporcao de isovalerato,
resultante do catabolismo microbiano de leucina, mas este n&o foi acompanhado por
elevacdo na quantidade deste AGCR. Assim, pode-se supor que este aumento
proporcional seja decorrente da redugdo de AGV totais no GV, e nédo oriundo de
aumento na sua formacdo. Nem todas as concentra¢gbes de derivados da acdo de
microrganismos sobre proteinas seguiram o mesmo sentido, pois as concentracfes
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 fendlicos sdo formados a partir da degradacdo bacteriana de
aminoacidos aromaticos, sendo a tirosina e o triptofano os principais substratos
dessa degradacdo, gerando fendis e indoéis, respectivamente. Assim, as
concentracbes aumentadas de alguns indois nas fezes dos caes do GV indicam
fermentacdo de proteina no intestino grosso. Em seres humanos, informacdes

disponiveis na literatura cientifica indicam que individuos idosos apresentam maior
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atividade proteolitica bacteriana (WOODMANSEY, 2007; TIIHONEN, OUWEHAN e
RAUTONEN, 2010).

Levando-se em consideracdo que fendis e inddis tém potencial para interagir
com outros compostos putrefativos no intestino, potencializando suas acoes
carcinogénicas por atuarem como cocarcinégenos (CUMMINGS; MACFARLANE,
1991) o aumento de sua concentracdo nao € desejavel. No entanto, apesar de estar
associado no homem a estados mérbidos como a esquizofrenia, muito pouco se
sabe sobre as acdes destes compostos especialmente em cdes (SMITH;
MACFARLANE, 1996). A producdo destes compostos parece ser inibida em pH 5,5,
bem como em presenca de carboidratos fermentaveis. Sua formacdo é
energeticamente ineficiente e demorada e ocorre predominantemente nos
segmentos distais do colon (SMITH; MACFARLANE, 1996). Assim, seria importante
a realizacdo de novos estudos para se confirmar se cdes idosos realmente
apresentam aumento da formacéo intestinal destes compostos e quais poderiam ser
suas reais implicacfes a saude destes animais.

As concentragbes de amoénia e lactato das fezes nado diferiram entre grupos.
Sabe-se que a desaminacdo de aminoacidos de proteina enddgena ou dietética
consistem a principal fonte de aménia no célon (MACFARLANE et al., 1992;
WILLIANS; VERSTEGEN; TAMMINGA, 2001). Esta é encontrada apenas em
pequenas quantidades no intestino grosso saudavel (WILLIANS; VERSTEGEN;
TAMMINGA, 2001). A amobnia produzida no colon passa através da parede do
intestino e alcanca outros tecidos do corpo. Em altas concentracdes, ela pode
ocasionar reducdo 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 tém sido isoladas a partir de amostras
fecais humanas. A presenca destas bactérias pode ajudar a explicar o fato de que o
lactato ndo se acumula no coélon de individuos saudaveis, ainda que uma proporcao
significativa de bactérias do colon possa produzir este acido. Bactérias produtoras de
propionato, pertencentes ao Clostridial Cluster IX, também contribuem para a
utilizacdo do lactato no intestino grosso e, além disso, o lactato € 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 as concentracdes fecais de aminas sdo dificeis de
serem interpretados no momento, devido ao reduzido niumero de trabalhos que as
estudaram em caes (GOMES et al., 2011). A principal via pela qual as bactérias
produzem aminas é pela descarboxilacdo de aminoacidos. A cadaverina é formada a
partir da descarboxilacédo da lisina, a putrescina a partir da ornitina e a triptamina tem
origem na fermentacdo do triptofano. Espécies pertencentes aos géneros
Clostridium, Bifidobacterium e Bacteroides séo as que produzem aminas em maiores
guantidades (ALLISON; MACFARLANE, 1989). As alteracbes encontradas nas
concentracfes de bactérias no presente estudo ndo explicam as diferencas entre os
grupos etarios nas concentracdes de aminas das fezes, uma vez que estas bactérias
foram mais predominantes no GF, enquanto a concentracdo de amina maior no GA.

