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Resumo

MARTINS, R.R. Hemograma, proteinograma e enzima gama glutamiltransferase
em caes neonatos, do 3° ao 45° dia de vida, sob a acdo da idade e da
suplementacdo com luteina. 2005. 71p. Dissertacdo de Mestrado em Medicina

Veterinaria (area de Clinica Veterinaria) — Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Universidade Estadual Paulista, Botucatu.

RESUMO

No nascimento, 0os cdes estdo extremamente susceptiveis as doencas infecciosas.
Esta vulnerabilidade podera elevar a taxa de mortalidade. Deste modo, um aumento
da resposta imunologica, nesta fase, seria conveniente a fim de tornar estes animais
mais resistentes. O objetivo deste trabalho foi estabelecer valores de referéncia para
0 hemograma e proteinograma, de dois grupos experimentais de caes neonatos
SRD. Os animais foram avaliados semanalmente, do 3° até seu 45° dia de vida. O
grupo que nao recebeu nenhum tipo de tratamento foi considerado controle, sendo o
outro grupo, submetido ao tratamento com luteina (um carotendide de acéo
imunomoduladora). A suplementacéo foi realizada diariamente com 2 mL de solucao
contendo 20 mg de luteina, por via oral, do 3° até o 38° dia de idade. Os dois grupos
foram avaliados pela influéncia da idade, ingestdo de colostro e sob o efeito da acao
imunomoduladora da substancia utilizada. Ocorreram alteragdes no eritrograma dos
animais do grupo controle e luteina. A idade promoveu uma diminui¢do dos valores
do eritrograma dos momentos M2 ao M5, apdés o qual, os valores voltaram a subir. O
VCM persistiu em queda até o M7, pois as hemacias diminuem de tamanho ao longo
do tempo. No leucograma, os leucdécitos totais e os neutrofilos aumentaram seus
valores com o passar da idade. A concentracdo sérica das proteinas totais e da
fracdo gama-globulina diminuiram ap6s o 3° dia, em fun¢do do catabolismo das
imunoglobulinas, provenientes do consumo do colostro. Ja a suplementacdo com
luteina influenciou apenas, o numero total de hemacias e a contagem total de
neutroéfilos e mondcitos. As proteinas séricas e o proteinograma nao foram afetados
pela suplementacdo com luteina. Confirmou-se também com esse trabalho, que a
enzima hepatica GGT pode ser utilizada como um indicador da ingestao do colostro

para caes neonatos.

Palavras-chave: Hemograma, neonatos, caes, proteinograma, luteina.



Abstract

MARTINS, R.R. Hemogram, proteinogram and gama-glutamyl transferase in
neonate dogs, from 39 to 45" day of life under the effect of age and lutein
suplementation. 2005. 71p. Dissertation - MSc in Veterinary Medicine — Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Estadual Paulista, Botucatu.

ABSTRACT

Dogs are extremely vulnerable to infectious diseases at birth. This vulnerability can
elevate the mortality rate among newborns. Thereby, an increase on immunologic
response at this stage would be much convenient in order to make them more
resistant. The aim of this work was to establish the reference values for the blood
cells count, and the electrophoresis of two experimental mixed dog groups with
newborn puppies, from their third to forty-fifth day of life. The weekly evaluation was
made in a period of seven weeks. Between these groups, the one that did not receive
any kind of treatment was considered the control group, while the other one was
submitted to a lutein treatment (that is, a carotenoid of immunoregulating action). The
supplementation was gives orally at a dose of 2ml of solution containing 20mg of
lutein each day, from the third to the thirty-eighth day of life. Both groups were
evaluated by their age, colostrum ingestion influence, and effect over the
immunoregulating action of the used substance. Alterations occurred on the
erythrogram of both groups. The aging resulted in a decrease of the values of this
erythrogram from the second week to the fifth week, after which the values analised
again. The MCV kept falling till the seventh week, since the erythrocytes get smaller
along the time. In the white blood cells count the total leukocytes and the neutrophils
increased their values as aging occurred. The serum concentration of the total
proteins and the gamma-globulin fraction decreased after the third day due to the
immunoglobulins catabolism, which have come from the colostrum ingestion. The
lutein supplementation presented an influence only over the total number of the red
blood cells and the total neutrophils and monocytes count. The total serum proteins
and the electrophoresis were not affected by the lutein supplementation. In this work
it was also confirmed that the GGT hepatic enzyme could be utilized as an indicator
of the colostrum ingestion by the newborn dogs.

Key words: Blood cells count, newborn, dogs, proteinogram, lutein.
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Introducdo 12

1 INTRODUCAO

O Interesse por animais de companhia tem crescido atualmente e, apesar
de, hoje, haver uma grande variedade de espécies consideradas como animais de
estimacdo, o cao continua sendo o preferido. Os proprietarios criam uma intensa
relacéo de afetividade com esses animais, que, no mais das vezes, sédo tidos como
integrantes da familia. Além do valor sentimental, o comércio de cées de raca e de
linhagens nobres, com alto valor econdmico, tornou esse mercado ainda mais
atrativo.

Considera-se neonato aquele filhote que ainda depende de sua mée, para
sobreviver; alimentar-se, aquecer-se, defecar, urinar etc. Esse periodo leva,
aproximadamente 30 dias e, nele, todos os sistemas do animal (termorregulador,
neurolégico, renal, enddcrino, 6steo-muscular, digestério e principalmente hepético)
estdo em processo de amadurecimento anatémico e fisiolégico (HOSKINS, 2001).

O momento do nascimento é critico, pelo fato de esses animais deixarem
um local totalmente estéril (0 Utero) e serem langcados a um meio repleto de agentes
patogénicos encontrados nas proprias condicbes ambientais, sendo esses
expostos, pela primeira vez, a antigenos. O risco se deve a baixa concentracdo de
anticorpos, ocasionando uma incidéncia significativa de mortalidade entre os
neonatos, razao por que evita-la, se faz necessario que 0s animais consigam
controlar as invasbes de patdgenos num curto espaco de tempo. Neonatos de
espécies domésticas nascem com o0 sistema imunologico quase maduro, porém
subdesenvolvido. Apesar dessa imaturidade, os cdes com menos de 3 semanas de

vida conseguem ter uma resposta humoral tdo rapida quanto os animais adultos,
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porém a magnitude dessa resposta € menor em neonatos (SHIFRINE et al., 1971;
LEWIS et al., 1973; BANKS, 1982; SELLON et al., 1996; TIZARD, 2000).

O sistema imune do cédo s6 estara completamente desenvolvido por volta
de 6 a 8 semanas de vida e apresenta dois componentes principais: o0 inato e o
adaptativo (TIZARD, 2000; HOSKINS, 2001).

O inato é chamado de inespecifico, por agir como a primeira linha de
defesa frente a agentes invasores. Fazem parte desse sistema as barreiras fisicas e
bioguimicas dos epitélios e das mucosas, células fagocitarias (polimorfonucleares,
mondocitos e macréfagos) e as “natural killer” (NK) e constituintes protéicos
sanguineos, como 0s componentes do sistema complemento e as citocinas
(interferons e interleucinas) (BANKS, 1982, TIZARD, 2000).

O sistema imunologico adaptativo, conhecido também como especifico,
envolve a participacdo dos linfécitos, que sdo as células responsaveis por
reconhecer antigenos e montar a resposta de defesa, como producao de anticorpos
e a destruicdo de células anormais. Os linfocitos tém duas populacdes principais,
gue se diferenciam durante a vida fetal, no figado, baco e medula 6ssea; e, apds o
nascimento do animal, continuardo sendo produzidos nos orgaos linféides (timo,
linfonodos e bago) e medula 6ssea (JAIN, 1986). Basicamente, ha uma divisdo dos
linfécitos, sendo que os linfocitos B comp&em a chamada imunidade humoral, que é
mediada por anticorpos. Ja os linfécitos T caracterizam uma resposta imunologica
mediada por células, é a imunidade celular (TIZARD, 2000).

A necessidade de pesquisas sobre recém-nascidos caninos se deve a
escassez de referéncias sobre esse assunto na literatura. O hemograma & um

importante elemento de diagnéstico, que reflete o estado de salude do animal no

momento da coleta. Ele permite avaliar se ha capacidade de resposta de defesa do
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organismo em frente de alguma ameaca. Além disso, existem grandes alteraces
durante o desenvolvimento do animal que sdo pouco conhecidas e interferem
diretamente na avaliacéo clinica (HOSKINS, 2001).