Diferencas na capacidade de digestdo e absorcdo de proteinas no intestino
delgado, o que permitiria maior aporte deste subtrato ao célon para ser degradado
pela microbiota, poderia ser outro fator implicado nas diferentes concentragdes de
aminas nas fezes. Apesar dos coeficientes de digestibilidade dos nutrientes n&o
terem sido avaliados no presente estudo, diversos autores demonstram que apds a
fase de crescimento ndo ha efeito da idade sobre estes parametros (SHEFFY et al.,
1985; GOMES et al., 2011). Filhotes de caes, no entanto tém digestibilidade mais
baixa de proteina do que os cdes adultos, devido a reduzida secrecao de pepsina no
estbmago (FAHEY; BARRY; SWANSON, 2008). Dessa forma, a alteracdo esperada
para o GF, se relacionadas a menor digestibilidade da proteina e aminoéacidos, seria
0 aumento da concentracdo fecal de aminas, ou mesmo de amdnia, inddis e fendis,
0 que nao ocorreu.

As implicagBes da presenga de aminas no intestino sdo, também, ainda pouco
conhecidas, o que é complicado pelo fato das diferentes aminas apresentarem
acbes distintas. As aminas biogénicas (putrescina, serotonina, cadaverina,
histamina, tiramina, triptamina, feniletlamina e agmatina) s&o componentes
endogenos e indispensaveis as células vivas, fundamentais para a proliferagéo e
diferenciacdo celular, regulacdo das funcdes do nucleo, sintese de proteinas,

desenvolvimento cerebral, regulacdo e crescimento do sistema nervoso (SANTOS,
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1996; SAAID et al.,, 2009). Putrescina, espermidina e espermina sdo compostos
indispensaveis ao metabolismo celular, sendo solicitadas em grandes quantidades
pelos tecidos em crescimento acelerado, como a mucosa do TGI, uma vez que estéao
envolvidas na sintese de DNA, RNA e proteinas (HUGHES; MAGEE; BINGHAM,
2000; BARRY et al., 2009). Aminas como a cadaverina indicam putrefacado e podem
ser prejudiciais a saude intestinal (CUMMINGS; MACFARLANE, 1991), mas sua
concentracdo é importante para sua acao, pois em baixas concentracdes esta amina
€ essencial para o crescimento normal e diferenciacdo de células, mas em maiores
guantidades a cadaverina € prejudicial a seres humanos e animais (FUSI et al.,
2004). Espermina e espermidina, assim como putrescina e cadaverina, sdo também
eficientes sequestradoras de radicais livres em numerosos sistemas enzimaticos,
guimicos e in vitro podem inibir peroxidacédo de lipideos e prevenir a senescéncia
(BARDOCZ et al., 1995).

Os mamiferos possuem sistema de desintoxicagdo relativamente eficiente,
capaz de metabolizar a ingestédo diaria normal de aminas biogénicas presentes em
alimentos. Nos seres humanos, em condicbes normais de saude, as aminas
absorvidas dos alimentos ou formadas pelas bactérias intestinais séo rapidamente
convertidas em produtos de degradacao fisiologicamente inativos pela acdo das
amino oxidases ou por conjugacao. Entretanto, as aminas cadaverina, putrescina e
triptamina sdo inibidoras da diamino-oxidase (GOUVEIA, 2009) o que pode
potencializar o efeito toxico da histamina (SABAINI, 2009) e permitir a acdo deletéria
que advém da presenca de altas concentracdes destes compostos.