O proteinograma tem significativo valor na clinica, uma vez que as
proteinas estdo envolvidas em varios processos vitais. O método de eletroforese
fraciona as proteinas séricas. A atividade do anticorpo esta presente, em sua maior
parte, na fracdo das g-globulinas e representa uma maneira efetiva de determinar se
o animal absorveu ou n&o o colostro (JAIN, 1986).

A enzima gama glutamiltransferase (GGT) é uma indicadora da falha de
transferéncia de imunidade passiva. Animais que mamam o colostro apresentam
uma alta atividade dessa enzima (MEYERet al., 1992).

Para que todos esses exames sejam bem utilizados, € necessario que se
conhecam as variacoes fisiolégicas de cada espécie, principalmente no animal em
desenvolvimento. Por outro lado, a utlizagdo de produtos imunoestimuladores
permite esclarecer a acdo dessas substancias no sistema imunolégico, na tentativa
de proporcionarem melhores condicGes de defesa dos filhotes diante de possiveis
estimulos antigénicos durante esse periodo inicial de sua vida. A substancia
utilizada no presente trabalho foi a luteina. Seu mecanismo de a¢c&ao ocorre por suas
propriedades antioxidantes e neutralizantes sobre os radicais livres, que s&o
espécies de oxigénio reativo resultantes do curso normal do metabolismo celular e
gue podem causar danos ao sistema imunoldgico, ocasionando imunossupressao.
Os antioxidantes tém como funcdo basica estabilizar os radicais livres de alta
reatividade e, dessa forma, manter a integridade estrutural e funcional das células

(CHEW, 1996).
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O objetivo deste trabalho foi, portanto, ndo apenas avaliar a influéncia da
idade, mas também a suplementacdo oral com Iuteina no hemograma,
proteinograma e na atividade sérica da enzima gama glutamiltransferase, em cées

neonatos.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Influéncia na faixa etéaria

2.1.1 Eritrograma

Em recém-nascidos, ocorrem alteracdes hematologicas significativas
durante o desenvolvimento. Isso, porque, logo apdés o0 nascimento, certas
particularidades inerentes ao periodo fetal ainda estdo presentes por algum tempo,
como, por exemplo, a grande quantidade de eritrécitos nucleados. Tiedmann (1977)
descreveu, em gatos, que essas ceélulas correspondem a eritroblastos primitivos. O
ndamero de hemacias nucleadas diminui com o nascimento, todavia essas ainda
estdo presentes durante o primeiro més de vida. Além disso, os eritrécitos fetais sédo
relativamente grandes, o que faz com que, no nascimento, o VCM seja elevado, por
volta de 95 a 100 fl (JAIN, 1993).

Ha uma rapida substituicdo desses eritrocitos fetais por células de menor
tamanho e, com isso, 0 VCM se reduzira, chegando a valores semelhantes aos de
referéncia para cées adultos (60 a 78 fl), por volta de 2 a 3 meses de idade. Devido
a rapida troca dos eritrocitos fetais e a grande necessidade de compensar o
crescimento, ha um aumento da atividade eritropoiética, resultando em mais
reticuldcitos, cujo namero, para adultos normais, € comumente menor que 2%. Ja
Nnos neonatos, esta proximo dos 7%, podendo alcancar os 10% até os dois primeiros
meses de vida (FELDMAN, 2000).

O CHCM sofre uma pequena variagdo com a idade (JAIN, 1993).

O hematécrito e a hemoglobina encontram-se préximos dos valores

normais no nascimento, porém declinam rapidamente, em especial na primeira
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semana de vida. Essa queda dos valores hematologicos, denominada “anemia
fisiologica”, que acontece em diversas espécies, € atribuida a rapida expansdo no
volume plasmatico, advindo do consumo do colostro, do aumento da destrui¢cdo dos
eritrocitos fetais, bem como do rapido crescimento do filhote e inadequado
suprimento de ferro, que € necessario para a sintese da hemoglobina. A deficiéncia
de ferro decorre da baixa quantidade existente em sua Unica fonte de alimento, o

leite materno (JAIN, 1986).

2.1.2 Leucograma

As contagens totais e diferenciais de leucdcitos sdo usadas para avaliar o
estado geral de saude de cédes; e, embora raramente levem, sozinhas, a um
diagnéstico, seus numeros e morfologia fornecem indicios da presenca ou auséncia
de enfermidades basicas (HOSKINS, 2001).

No entanto, mesmo sendo tdo importantes, existem poucas pesquisas
sobre os valores de referéncia do leucograma em neonatos caninos. Quando o
animal nasce, os valores dos leucécitos totais e, também, do diferencial estdo um
pouco acima dos valores ce referéncia para cdes adultos. A contagem total de
leucdcitos diminui durante a lactacdo. Entretanto devera retornar aos valores de
base, até que o filhote seja desmamado (FELDMAN, 2000).

Em um estudo realizado com cées de zero a trés dias de vida, a contagem
de neutrofilos bastonetes estava acima dos limites do adulto, indicando um desvio a
esquerda. Ocasionalmente, metamieldcitos neutréfilos sdo vistos durante esse
periodo, sem nenhuma evidéncia de doenca. Os bastonetes diminuem para os

valores normais, com sete a 10 dias de vida. A contagem de linfécitos €
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significantemente alta em caes jovens (HOSKINS, 2001). Toman et al. (2002)
descreveram uma predominancia de linfocitos em relagcdo aos neutréfilos, na

primeira semana de vida de cdes da mesma raga.

2.1.3 Proteinograma

As proteinas sdo constituintes essenciais para todas as células do
organismo, correspondendo a cerca de 18% do peso corporal dos animais, e, em
sua maior parte, sintetizadas pelo figado. Constituem um grupo de moléculas
heterogéneas que atuam na formacéo das estruturas das células, na manutencéo da
pressdo coléido-osmoética, na catalizacdo de reacbes bioquimicas (enzimas),
regulacdo (hormonios), coagulacdo e defesa humoral (anticorpos). Idade e nutricdo
séo fatores de grande importancia, que influenciam, diretamente, a quantidade de
proteinas plasmaticas totais (KANEKO, 1997).

Durante a vida fetal, a concentracdo de proteinas € muito reduzida, devido
as minimas quantidades de imunoglobulinas e albumina. Esses baixos niveis de
proteinas se devem a dois principais fatores. O primeiro esta relacionado a
imaturidade hepatica, que ainda ndo desenvolve toda a sua capacidade de sintese.
O segundo motivo € a transferéncia da imunidade da mée para o feto, que ocorre de
acordo com a estrutura da placenta. Cadelas possuem uma placenta do tipo
endoteliocorial, mediante a qual, o epitélio coribnico esta em contato com o endotélio
dos capilares maternais. Nesse caso, somente uma pequena quantidade de
anticorpos sera transferida, passivamente, aos neonatos, via transplacentaria (5,0 a
10,0%), sendo que o restante (90,0 a 95,0%) devera ser adquirido por via colostral

(GILLETE & FILKINS, 1966; CHAPPUIS, 1998; TIZARD, 2000). Com a ingestéo e
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absorcdo do colostro, ocorre um rapido aumento nas imunoglobulinas
(imunoglobulinas maternais) e uma queda na concentracdo da albumina sérica,
provavelmente decorrente da hemodiluicdo (BOYD, 1989).

O colostro representa o acumulo de secrecdes da glandula mamaria ao
longo das ultimas semanas de gestacdo, que proporciona protecao imediata por
meio de anticorpos transferidos passivamente nas primeiras 48 horas de vida, sendo
sua ingestado fundamental para a sobrevivéncia do filhote. A atividade proteolitica do
trato digestivo de animais bem jovens € baixa e, além disso, é minimizada pela
presenca de inibidores da tripsina no colostro. Dessa forma, as proteinas colostrais
alcancam o intestino delgado, particularmente o ileo, onde sdo absorvidas por
pinocitose e ativamente transportadas pelas células epiteliais; e destas irdo para 0s
capilares intestinais, ganhando a circulacdo sistémica (SIMPSON-MORGAN &
SMEATON, 1972). O tempo de permeabilidade do intestino as proteinas varia pouco
entre espécies e por classe de imunoglobulinas. Brambell, apud Poffenbarger
(1991), mostrou que, em caes, o pico de transmissao das imunoglobulinas acontece
entre 8 e 15 horas, apds o momento do parto. Em geral, a permeabilidade é alta logo
apos o nascimento, e declina rapidamente, devido a substituicdo desses enterdcitos
por outros enterécitos que ndo possuam habilidade de pinocitose e ao
estabelecimento da flora intestinal, chegando, no maximo, a 24 horas. Por isso, é
muito importante que o filhote mame logo ao nascer. Entretanto, esses anticorpos
serdo gradualmente catabolizados, deixando o receptor novamente susceptivel a
infeccdes (TIZARD, 2000).