Dentro deste contexto, fica dificil se especular sobre as implicagbes do
aumento ou diminuicdo das concentragbes de aminas nas fezes dos caes.
Concentracdo aumentada, como no GA, pode estar dentro do fisiologico, enquanto a
diminuicdo destes compostos pode restringir certas funcdes celulares, da mesma
forma que o contrario pode vir a ser considerado. Estudo anterior (GOMES et al.,
2011) verificou em animais idosos (10+0,02 anos) menores concentracdes de
agmatina, espermina e histamina em comparacdo a caes 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 fisiolégico que mereceria ser estudado.
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Dentre os parametros imunes avaliados, observou-se diferenga significativa
entre 0s grupos na concentracdo fecal de IgA. O Unico estudo encontrado que
avaliou o efeito da idade na concentragédo fecal de IgA em cées foi realizado por
Nnosso grupo de pesquisa (ZAINE et al., 2011), tendo sido verificado que cdes com
cinco meses apresentaram menores concentracdes desta imunoglobulina nas fezes
(0,32+0,05mg IgA/g fezes na MS) do que caes adultos (2,34+0,44mg IgA/g fezes na
MS). Na presente pesquisa, 0s mesmos filhotes do estudo anterior apresentavam 10
meses, sua concentracao 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 descricdo 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 cdes ocorre aumento da secrecao de
IgA. Entretanto, comparacdes feitas com a IgA sérica devem ser avaliadas com
ressalvas uma vez que esta ndo € um bom indicativo do conteudo de IgA secretora
(ZAINE et al., 2011). Estudo em seres humanos apontou que criancas tém poucas
células IgA+ no intestino e a medida que envelhecem ha aumento no niumero destas
células (ROGNUN et al., 1992).

Em relacdo aos resultados de hematometria, Jain (1993) ja havia verificado
que os indices da série vermelha de cdes atingem os valores normais de animais
adultos por volta dos 2 a 3 meses de vida, justificando a auséncia de diferencas
entre o GF e os demais grupos etarios no presente estudo. Lowseth et al. (1990)
também ndo encontraram alterac@es significativas nos parametros hematoldgicos de
cées beagle entre 3 e 14 anos, corroborando a auséncia de diferengas 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
concentragcdo de hemoglobina em caes beagle com idade inferior a um ano,
comparado a caes com idade superior a nove e de Strasser et al. (1993), que
relataram que cées jovens apresentaram diminuicdo da hemoglobina e hematdcrito
comparado com caes 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 avaliacao basal havia marcado efeito da idade

nos parametros hematoldgicos avaliados, mas com o avanco cronoldgico, os valores
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do grupo de animais desmamados foi se aproximando aos do grupo de cées velhos
e aos valores de referéncia para a espécie. A avaliacdo hematoldgica dos caes
idosos permaneceu relativamente estavel e dentro da faixa de referéncia durante
todo o experimento. Conforme discutido por estes autores, menores concentracoes
de hemacias e hemoglobina sdo comuns em caes jovens porgue a hemacia tem vida
mais curta em cées jovens e hemacias jovens contém menos hemoglobina que
hemacias velhas.

O maior namero de linfécitos e menor de eosinéfilos no GF ja havia sido
demonstrado por Jain (1993), que também descreveu que cées filhotes tém maior
contagem de linfocitos e que estes decrescem com o avancar da idade, ocorrendo o
oposto com os eosinofilos. Esta maior contagem de linfécitos no GF incluiu maiores
quantidades das subpopulagdes CD5*, CD4" e CD21". Blount, Pritchard e Heaton
(2005), comparando caes de dois anos, quatro anos, seis anos e 10 anos, ja haviam
observado que 0s animais mais jovens apresentam maior numero de células,
considerando todas as subpopulacfes avaliadas, em comparacdo aos demais
grupos. No presente estudo, no entanto, linfécitos CD8" foram semelhantes entre
grupos etarios e apenas o GA apresentou menos linfocitos CD4+ que o GF. Aqueles
autores também observaram, a semelhanca do presente estudo, que a propor¢cao
relativa de linfécitos CD5+ foi menor nos animais mais jovens. O GF, no presente
estudo também apresentou menor proporcdo de linfécitos CD21+, apesar de sua
concentracdo absoluta ter diminuido linearmente do dia 45 ao dia 300.

Em estudo longitudinal recentemente publicado por Villaescusa et al. (2012),
foram avaliadas as populacdes linfocitérias de filhotes de cdes beagle entre sete e
15 meses de idade, tendo como grupo controle cées adultos com idade inicial de 4,7
anos. Estes pesquisadores observaram durante este periodo de vida dos filhotes
diminuicdo na contagem absoluta de linfécitos totais, linfocitos T CD3+, CD4+ e
CD21+ e reducédo significativa da porcentagem de células CD4+ e na relagdo
CD4+:CD8+ e aumento na porcentagem de células CD8+. Verificaram que embora
estas populacgdes linfocitarias tenham sido diferentes entre os cdes com sete meses
e 4,7 anos, ou seja, no inicio do estudo, diferencas nédo foram observadas quando os
caes alcancaram os 15 meses de idade. No presente estudo, dos 45 dias aos 300

dias de vida, verificou-se também reducdo em linfécitos CD21+ e na relagéo
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CD4+:CD8+, mas, de maneira contraria, aumentos nas contagens de linfocitos
CD5+, CD4+ e CD8+. Estas diferencas de resultados podem ser decorrentes do fato
dos cdes no presente estudo serem mais novos que 0s compardados por
Villaescusa et al. (2012) — e animais mais novos apresentarem maior namero de
linfocitos (JAIN, 1993; SCHULTZE, 2010) — e pelos animais terem recebido estimulo
antigénico por meio de vacina nos dias 45, 66, 87 e 105. Sabe-se que apos a
diferenciacdo primaria no timo e medula éssea, os linfécitos passam por maturagao
funcional em sangue periférico. Esta maturacdo é influenciada diretamente pelos
encontros com diferentes antigenos ambientais, ocorrendo desde 0 nascimento e
pode se refletir em mudancas na distribuicdo das populacdes linfcitarias no inicio
da vida (deVries et al., 2000). Neste sentido, com a vacinacdo é esperada inducao
da memoria imunoldgica pelo desenvolvimento de células B ou T de memoria para
se obter imunizacao contra antigenos especificos por periodo prolongado (TIZZARD,
2004).

Estudo anterior de nosso grupo de pesquisa (Gomes et al., 2011) verificou
reducdo nas contagens de linfocitos CD5+, CD8+, CD21+ e manutencédo nas de
CD4+ em cées idosos (10+0,02) em relacdo a adultos (4+0,01), divergindo do
verificado na presente pesquisa. Outros estudos também demonstram baixas
contagens de linfocitos em cées idosos (STRASSER et al., 2000; GREELEY et al.,
2001; REIS et al, 2005), apontando este declinio como caracteristica do
envelhecimento do sistema imune. O decréscimo observado nos linfécitos é
atribuido a diminuicdo nas células CD5+ que, por sua vez, se deve principalmente a
perda de células CD4+, embora linfécitos B e CD8+ também se reduzam, porém em
ritmo mais lento (BLOUNT; PRITCHARD; HEATON, 2005). No entanto, dados
conflitantes estdo disponiveis na literatura, como Heaton et al., (2002) que ao
avaliarem populacdo de 122 labradores (idades entre seis meses e 14 anos)
observaram aumento no namero de células CD3+ e CD8+, apesar de também terem
verificado reducdo no de células CD4+ e na relacdo CD4+:CD8+. Assim, tanto a
manutencdo das contagens de CD5+ como o0 aumento tanto absoluto como
proporcional de CD4+ verificados no presente estudo no GV em relagcdo ao GA néao
encontram semelhanca a estudos anteriormente publicados. Fica dificil se