O colostro contém, além dos nutrientes que proporcionam o crescimento,
anticorpos (imunoglobulinas) e componentes celulares, incluindo linfocitos e células

fagocitarias (neutrofilos e macréfagos), que tém um importante papel na protecao
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precoce a doencas infecciosas (OPEDEBEECK, 1982). A imunidade transferida pelo
colostro é determinada pelos niveis de imunoglobulinas sistémicas da mae,
dependendo a quantidade de imunoglobulinas transferidas da quantidade de
colostro ingerido e do quanto ele contém de imunoglobulinas (GILLETE & FILKINS,
1966; SALMON, 1999; ROGERS, 2001). Para as espécies pluriparas, o grau de
imunidade passiva pode ser heterogéneo entre ninhadas e entre membros de uma
mesma ninhada, devido a variabilidade de absorcéo colostral (CHAPPUIS, 1998).

Com o declinio de anticorpos maternais em funcdo da substituicdo normal,
o animal rapidamente ganha imunocompeténcia e passa a produzir suas proprias
imunoglobulinas (KANEKO, 1997; JAIN, 1986). As proteinas irdo atingir os niveis de
concentracdo de adulto por volta dos seis meses a um ano de vida (JAIN, 1993).
Conforme o avanco da idade, hda um aumento geral nas proteinas totais, onde a
relacdo globulinas albumina aumenta.

A eletroforese analisa a heterogenicidade em proteinas individuais. Na
eletroforese, o0 principio da separacao das proteinas séricas € baseado na migracao
das particulas protéicas, num campo elétrico. A direcdo e a velocidade da migracéo
de particulas € baseada no tamanho e tipo de carga da proteina (positiva ou
negativa) e intensidade do campo elétrico (KANEKO, 1997). O fracionamento das
proteinas séricas, usando-se a técnica de eletroforese representa, hoje, um padrdo
de referéncia na bioquimica, sendo seu amplo uso justificado pela variedade de
alteracdes que ocorrem nas fracdes protéicas, nos varios estados fisiolégicos e nas
diversas enfermidades (HERZ & HOD, 1969; NAOUM, 1990; KANEKO, 1997).

Os resultados da eletroforese, quando devidamente interpretados, podem
ser muito Uteis no auxilio a avaliagdo clinica, pois pequenas mudancas no padrao

eletroforético podem ser consideradas diagnostico de doencas infecciosas
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especificas ou tumores, como é o caso do mieloma mudltiplo (ALENCAR FILHO,
1974; PFEIFFER et al., 1977; SAMADIEH et al. 1978; PINHEIRO et al., 1980;
YOSHIDA, 1986; KANEKO, 1997). A eletroforese, em intervalos regulares, pode ser
de grande utilidade na avaliagdo da resposta do animal a um tratamento
(OSBALDISTON, 1972). No entanto, é necessario que haja uma padronizacdo dos
valores rormais do perfil eletroforético (KEAY & DOXEY, 1982a), assim como das
mudancas que ocorrem nas diversas enfermidades em cada espécie animal
(OSBALDISTON,1972; ALENCAR FILHO, 1974) e nas diferentes faixas etarias
(DESIDERIO et al., 1979; KEAY & DOXEY, 1982b).

Em estudo feito por Chuang (2001), usando a eletroforese para analise
das proteinas séricas, comparando-se caes jovens com adultos, foi mostrado que a
banda al-globulina, em cées jovens (22,4%), € mais alta que nos adultos (14,3%).
Entretanto as bandas a2, b1, b2 e g-globulinas, em animais jovens, tém valores mais
baixos que os adultos. Caes de um dia de idade, antes de ingerir o colostro, nao
apresentavam a g-globulina. No entanto, logo apdés mamarem, a concentragédo de ¢
globulina aumentou e rapidamente diminuiu. A partir da 32 semana de vida (21 dias),
a concentracao de gglobulina comeca a aumentar lentamente, com o avanc¢o da
idade (KANEKO, 1997).

A albumina é a proteina mais abundante do soro, constitui entre 35-50%
das proteinas séricas totais. Seu papel mais importante é sua funcéo metabdlica de
se ligar e transportar outras proteinas. Praticamente, todos os constituintes do
plasma que ndo necessitam ser transportados por uma proteina especifica utilizam,

para esse fim, a albumina (KANEKO, 1997).



Revisdo de Literatura 22

A concentracdo a-globulina aumenta nos traumas e no decorrer de
estados febris. Sdo, basicamente, as proteinas de fase aguda, lipoproteinas de alta
densidade e alfa-fetoproteina (FELDMAN et al., 2000).

A concentracdo sérica de b-globulina geralmente ira aumentar durante a
gestacdo e nas doencas hepaticas. Entre os seus componentes mais importantes,
estdo os complementos (C3, C4), hemopexina, transferrina, proteina C reativa e
fibrinogénio (KANEKO, 1997).

A gglobulina, produzida pelos linfécitos e células plasmaticas, contém
anticorpos (imunoglobulinas). Séo elas as IgA, IgE, IgG e IgM. Segundo um estudo
feito por Kim (2000a), a alteracdo mais significativa encontrada com a mudanca de
idade ocorreu nas fracdes de g-globulina. Antes da ingestédo do colostro, os niveis de
g-globulina sdo extremamente baixos, ocorrendo um abrupto aumento de seus niveis
apos a ingestao do colostro, chegando ao seu pico com 24 horas de vida e sofrendo
um decréscimo logo em seguida, devido a auséncia de producdo das
imunoglobulinas pelo neonato.

O diagndstico da falha da passagem passiva de imunidade é muito
importante para os clinicos, porquanto permite a prescricdo de um tratamento

adequado para esses animais.

2.1.4 Gama Glutamiltransferase

A atividade da enzima gama glutamiltransferase é alta em bezerros que
ingerem o colostro, sendo esta proporcional a quantidade de colostro ingerida
(PERINO 1993; WESSELINK et al., 1999). Tessman et al. (1997) também sustentam

gue a GGT pode ser utilizada para a verificacdo da passagem de imunidade passiva
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para os cordeiros neonatos. Pelos resultados desses trabalhos, a GGT tem sido

considerada indicadora da absor¢cédo ou ndo de imunoglobulinas do colostro.

2.2 Influéncia da luteina

Apesar da fragilidade dos recém-nascidos, ha possibilidade de
modificacfes das condi¢cdes imunologicas diante dos estimulos antigénicos, visando
uma melhor resposta do organismo, que podera ser proporcionada pela utilizacao de
produtos imunomoduladores. A atividade imunoestimulante pode ser adquirida por
uma ampla variedade de substancias produzidas a partir de bactérias atenuadas,
carboidratos complexos, anti-helminticos, horménios timicos, vitaminas, citocinas e
virus inativados (TAURA et.al., 1995; TIZARD, 2000).

Dentre o0s imunomoduladores, a familia dos carotendides vem
apresentando excelentes perspectivas. Carotendides constituem um grupo de
pigmentos naturais, lipossoluveis, que absorvem luz e conferem coloracbes amarela,
alaranjada e/ou vermelha aos vegetais e a algumas frutas. Estdo sempre presentes
nos tecidos fotossintéticos (raizes, flores, sementes e frutos), embora mascarados
pela clorofila.

Alguns pesquisadores demonstraram que a acdo modulatéria dos
carotendides ndo era proporcionada pela atividade pro-vitamina A, mas, sim, pelo
efeito antioxidante, que desativa os radicais livres, protege a integridade da célula
contra seus efeitos deletérios e regula a funcédo imunolégica celular (BURTON &
INGOLD, 1984; BENDICH & SHAPIRO, 1986; BURTON, 1989; KRINSKY, 1989;

CANFIELD et al., 1992; JIONOUCHI et al., 1995; CHEW, 1995; CHEW et al. 1996b).
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Durante o curso normal do metabolismo celular aerdbico, exposicdo a
radiacbes ionizantes ou ingestdo de substancias quimicas, sado produzidas
continuamente algumas espécies de oxigénio reativo, como o radical anion
superoxido, peroxido de hidrogénio, radical hidréxila e o oxigénio molecular singlet.
Esses elementos, denominados radicais livres, sdo altamente instaveis, apresentam
elétrons ndo pareados ra Orbita externa e multiplicam-se rapidamente, a procura
desse pareamento. Para isso, desestabilizam outras moléculas, que necessitam
ceder seus elétrons. Essas doag¢des denominam-se, bioquimicamente, reacédo de
oxi-reducdo e, se ndo forem eliminadas, lesam as células, trazendo prejuizos ao
DNA, as proteinas, aos carboidratos e aos lipideos, além de produzir uma acéo
imunossupressora (CHEW, 1996b; PENG et al, 2000).

Embora o proprio organismo produza enzimas antioxidantes (superoxido
dismutase, catalase, glutationa peroxidase), que catalizam as reacdes e previnem 0s
efeitos das oxidacOes, essas ndo sdo suficientes para previnir a formacao de
radicais livres. Portanto, manter uma dieta com carotenoides € desejavel, uma vez
gue os antioxidantes atuam estabilizando os radicais livres altamente reativos,
mantendo, entdo, a integridade funcional e estrutural da célula (Di MASCIO et al.,
1991; CANFIELD et al., 1992; THURNHAM, 1994).

A luteina é um carotendide que ndo se converte em vitamina A, mas que
tem uma potente acdo antioxidante. E abundante na natureza, podendo ser obtida
de extratos de flores de Tagetes erecta. E o mais importante carotendide encontrado
no plasma de humanos (BURRI, 1997) e de alguns animais, como bezerros,
galinhas e ratos (CHEW, 1995).

As pesquisas com a luteina tém aumentado na ultima década e, com elas,

chegouse a importantes descobertas. Ratos alimentados com a luteina tiveram um
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aumento na phitohemaglutinina (PHA), que estimula a resposta proliferativa de
linfécitos in vitro (CHEW et al., 1996a) e aumenta a producdo de anticorpos em
resposta a antigenos dependentes de células T (JYONOUCHI et al., 1994). A
suplementacéo dietética com luteina também foi capaz de prevenir mudancas nas
subpopulacdes de linfécitos associados ao processo tumoral (CHEW & PARK,
2004).

A concentracdo plasmatica de luteina € dose-dependente. Num estudo
realizado por Chew em 1998, mostrou-se, pela primeira vez, que caes sdo capazes
de absorver a luteina vinda da dieta e transferi-la para dentro de fracdes
subcelulares, tanto de linfocitos quanto de neutrofilos circulantes. Em 2000, Kim et
al. concluiram que a concentragdo plasmética da luteina aumenta rapidamente ap6s
2 semanas de suplementacdo, sendo sua meia-vida plasmatica de,
aproximadamente, 20 horas. A dieta suplementada com luteina estimulou tanto a
resposta imune celular quanto a humoral de caes domésticos (KIM et al., 2000a),

razao por que ela € conhecida, por possuir uma atividade imune regulatéria.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Local

A pesquisa foi desenvolvida no Setor canil-maternidade do Hospital
Veterinario da FMVZ — UNESP, Botucatu e os exames realizados no Laboratorio
Clinico Veterinario “Dra Aguemi Kohayagawa” da Faculdade de Medicina Veterinaria
e Zootecnia (FMVZ) da Universidade Estadual Paulista (UNESP) - Campus

Botucatu.

3.2 Obtencéo dos filhotes

Foram utilizadas 5 cadelas adultas gestantes, sem raca definida,
clinicamente sadias, de porte médio a grande, pesando entre 15 e 25 Kg,
provenientes do Biotério Central da Unesp, Campus de Botucatu. Esses animais
foram mantidos em jaulas individuais do canil-maternidade, recebendo ragéo
comercial para filhotes®, que suplementa as necessidades das cadelas gestantes, e
agua a vontade. Duas vezes ao dia, essas cadelas realizavam passeio ao ar livre,
sempre acompanhadas e mantidas na coleira.

Antes de apresentar estro, as cadelas foram vacinadas, vermifugadas e
submetidas a exames, entre eles hemograma, urinalise, parasitolégico de fezes e
sorologia para leptospirose e brucelose, para averiguacao de sua higidez.

A confirmacédo e acompanhamento da gestacdo, assim como a previséao

do periodo mais exato do parto foi feita por meio de exame ultra-sonografico,

! Raczo Pedigree® Puppy
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realizado pelo Departamento de Reprodugcdo da FMVZ, Unesp, Campus de
Botucatu. Aproximadamente 15 dias antes da data prevista para o parto, essas
cadelas foram novamente avaliadas pelo hemograma, urinalise e parasitologico de

fezes.

3.3 Cuidados com os neonatos

Logo ao nascer, todos os filhotes foram submetidos ao exame fisico
conforme recomendado por Breasile (1978) e McCurnin & Poffenbarger (1991). Esse
exame se repetiu semanalmente, até que completassem 45 dias de vida. Quanto ao
desenvolvimento, os neonatos foram avaliados pelo ganho de peso. A pesagem foi
diaria, do 3° ao 10° dia de vida, passando a ser semanal ap0s esse periodo, até 31
dias pés-parto. Do nascimento aos 25 dias, esses filhotes tiveram a companhia de
suas respectivas maes nas caixas-maternidade. A alimentacdo foi exclusivamente
com leite materno até os 20 dias de vida; e, a partir do 21° dia de idade, iniciou-se
uma dieta pastosa com leite desnatado? e farinaceo®, fornecida trés vezes ao dia
(HOSKINS, 2001). No 20° dia de vida, os animais também receberam anti-helmintico
febendazole®, na dose de 50mg/kg, via oral, uma vez ao dia, durante 3 dias
consecutivos.

Aos 28 dias, foi introduzida, na dieta, racdo comercial para filhotes em
crescimento, misturada ao leite desnatado, que era intercalada com as mamadas. O

desmame completo ocorreu aos 35 dias de vida, quando os animais foram

2 |talac — Leite UHT desnatado. IndGstria de L aticineos L tda. — Corumbaiba, GO.
3 Farinha L actea Nestlé — Fabrica de Laticinios— Sdo José do Rio Preto, SP.
4 Panacur®comprimidos— Hoechst Roussel Vet.
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separados de suas maes, passando a receber apenas racdo comercial para filhotes

em crescimento, oferecida quatro vezes ao dia.

3.4 Delineamento experimental

Os animais selecionados para esse experimento foram submetidos aos
mesmos cuidados de acomodacao e condi¢cdes de manejo. Foram utilizados 20 caes
recém-nascidos, sendo, desses, 10 machos e 10 fémeas, sem raca definida,
provenientes de 5 cadelas diferentes, e divididos em grupos, aleatoriamente. Todas
as cadelas tiveram filhotes nos dois grupos. Os neonatos foram identificados por um
bracelete de esparadrapo fixado na regido do pulso do animal.

Logo apOs o nascimento, em seguida, ao primeiro exame fisico, os
neonatos foram identificados por nimero e grupo, com um bracelete confeccionado
de esparadrapo. No 3° dia de vida, foi realizada uma coleta de sangue dos dois
grupos de animais. Ap0s a primeira coleta, as seguintes foram realizadas
semanalmente e sempre pela manhd. As avaliagbes foram realizadas em 7
momentos - M1 (3°dia), M2 (10°dia), M3 (17°dia), M4 (24°dia), M5 (31°dia), M6

(38°dia), M7 (45°dia) que foram iguais para todos 0s grupos a seguir:

Grupo Controle (GC)

O primeiro grupo foi composto por 10 animais, sendo 5 fémeas e 5

machos, que nao receberam nenhum tipo de tratamento.



Materiais & Métodos 29

Grupo Luteina (GL)

O segundo grupo, também com 10 animais, entre eles 5 machos e 5
fémeas, recebeu 2 mL de solucdo oleosa, contendo 20 mg de luteina, administrada
com uma seringa, por via oral, diariamente, no mesmo horario (pela manha), do 3°
até o 38° dia de vida, para detectar algum possivel efeito da suspensdo da

administragéo do imundgeno, nos exames realizados.

A luteina® encontrava-se na concentracédo de 1g/100mL de 6leo de milho,

acondicionado em frasco ambar, em temperatura ambiente.

FIGURA 1 - Frascos ambar contendo 1 g de luteina diluido
em 100 mL de oleo de milho.

® Pharma Nostra Comercial Ltda— Farmécia de Manipulacso - Rio de Janeiro, RJ.
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3.5 Colheita das amostras

As amostras de sangue foram colhidas por venipuncao da jugular, com
agulha 25x7 e seringas plasticas descartaveis, apos tricotomia e antissepsia do local
com alcool iodado. Para o hemograma, foi coletado um volume aproximado de 0.5ml
em seringas de 1mL, umedecidas com anticoagulante EDTA a 10%. Logo apés a
coleta, as amostras foram encaminhadas ao Laboratorio Clinico Veterinario para a
realizacdo das andlises. Para os exames bioquimicos, foram coletados 2 mL de
sangue, colocados em um tubo, com gel ativador®, deixando coagular. Entdo os
tubos foram centrifugados a 1500 rotagbes/minuto e o soro sobrenadante, separado
por aspiracdo. As amostras foram estocadas em tubos de eppendorf e congeladas a

-20°C, até o processamento das amostras.