estabelecerem hipéteses ou explicacdes para estas diferencas, que podem inclusive
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ser decorrentes de caracteristicas do grupo de cades velhos aqui empregados. Na
avaliacdo da resposta de hipersensibilidade cutanea tardia, apos 48h de aplicacéo
da vacina o GV passou a apresentar papula de menor espessura em comparagao ao
GF. Esta diminuicdo da resposta de hipersensibilidade em cées velhos é também
apontada na revisao feita por Day (2010). Este descreve que embora a proliferacao
in vitro de células T e a resposta in vivo ao teste de hipersensibilidade cutanea tardia
diminuam com a idade no cao, € possivel que a capacidade de produzir resposta
imunitaria humoral primaria a um novo antigeno permaneca inalterada. Segundo
Labres (2009), a reacdo cutanea de hipersensibilidade tardia € a resposta
inflamatoria caracterizada por infiltrado de células mononucleares, constituidos
especialmente por linfécitos T de memoria, que, em presenca de antigenos
especificos, liberam citocinas recrutadoras de macrofagos. A resposta medida
consiste em resposta inflamatoria local mediada por linfécitos CD4+ que penetram
no sitio da injecdo do antigeno, reconhecem os complexos de peptideos e o
Complexo de Histocompatibilidade Principal da classe-Il (MGC-Il) nas células
apresentadoras de antigenos e liberam mediadores inflamatérios que aumentam a
permeabilidade vascular local, propiciando a formacdo de edema, medido com o
auxilio de cutimetro ou micrometro.

Estudos em seres humanos e ratos apontam haver aumento em uma das
classes de linfocitos CD4+, os chamados linfécitos T CD4+ reguladores (Treg, com
marcacdo CD4+CD25+) em individuos velhos (GREGG et al, 2005;
TRZONKOWSKI et al., 2006; SIMONE; ZICCA; SAVERINO, 2008; YAN et al., 2010).
Linfocitos T CD4+ reguladores sdo reconhecidos como importantes mediadores na
regulacdo da resposta imune periférica e por desempenhar papel no controle de
respostas auto-imunes e de agentes patogénicos especificos (GREGG et al., 2005),
desempenhando papel crucial na manutencao da tolerancia periférica (PINHEIRO et
al.,, 2011). Apesar de limitar os danos colaterais na resposta imune contra certos
microrganimos, células Treg também tém sido implicadas na patogenia de varias
doencas infecciosas - quer promovendo a persisténcia do patdgeno através da
inibicdo de resposta efetoras anti-microrganismos ou atuando como reservatorio
celular do patégeno. Estes mecanismos patologicos foram demonstradados em

roedores e mamiferos superiores (PINHEIRO et al., 2010). Apesar desta subclasse
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nao ter sido investigada no presente estudo, 0 seu aumento pode ser uma hipétese
gue justificaria a menor resposta a antigeno vacinal observada no GV.

Em relacdo a andlise histolégica da mucosa do TGl os cdes do GF e GA
apresentaram-se dentro do padrao de histologia. No entanto, o GV apresentou ao
exame histolégico alteracbes compativeis com gastrite, enterite e colite, além da
presenca de Helicobacter spp. na mucosa do estdmago. E importante se ressaltar
gue todos os cdes empregados eram clinicamente saudaveis e ndo apresentavam
nenhuma alteracdo ao exame fisico do sistema digestorio, consumo de alimentos e
producdo e qualidade das fezes e em seus historicos de saude ndo constava
nenhuma doenca anterior no TGI.

Dentre os parametros avaliados no presente estudo, o GV nao apresentou
alteracdo na microbiota fecal em relacdo ao GA que pudesse explicar este aumento
de inflamacdo no TGIl. No entanto, o0 GV apresentou menores concentracdes de
acido butirico e tendéncia a reducédo de acetato, propionato, AGV totais e aumento
nas concentragcdes de alguns derivados da fermentacdo de proteinas como o
isovalerato e alguns indois. Algumas aminas biogénicas, como putrescina,
cadaverina e triptamina também apresentaram tendéncia a redugcdo no GV. Dentre
estes compostos, o acido butirico tem sido estudado pelo seu importante papel na
nutricdo da mucosa do colon e na prevencao do cancer de célon, por promover a
diferenciacao celular, controlar o ciclo celular e apoptose de colondcitos alterados;
inibir a enzima histona desacetilase e diminuir a transformacéo de &cidos biliares
primarios a secundarios, como resultado da acidificagdo do célon. Os acidos biliares
secundarios 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 fermentacdo estudados, muito pouca informacdo existe publicada.
Deste modo, é possivel que as alteracbes no perfil de produtos de fermentacéo
intestinal do GV estejam relacionadas as alteragbes histologicas verificadas,
podendo estas alteragbes ser consequéntes ou desencadeantes das alteracdes
inflamatodrias e estruturais verificadas ao exame histologico.