FIGURA 2 — Puncéo da veia jugular de filhote

8\ acutainer®-Gel Clot Activator System — Juiz de Fora, MG
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3.6 Exames laboratoriais

3.6.1 Hemograma

A contagem total de eritrocitos e leucécitos foi realizada em contador
eletronico de células’. A dosagem de hemoglobina foi realizada pelo método
cianometahemoglobina e o volume globular, determinado por meio do método do
microhematoécrito. O volume corpuscular média e a concentracdo de hemoglobina
corpuscular média se deu por calculo dos indices hematimétricos (WINTROBE,
1929; 1932). A contagem diferencial de leucocitos foi efetuada por meio de
esfregacos sangiiineos, corados por panético®. A determinacdo das proteinas

plasmaticas totais foi realizada por meio do método de refratometria.

3.6.2 Proteinas totais séricas e fracdes

A proteina sérica total foi determinada pelo método colorimétrico mediante
reacédo de Biureto®.

A eletroforese foi realizada em gel de agarosel?, utiizando-se solucdo de
tampao veronal pH 9,5, onde a placa de gel foi embebida e colcada em uma cuba de

eletroforese, ligada a uma fonte de corrente elétrica de 100 milivolts durante 40

minutos.

’ Contador eletrénico de células®- Celm — Modelo CC 510
8 Corante Panético para Hematologia- Laborclin

°In Vitro Diagnéstica Ltda— Barbacena, MG

10 Celmgel
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A coloracdo das placas foi realizada em negro de amido 0,2% por cinco
minutos, e, em seguida, imersa em solucdo de acido acético, a 5% por mais cinco

minutos, para asua fixacdo. A leitura realizada em densitrometria*!, em 520 nm.

3.6.3 Gama Glutamiltransferase

A determinacdo da gama glutamiltransferase (GGT) foi realizada pelo
método cinético colorimétrico, mediante reacdo com a p-nitoanilina, de acordo com

as recomendacdes do kit comercial®?.

3.7 Andlise estatistica

Realizou-se o0 teste de Andlise de Variancia de Medidas Repetidas
(ANOVA), com o objetivo de se verificar a diferenca entre os momentos avaliados.
Para a avaliacdo entre os grupos, foi utilizado o Teste T de Student. Em todas as

analises o nivel de significancia utilizado foi de 5% (CURI, 1997).

1 Densitometro Celm — Modelo DS- 35
12 Gama GT — Celm — Cia. Equipadora de Laboratérios Modernos— Barueri, SP — Brasil
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4 RESULTADOS

4.1 Eritrograma

Na tabela 1, estdo apresentadas médias (figura 3) e os desvios-padrao
do numero total de hemacias/uL nas amostras de sangue periférico de cées
neonatos do 3° ao 45° dia de idade, submetidos ou ndo a terapia
imunomodulatéria. Na andlise da diferenca entre momentos do grupo controle
(GC), M1 apresentou valor maior e diferente de todos os outros momentos. M2 foi
estatisticamente igual a M3 e M4, que ndo apresentaram diferenca estatistica
significativa (p>0,05) entre si; nem de M5. Porém M2 apresentouse
estatisticamente diferente (p<0,05) e maior que M5. Entre os M6 e M7, também
houve auséncia de diferencas significativas. O M2 foi igual ao M6, mas diferente
e menor que M7. No grupo luteina (GL), o M1, assim como no GC, apresentou-se
estatisticamente diferente e com valores superiores a todos 0s outros momentos.
O M2 e M6 nao apresentaram diferenca significativa (p<0,05), todavia foram
diferentes e menores que M7. O M3 foi igual ao M4 e M5.

Quanto a diferenca entre grupos para cada momento, no M3, o grupo
controle (GC) foi estatisticamente diferente e maior que o grupo luteina (GL). No
M6, ocorreu 0 mesmo, sendo que o GC também foi diferente e maior que o GL.

De igual forma, na tabela 1, estdo demonstradas as médias (figura 4) e
os desvios-padrdao da analise estatistica da concentracdo de hemoglobina. Na
andlise da diferenca entre momentos, em cada grupo, constatouse que M1
apresentou valor maior que todos os outros momentos. M2 foi diferente dos

demais e com valor menor apenas que M1. M3 nao apresentou diferenca de M6,
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0s quais nao tiveram diferenca significativa de M4 e M7. Entretanto M4 foi
diferente (>0,05) e menor que M7. J& 0 M5 se mostrou com o menor valor de
todos os momentos. No GL, 0 momento que apresentou 0 maior valor de todos
foi M1, também seguido por M2, que nao foi igual a nenhum outro momento. M3
e M7 néo apresentaram diferenca significativa (p<0,05) entre si, e foram maiores
que M4, M5 e M6, que de igual forma, foram estatisticamente iguais entre si.

Em relacdo a concentracdo de hemoglobina, os grupos controle e
luteina ndo apresentaram diferenca significativa (p<0,05) em nenhum dos
momentos.

O hematocrito ou volume globular (VG) tem suas médias (figura 5) e
desvios-padrdo apresentadas na tabela 1. Com a realizacdo da analise entre
momentos, em cada grupo, no GC, o M1 apresentou valores superiores a todos
0S outros momentos e M2 nao apresentou semelhanga com nenhum outro, sendo
menor apenas que M1. Nao houve diferenca significativa (p>0,05) entre os M3,
M4, M6 e M7. Ademais o M4 se mostrou igual a M5. Entretanto M5 foi
estatisticamente diferente > 0,05) e menor que M3, M6 e M7. No GL, assim
como ocorreu no GC, o M2 foi diferente e maior que todos os outros momentos,
apresentando valor menor apenas que M1. Os momentos M3, M4, M5 e M6
foram iguais. Ja M7, que ndo apresentou diferenca estatistica significativa de M3,
M4 e M6, foi diferente (p>0,05) e maior que M5.

Quanto a diferenca entre os grupos controle e luteina em cada
momento, ndo houve diferenca para nenhum momento, quanto ao hematacrito.

Os valores das médias (figura 6) e desvios-padrdo do VCM estédo
inseridos na tabela 1, onde se analisou a diferenca entre momentos para cada

grupo. Os valores do VCM decresceram ao longo do tempo. O M1 apresentou
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valor superior a todos os momentos, seguido de M2, que foi maior e diferente de
M3. O M3 foi diferente e maior que M4, que também foi diferente e maior que M5.
Somente M6 e M7 foram iguais (p>0,05) estatisticamente, porém menores e
diferentes (p<0,05) de todos os outros momentos. No grupo luteina, o que
ocorreu foi semelhante ao GC. Entretanto, neste, M6 e M7 também nao
apresentaram diferenca significativa de M5.

Na analise da diferenca entre grupos controle e luteina do VCM, nédo
houve diferenca significativa (p>0,05) em nenhum momento.

Os valores médios (figura 7) do CHCM estéo representados na tabela
1, e ndo foi observada diferenca significativa entre momentos, em nenhum dos
grupos. Ja na analise da diferenca entre grupos de cada momento, sé houve

diferenca significativa (p>0,05) entre GC e GL, no 5° momento (31 dias).
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FIGURA 3 — Evolucdo das médias do numero total de hemacias
(x10°%/uL), de neonatos caninos aos 3, 10, 17, 24, 31, 38 e
45 dias de vida, correspondendo respectivamente aos
momentos M1 a M7, dos animais do grupo controle (GC) e
do grupo luteina (GL).
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FIGURA 4 — Evolucdo das médias da concentracdo de hemoglobina

Volume Globular (%)

(g/dl), de neonatos caninos aos 3, 10, 17, 24, 31, 38 e 45
dias de vida, correspondendo respectivamente aos
momentos M1 a M7, dos animais do grupo controle (GC)
e do grupo luteina (GL).
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FIGURA 5 — Evolugcdo das médias do hematdcrito ou volume
globular (%), de neonatos caninos aos 3, 10, 17, 24,
31, 38 e 45 dias de vida, correspondendo
respectivamente aos momentos M1 a M7, dos
animais do grupo controle (GC) e do grupo luteina
(GL).
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FIGURA 6 — Evolucdo das médias do volume corpuscular médio -
VCM (fl), de neonatos caninos aos 3, 10, 17, 24, 31, 38
e 45 dias de vida, correspondendo respectivamente
aos momentos M1 a M7, dos animais do grupo controle
(GC) e do grupo luteina (GL).
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FIGURA 7 — Evolucdo das médias da concentracdo de hemoglobina
corpuscular média - CHCM (g/dL), de neonatos caninos
aos 3, 10, 17, 24, 31, 38 e 45 dias de vida,
correspondendo respectivamente aos momentos M1 a
M7, dos animais do grupo controle (GC) e do grupo
luteina (GL).
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Tabela 1 - Médias e desvio padrdo (xts) do numero total de eritrécitos,
concentracdo de hemoglobina, volume globular, volume corpuscular

médio,

hemoglobina corpuscular

média e

concentracdo de

hemoglobina corpuscular média de neonatos caninos aos 3, 10, 17,
24, 31, 38 e 45 dias de vida, correspondendo respectivamente aos
momentos M1 a M7, em 10 animais tratados VO, 1x dia, com 20 mg
de luteina (grupo luteina).

GC

M1
GL
GC

M2
GL
GC

M3
GL
GC

M4
GL
GC

M5
GL
GC

M6
GL
GC

M7
GL

Eritrécitos (x10*/nL)  Hemoglobina (g/dL) VG (%) VCM (fL) CHCM (g/dL)
4991,0*°+297,5 15,38"P+1,004 491701415 996°°:6,84 3157134
5134,0°°+506,2 1649041614  504brae7 9642890 327176
4140,00*°+193,4 11,77*%+1,050 354004306 85614842 332134
4177,0°°+513,9 1286"%+1,574  380A%4a45 912°%7,99 33710
3765,0P%+242,4 9,751,072 31,1°%40,06 825555  315'%3,38
3489,002+123 2 10,13'°+0,794 207°%+1,83 8524575  341%%42,17
3746,00%+276,1 9,48°°+0,567 289 *ap 73 1124626 32,9°%1,87
3661,00%+242,3 9,53*%+0,688 2874041 7854695  332°%176
3696,0°%+:390,6 8,72°%0,520 2700149 7354576 32371389
3724,0"%343,2 9,25%2+0,778 27 P00 7334696 3407091
4470,0P%+371,0 1001740367  307°%157 6954515  326%%4121
4118,0°°+319,7 9,530,636 2890 a7 046,89  330%%222
4624,0°°705,9 10,561,128 3154209 6884645 3364195
4670,0°44547,1 10,91°+0,657 31612 682°%4633  346°%3.21

" Para letras mailsculas iguais ndo ha diferenca significativa (p<0,05) entre os grupos.

& Para letras minUsculas iguais ndo ha diferenca significativa (p<0,05) entre 0os momentos.

4.2 Leucograma

A tabela 2 mostra a analise entre 0s momentos, em cada grupo, para

os leucécitos totais, os quais ndo foram constatadas diferencas significativas

(p>0,05) entre as médias (figura 8) nos animais do Grupo Controle. Para o grupo

luteina (GL), as médias de M1, M3 e M6 foram iguais, e inferiores a de M4, que

igualmente foi diferente e menor que M2, M5 e M7, que apresentaram

comportamentos iguais.
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Na analise entre grupos, em relagédo aos leucdcitos totais, constato u-se
gue ndo ocorreram diferencas significativas entre os grupos, em qualquer dos
momentos testados.

Ainda na tabela 2, estdo demonstradas as médias (figura 9) dos
neutroéfilos, onde ndo houve diferenca significativa entre momentos, nos animais
do GC. Ja no GL, os momentos 1, 2, 3, 4 e 6 ndo apresentaram diferenca
significativa (p<0,05), e seus valores foram inferiores a M5 e M7, os quais foram
iguais entre si.

Na analise da diferenca entre grupos, sé houve diferenca significativa
entre os grupos no M4 e M6, onde GC apresentou valores superiores aos valores
médios do GL.

Na analise dos linfécitos, representados na tabela 2, figura 10, para a
diferenca entre momentos, em cada um dos grupos, verificouse, no grupo
controle, que os momentos dois, 3, 5, 6 e 7 ndo tinham diferenca estatistica
significativa entre si, e eram iguais, também, de M1 e de M4. Porém M1 mostrou-
se diferente (p<0,05) e menor que M4.

No GL, o M1 foi inferior e diferente de M2 e M5, que foram iguais. Os
momentos 3, 4, 6 e 7, de igual forma, foram estatisticamente iguais. Com relacao
ao numero absoluto de linfécitos, ndo foi observada diferenca significativa
(p<0,05).

Observando-se as médias dos valores absolutos para os monécitos
(tabela 2, figura 11), em relacdo a analise da diferenca entre momentos, em cada
grupo, tanto no GC quanto no GL, ndo houve diferenca significativa (<0,05) em

nenhum momento.
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Quanto a andlise entre grupos, em cada momento, com exce¢ao do
M2, quando o GL foi diferente e maior que GC, em todos 0s outros momentos,
nos grupos, ndo ocorreram diferencgas significativas.

Para os eosindfilos (tabela 2, figura 12), a andlise da diferenca entre os
momentos, de cada grupo, demonstra que, no GC M1 e no M3, ndo ocorreram
diferencas significativas. No entato M2 apresentou valor diferente e superior a
todos os outros momentos. Os momentos 4, 5, 6 e 7 foram iguais, e menores que
os demais. No GL, M1 e M3 foram iguais entre si e também a M4 e M5;
igualmente foram iguais a M6 e M7. Nao ostante M1 e M3 foram diferentes
(p>0,05) e maiores que M6 e M7. Ja M2 obteve valor superior a todos 0s outros
momentos.

Em relacéo a diferenca entre grupos, ndao houve significativa diferenca

estatistica (p<0,05) em nenhum dos momentos.
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FIGURA 8 — Evolugdo das médias do numero de leucdcitos totais
(x10%/uL), de neonatos caninos aos 3, 10, 17, 24, 31, 38 e
45 dias de vida, correspondendo respectivamente aos
momentos M1 a M7, dos animais do grupo controle (GC) e
do grupo luteina (GL).
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FIGURA 9 — Evolugdo das médias do niamero de neutréfilos (/uL), de
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FIGURA 10
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— Evolucdo das meédias do numero de linfocitos (/uL), de
neonatos caninos aos 3, 10, 17, 24, 31, 38 e 45 dias de vida,
correspondendo respectivamente aos momentos M1 a M7,
dos animais do grupo controle (GC) e do grupo luteina (GL).



Resultados 42

2.000 A *
1.800 -
1.600 -
1.400 — —
1.200
1.000 -
800 -
600
400 -
200 A

Mondcitos (ful)

M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7

Momentos

O GC oOGL

FIGURA 11 — Evolucao das médias do niumero de mondcitos (/pL), de
neonatos caninos aos 3, 10, 17, 24, 31, 38 e 45 dias de
vida, correspondendo respectivamente aos momentos
M1 a M7, dos animais do grupo controle (GC) e do
grupo luteina (GL).
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FIGURA 12 — Evolucdo das médias do numero de eosindfilos (/uL), de
neonatos caninos aos 3, 10, 17, 24, 31, 38 e 45 dias de
vida, correspondendo respectivamente aos momentos M1 a
M7, dos animais do grupo controle (GC) e do grupo luteina
(GL).
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Tabela 2 - Médias e desvio padrao (xts) dos valores absolutos do numero total

de leucdcitos,

neutréfilos segmentados,

linfocitos,

monaocitos,

eosinodfilos e basofilos de neonatos caninos aos 3, 10, 17, 24, 31, 38
e 45 dias de vida, correspondendo respectivamente aos momentos
M1 a M7, em 10 animais tratados VO, 1x dia, com 20 mg de luteina
(grupo luteina).