Infelizmente ndo foram verificados outros estudos que tenham comparado a
histologia da mucosa do TGI de cades saudaveis de diferentes idades para se

comparar os resultados da presente pesquisa. No contexto de imunosenescéncia e
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inflammageing, estas alteracbes na mucosa intestinal dos cdes do GV,
especialmente relacionadas ao maior recrutamento de células inflamatérias e
imunes, parecem ser relevantes. Suas implicagdes no contexto das alteracdes do
sistema imune que ocorrem nesta faixa etaria merecem investigacdo e,
especialmente, como a dieta poderia interferir neste processo, seja alterando a
composicao da microbiota intestinal ou os produtos de fermentacdo formados de
modo a favorecer tanto a melhor estrutura histolégica da mucosa do TGl como da

resposta imune e inflamatéria dos animais.
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7. CONCLUSOES

- Na presente pesquisa foi possivel se verificar importantes diferencas na
composicado da microbiota fecal, produtos de fermentacdo nas fezes, parametros
imunologicos e caracteristicas histologicas da mucosa intestinal de caes de

diferentes grupos etarios.

- As diferencas imunes verificadas entre 0s grupos etarios estiveram, em sua
maior parte, de acordo com o descrito na literatura cientifica. No entanto, apesar de
algumas alteracfes do GV estarem de acordo com outros autores, como reducéo da
resposta de hipersensibilidade cutanea tardia, outras como a manutencdo do
namero de células CD5+, CD8+, CD21+ e o aumento de linfocitos CD4+ estdo em
contradicdo ao descrito na maioria dos artigos, o que nao pdde ser explicado e pode

ser particular aos cdes empregados neste estudo.

- Os caes do GV apresentam importantes alteracdes a histologia da mucosa
do TGI, compativeis com gastrite, enterite e colite. As alteracbes verificadas nas
concentragcdes de produtos de fermentacdo, com reducéo da atividade sacarolitica e
aumento da proteolitica, acompanhada por tendéncia a reducdo de algumas aminas
biogénicas nas fezes do GV podem estar relacionadas a este aumento da
inflamag&o na mucosa do TGI.

- As alteracbes observadas para 0 animais considerados geriatricos séo
importantes de serem levadas em conta no momento da formulagdo de alimentos,
de forma a selecionar ingrediente ou composi¢bes nutricionais que possam
minimizar ou prevenir a ocorréncia ou ainda aliviar os sintomas decorrentes de tais

alteracoes.
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Apéndice C. Numero de fragmentos coletados por regido do trato gastrintestinal e
adequacdo dos mesmos ao exame histolégico da mucosa de caes de

diferentes idades.

Item Filhotes Adultos Velhos
ESTOMAGO
N°. de fragmentos 42 28 44
Qualidade dos fragmentos®
Grau 0 0% 22% 0%
Grau 1l 0% 78% 7%
Grau 2 100% 0% 93%
DUODENO
N°. de fragmentos 82 69 89
Qualidade dos fragmentos®
Grau 0 0% 100% 0%
Grau 1 17% 0% 0%
Grau 2 83% 0% 100%
iLEO
N°. de fragmentos 25 16 17
Qualidade dos fragmentos®
Grau 0 0% 31% 0%
Grau 1 52% 69% 35%
Grau 2 48% 0% 65%
COLON
N°. de fragmentos 87 66 84
Qualidade dos fragmentos®
Grau 0 0% 0% 0%
Grau 1 0% 100% 0%
Grau 2 100% 0% 100%
VALVULA [LEO-CECAL
N°. de fragmentos 8 6 12
Qualidade dos fragmentos®
Grau 0 0% 17% 0%
Grau 1 38% 83% 25%
Grau 2 62% 0% 75%
TGI
N°. de fragmentos 244 185 246
Qualidade dos fragmentos®
Grau 0 0 43,8% 0
Grau 1l 12,3% 56,2% 4,9%
Grau 2 87,7% 0 95,1%

! Grau de qualidade dos fragmentos expresso em porcentagem do total de fragmentos coletados,
sendo: 0 = inapropriado para analise; 1 = adequado com artefatos; 2 = adequado para andlise.
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Apéndice D. Andlise histolégica da mucosa de estbmago de cées de diferentes

idades. Valores expressos como mediana (minimo-maximo).