M1

M2

M3

M4

M5

M6

M7

GC

GL
GC
GL
GC
GL
GC
GL
GC
GL
GC
GL
GC
GL

L eucécitos (x10°/m)  Neut. Seg. (x10%/m) Linfécitos (x10%/n) M ondcitos (x10°/n)

Eosindfilos (x10°/m)

8739,5"2+1812,8

8388,9"*+1520,1
10169,3%2+2442,8
12427,5*°+4107,9
8831,4"2+2013,5

9443 5"*+2261,3
11563,12+2639,6
10051,6""°+3082,9
10058,143+2392,4
12443,7"°+3887,8
9815,5"2+2155,8

8241,4°*+1205,2
11638,9"2+3574,5
12093,2"°42964,5

4767,0"°+1379,8
4465,1"*+1178,9
4785,8*2+1502,0
5591,1"2+1340,7
4544,7°*+1201,9
5178,4'?+1839,7
6188,5°+1383,8
4887,1?+1259,2
5517,3*2+1900,3
7208,5"P+2259,2
5729,6°%+1581,8
4511,5"+792,7
6660,0"2+2891,1
7272,8"°+1419,8

2339,7°%+740,3
2182,0°*+733,0
3448,9""°+941,9
3659,6*°+1588,8
2632,0"°+992,3
2672,3"°+712,4
3957,2°P+1526,6
3369,2*°+1186,5
3446,7°"°+1293,4
3564,7°"+1089,8
3178,1*°+883,9
2696,9°+797,2
3194,2*"°+1196,5
3102,3**°+1050,6

866,12+510,9
1117,0*%+559,9
651,7%+489,6
1899,2°%1693,1
842,6"2+689,9
960,2*+667,6
992,8"2+644,3
1402,0*%+1071,2
861,6*+512,0
1322,1"%+1329,3
739,4*+359,5
861,7°%503,4
1418,9"?+1240,3
1529,7%+985,9

737,2°°+360,5
617,7'°+335,2
1263,3*°+432,2
1233,9*P+5053
812,14°+429,6
632,6"°+292,9
423,8"2+301,7
385,4*+335,0
225,9*2+162,0
305,8"*+299,0
168,4'2+161,4
171,3*2+134,5
321,1°%+2533
188,4'%+86,4

" Para letras maitisculas iguais ndo ha diferenca significativa (p<0,05) entre os grupos.
& Para letras minusculas iguais ndo ha diferenca significativa (p<0,05) entre os momentos

4.3 Proteinograma

Na tabela 3, demonstraram-se as médias (Figura 13) das proteinas

séricas totais. Na andlise da diferenga entre momentos, tanto no GC quanto no

GL, somente o M1 se mostrou diferente e maior que os demais grupos. Para a

andlise entre grupos, em cada momento, ndo houve diferenga significativa

(p<0,05).
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Com a realizacdo da eletroforese, obtiveram-se fragdes das proteinas
totais séricas.

A albumina (Tabela 3, Figura 14) n&o apresentou significativa diferenca
estatistica <0,05) tanto na analise entre momentos quanto na analise entre
grupos.

A fracdo alfa-globulina (Tabela 3; Figura 15), na andlise entre
momentos do mesmo grupo, ndo apresentou diferenca significativa em nenhum
dos grupos. Mas, na andlise entre grupos, em cada momento, apresentou, ho M4,
uma diferenca entre os grupo controle e luteina.

Ja a fracdo das beta-globulinas (Tabela 3, Figura 16) mostrou
diferencas em sua andlise. Na andlise estatistica, entre momentos, em cada
grupo, o GC revelou que os momentos 4, 5, 6 e 7 foram iguais a todos o0s outros.
No entanto M2 e M3 foram diferentes (p>0,05) e menores que M1. No GL, o que
ocorreu foi um pouco diferente. Somente o M1 se apresentou diferente e com
valor bem superior aos outros momentos.

Na fracdo gama-globulina (Tabela 3, Figura 17), tanto no GC quanto no
GL, o M1 (3 dias ) mostrou-se diferente e maior que os demais momentos na
andlise estatistica da diferenca de momentos, em cada grupo. No entanto, na
analise da diferenca dos grupos, em cada momento, somente o M6 (38 dias) do

grupo luteina obteve um valor médio diferente e superior ao grupo controle.
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FIGURA 13 — Evolucdo das médias da concentracdo de proteina total sérica
— PTs (g/dL), de neonatos caninos aos 3, 10, 17, 24, 31, 38 e
45 dias de vida, correspondendo respectivamente aos

momentos M1 a M7, dos animais do grupo controle (GC) e do
grupo luteina (GL).
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FIGURA 14 — Evolucdo das médias da concentracdo de albumina (g/dL), de
neonatos caninos aos 3, 10, 17, 24, 31, 38 e 45 dias de vida,
correspondendo respectivamente aos momentos M1 a M7, dos
animais do grupo controle (GC) e do grupo luteina (GL).
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FIGURA 15 — Evolugéo das médias da concentracdo de alfa-globulina (g/dL),
de neonatos caninos aos 3, 10, 17, 24, 31, 38 e 45 dias de
vida, correspondendo respectivamente aos momentos M1 a

M7, dos animais do grupo controle (GC) e do grupo luteina
(GL).
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FIGURA 16 — Evolucdo das médias da concentracdo de beta-globulina (g/dL),
de neonatos caninos aos 3, 10, 17, 24, 31, 38 e 45 dias de vida,
correspondendo respectivamente aos momentos M1 a M7, dos
animais do grupo controle (GC) e do grupo luteina (GL).
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FIGURA 17 — Evolucdo das médias da concentracdo de gama-globulina

(g/dL), de neonatos caninos aos 3, 10, 17, 24, 31, 38 e 45
dias de vida, correspondendo respectivamente aos
momentos M1 a M7, dos animais do grupo controle (GC) e
do grupo luteina (GL).
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Tabela 3 - Médias e desvio padréo (xts) dos valores absolutos da concentragdo de
proteina total, albumina, alfa, beta e gama-globulina de neonatos caninos aos
3,10, 17, 24, 31, 38 e 45 dias de vida, correspondendo respectivamente aos
momentos M1 a M7, em 10 animais tratados vo, 1x dia, com 20 mg de
luteina (grupo luteina).

Globulinas (g/dL)

PTS(g/dL)  Albumina (g/dL) a b g
Vi1 GC 5,22*°+0,97 1,90°%0,29 0,99°%0,40 1,33'°0,22 0,8440+0,44
GL 5,78"°+0,83 1,88*%+0,42 1,23*%0,24 1,61%°+0,35 1,06""+0,51
GC 4,13*+0,51 1,80%%0,20 0,95%+0,12 1,05%%+0,11 0,37"%+0,17
M2 GL 4,36"%+0,75 1,53*2+0,39 1,13%0,32 1,17°%+0,26 0,53*%+0,22
M3 GC 4,14°%4+0,61 1,814%40,34 1,05*%40,18 1,00%%+0,14 0,29°%+0,10
GL 454424078 1,66°%+0,44 1,217%+0,45 1,26°%0,18 0,39*%+0,13
M4 GC 4,19°%+0,62 1,82*%+0,38 0,96%%+0,13 1,13*"°+0,14 0,25"2+0,07
GL 4,46"%+0,77 1,644%+0,37 1,26°%0,40 1,28%2+0,28 0,28°%+0,11
GC 4,044%+0,49 1,78°%+0,34 0,90"%+0,14 1,15*°+0,15 0,21*%+0,08
M> GL 4,29"%40,51 1,57°%+0,49 1,10°%0,31 1,31%20,18 0,31%+0,17
M6 GC 4,34%+0,60 1,98%%+0,18 0,99%%0,22 1,15""°+0,19 0,22%+0,08
GL 4,44°%40,41 1,717%0,38 1,07°%+0,33 1,23%0,22 0,35°%0,15
M7 GC 4,17"%+0,39 1,78*%+0,39 0,914%0,22 1,13*"°+0,13 0,36"%0,13
GL 4,61°%+0,74 2,00"%0,47 1,08%0,35 1,18°%0,23 0,35"%+0,13

* Para letras maiusculas iguais ndo ha diferenca significativa (p<0,05) entre os grupos.
& Para letras minGsculas iguais néo ha diferenga significativa (p<0,05) entre os momentos

4.4 Gama Glutamlitranferase — GGT

O GGT tem suas médias (Figura 18) demonstradas na tabela 4. Em

relacdo a analise da diferenca entre momentos, no GC, apenas o0 M1 se mostrou

diferente estatisticamente e superior aos demais momentos. No GL, ocorreu a

mesma situacdo. Nele a média dos valores de M1 foi mais alta que a de todos os

outros momentos. Ja na analise realizada entre grupos, nos mesmos momentos,

nao houve diferenca significativa (p<0,05).
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FIGURA 18 - Evolucdo das médias da concentracdo de gama

glutamiltransferase - GGT (U/L), de neonatos caninos
aos 3, 10, 17, 24, 31, 38 e 45 dias de vida,
correspondendo respectivamente aos momentos M1 a
M7, dos animais do grupo controle (GC) e do grupo
luteina (GL).
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Tabela 4 - Médias e desvio padréao (x+s) da atividade da gamaglutamiltransferase
de neonatos caninos aos 3, 10, 17, 24, 31, 38 e 45 dias de vida,
correspondendo respectivamente aos momentos M1 a M7, em 10
animais tratados vo, 1x dia, com 20 mg de luteina (grupo luteina).