Item Filhotes Adultos Velhos P

Superficie epitelial 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) >0,05
Glandulas 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
Linfécitos intraepiteliais 0(0-0)° 0 (0-0)° 0(0-1)>° 0,018
Linfécitos e plasmécitos 0(0-0)° 0(0-0)° 1(0-1)? 0,001
Eosindfilos 0(0-0) 0(0-0) 0(0-1) >0,05
Neutroéfilos 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

2P medianas na linha sem uma letra em comum diferem pelo teste de Kruskal-Wallis

(P<0,05).

Apéndice E. Analise histologica da mucosa de duodeno de cédes de diferentes

idades. Valores expressos como mediana (minimo-maximo).

Item Filhotes Adultos Velhos P

Relacao 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
Superficie epitelial 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) >0,05
Distensao 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
Dilatac&o de linfaticos 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) >0,05
Fibrose 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) >0,05
Linfécitos intraepiteliais 0(0-1)° 0(0-1)° 1(0-1)? 0,012
Linfécitos e plasmacitos 0(0-1)° 0(0-1)° 1(0-1)° 0,01
Eosindfilos 0(0-0) 0(0-0) 0(0-1) >0,05
Neutréfilos 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) >0,05
Ooutro 0 (0 - 0) 0(0-0) 0(0-2) >0,05

2P medianas na linha sem uma letra em comum diferem pelo teste de Kruskal-Wallis

(P<0,05).
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Apéndice F. Andlise histolégica da mucosa de ileo de cdes de diferentes idades.
Valores expressos como mediana (minimo-maximo).

Item Filhotes Adultos Velhos P

Relac&o 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
Alteragdo superficie epitelial 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) >0,05
Distenséao 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
Dilatac&o linfocito 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) >0,05
Fibrose 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) >0,05
Linfécitos intraepiteliais 0(0-0)° 0(0-0)° 1 (0-1)? 0,009
Linfocitos e plasmécitos 0(0-1)° 0(0-1)° 1(0-1)? 0,01
Eosindfilos 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) >0,05
Neutroéfilos 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) >0,05
Outro 0(0-0) 0(0-0) 0(0-2) >0,05

2P medianas na linha sem uma letra em comum diferem pelo teste de Kruskal-Wallis
(P<0,05).

Apéndice G. Andlise histologica da mucosa de colon de cées de diferentes idades.
Valores expressos como mediana (minimo-maximo).

Item Filhotes Adultos Velhos P

Superficie 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
Dilatagao/distorgao criptas 0(0-0) 0(0-0) 0(0-1) >0,05
Reducéo 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
Linfécitos intraepiteliais 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) >0,05
Linfécitos e plasmacitos 0(0-1)° 0(0-0)° 0(0-2)? 0,029
Eosinofilos 0(0-0) 0(0-0) 0(0-1) >0,05
Neutroéfilos 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) >0,05
Outro 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) >0,05

2P medianas na linha sem uma letra em comum diferem pelo teste de Kruskal-Wallis
(P<0,05).
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Apéndice H. Analise histolégica da mucosa da valvula ileo-cecal de cées de
diferentes idades. Valores expressos como mediana (minimo-maximo).

Item Filhotes Adultos Velhos P

Superficie 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
Dilatacao/distor¢éo criptas 0(0-0) 0(0-0) 0(0-1) >0,05
Reducéo 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
Linfocitos intraepiteliais 0(0-0) 0(0-0) 1(0-0) >0,05
Linfocitos e plasmécitos 0(0-1) 0(0-0) 0(0-2) >0,05
Eosinofilos 0(0-0) 0(0-0) 0(0-1) >0,05
Neutroéfilos 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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