GGT (g/dL)
GC 132,90°P+84,47
M1
GL 105,89*+75,68
GC 38,70"%+67,70
M2
GL 13,00"%+12,40
GC 3,30"%+3,37
M3
GL 4,001%+3,30
GC 45013314
M 4
GL 3,40"%+2,50
GC 3,13"%1,73
M5
GL 4,80"%+4,10
GC 4,63°%+0,92
M 6
GL 3,40M%4+2,22
GC 4,70M%+1,95
M7
GL 4,200%2,70

* Para letras mailsculas iguais ndo ha diferenca significativa (p<0,05) entre os grupos.
& Para letras minUsculas iguais ndo ha diferenca significativa (p<0,05) entre os momentos.
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5 DISCUSSAO

5.1 Ainfluéncia da faixa etaria

5.1.1 Eritrograma

Existem poucas pesquisas sobre o periodo neonatal. Por outro lado, a falta
de trabalhos sobre os valores de referéncia para o perfil hematolégico e bioquimico
sérico (inclusive o proteinograma) dificultou a discusséo.

Os valores médios do eritrograma de cdes SRD, neonatos, do 3° ao 45° dia,
apresentados nesta pesquisa concordam com Meyer et al. (1992) e Jain (1993). Aos
trés dias de vida (M1), os valores do numero total de hemacias, concentracdo da
hemoglobina e do volume globular, estavam na faixa de normalidade descrita por
Meyer et al. (1992) e Jain (1993).

A partir da 2° semana de vida (10° dia ou M2), ocorreu uma queda nos
valores do eritrograma. O decréscimo nesses valores, nos primeiros dias de vida, pode
ser denominado “anemia fisiolégica” e acomete neonatos de varias espécies. Por isso,
€ merecedora de estudos de muitos pesquisadores (JAIN, 1986; BIONDO, 1996;
KURZ E WILLET, 1991). Essa anemia €, provavelmente, decorrente da hemodiluicdo
ocasionada pela ingestdo do colostro, pela deficiéncia nutricional causada, devido a
baixa quantidade de ferro presente no leite materno, e, ainda, pelo rapido crescimento
do filhote, que resulta numa expansdo do volume plasmatico, fato observado na

presente pesquisa, e de acordo com os relatos de Jain (1986).
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No 3° dia apdés o nascimento (M1), os valores médios do numero total de
hemécias, concentracdo de hemoglobina e volume globular, foram superiores a todos
0s outros momentos. Aos 10 dias, houve uma queda significativa nos valores
hematologicos. No entanto, esses valores encontrados, para a concentracdo de
hemoglobina e volume globular nos cées, aos 10 dias de vida, foram discretamente
superiores aos encontrados por Meyer et al. (1992).

Comparando-se com os valores preconizados na literatura, aos 17 dias,
apenas o GL obteve valor médio do numero total de hemacias discretamente inferior
aos definidos por Meyer (1992), porém dentro da normalidade para os valores
determinados por Jain (1993).

Na 5° semana de vida ou M6 (38 dias), teve inicio uma elevacao significativa
nos parametros do eritrograma. Entretanto, na literatura, ndo ha valores de referéncia
para essa idade, em caes, impedindo a comparacéo. E ssa recuperagao dos valores do
eritrograma, no inicio do 2° més foi descrita por Jain em 1993.

Aos 45 dias (M7) ou 62 semana de vida, as médias do eritrograma foram
semelhantes as descritas por Meyer (1992), mas discretamente superiores as
encontradas por Jain (1993).

Em todos os momentos avaliados nesta pesquisa (3, 10, 17, 24, 31, 38 e 45
dias), existiram alteracdes no quadro hematologico, ligadas a influéncia da faixa etaria,
devido ao desenvolvimento do recém-nascido, sendo que essas alteracdes concordam
com Jain (1993) e Hoskins (2001).

Os resultados obtidos também concordam com os estudos realizados, com

felinos, por Tiedemann & Ooyen em 1978, e que confirmam a idéia de que, nessa
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faixa etaria, a medula 0ssea esta em pleno desenvolvimento e ja assume o papel da
hematopoiese, desde o final da gestacéo.

Além dos argumentos ja utilizados para a explicacdo da “anemia fisiolégica”,
h& outro fato importante, que colabora para que a anemia ocorra. Quando o céo
nasce, permanecem em sua circulacdo, hemacias fetais, que sdo células maiores que
as células adultas e serdo rapidamente substituidas nessa fase inicial da vida,
(principalmente nas duas primeiras semanas de vida), devido a sua retirada da
circulacdo por meio do Sistema Monocitico Fagocitario (HOSKINS, 2001).

O VCM apresenta-se elevado no 3° dia, devido a grande populacdo de
hemacias fetais, conferindo aos animais uma macrocitose, que corrobora com 0s
resultados de Jain (1993) e Feldman (2000), os quais descrevem o VCM entre 90 e
100 fl; e, também, com os encontrados nesta pesquisa. Ao contrario dos outros
parametros do eritrograma, a média dos valores do VCM continuou a diminuir
gradativamente, até o M6 (38 dias), quando se estabilizou. Aos 10 dias, os valores
médios do VCM desse experimento apresentaram valores superiores aos descritos por
Meyer et al. (1992).

Segundo Meyer et al. (1992), aos 24 dias, os valores do VCM ja se
apresentaram semelhantes aos do cdo adulto, porém o valor médio do VCM, nesta
pesquisa, mostrou-se semelhante aos valores médios para cédes adultos, apenas aos
31 dias de idade.

Aos 3 dias (M1), o CHCM mostrou valor médio mais baixo que os de Meyer

et al. (1992) e Jain (1993). No momento seguinte (M2), ocorreu o contrario, de modo
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gue os valores desse experimento se apresentaram elevados, tornando o valor médio
do CHCM superior ao da mesma referéncia.

Nos momentos seguintes, o CHCM apresentou pequenas variagdes, todavia
com valores médios semelhantes aos preconizados por Meyer (1992), Jain (1993) e
Hoskins (2001).

Os momentos de coleta e realizacdo dos hemogramas da literatura
consultada bram diferentes dos momentos utilizados neste trabalho. No entanto, a
comparacdao foi realizada, sempre, com 0s momentos mais proximos. Mesmo assim,
esse fato pode ter influenciado as diferencas encontradas.

Além do mais, elas também podem ser atribuidas as variagbes regionais,
manipulacdes dos neonatos, metodologia utilizada para processamento do material e,
até mesmo, o local de venopuncéo. Essas atribuicbes foram descritas em um trabalho

realizado, em neonatos felinos, por Johnson e Perman, em 1968.

5.1.2 Leucograma

O numero de leucdcitos totais (Tabela 2, Figura 6), aos 3 dias, mostrouse
inferior aos valores de referéncia para neonatos citados na literatura, segundo Meyer
(1992) e Jain (1993).

Os valores médios, no 2° momento (10 dias), apresentaram uma discreta
elevacao, passando a concordar com as médias encontradas na literatura consultada.

A partir da 32 semana, os valores oscilaram, levemente, entre 0s momentos, até que,
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aos 45 dias, o numero total de leucocitos apresentou média superior ao 1° momento
(trés dias de vida).

Os valores encontrados, no presente trabalho, apresentaram-se no limite
inferior aos citados na literatura, como valores de referéncia descritos por Meyer
(1992) e Jain (1993).

O valor absoluto de neutréfilos logo na primeira semana encontrava-se
dentro dos padrdées para adultos, e em todos os momentos avaliados neste
experimento os valores absolutos de neutroéfilos, concordavam com Meyer (1992) e
Jain (1993).

No que se refere a contagem de linfécitos (Tabela 2, Figura 7), os valores
absolutos apresentaram-se inferiores & médias obtidas por Meyer (1992) e Jain
(1993). Tais diferencas ocorreram, provavelmente devido a causas fisioldgicas e
nutricionais, pois, segundo Jain (1993), essas condicbes podem promover um
decréscimo da blastogénese linfocitica.

Para os mondcitos, encontraram-se valores dentro dos referidos, na
literatura, por Meyer (1992) e Jain (1993), de forma que apenas aos 45 dias de idade,
os valores desse trabalho se apresentaram discretamente superiores.

Para os eosindfilos, houve grandes variagdes durante o periodo neonatal.
Com 10 dias (M2) de vida, obteve-se um valor médio muito superior ao do 1° momento
(3 dias). Esse numero sofreu uma queda no 3° momento aos 17 dias de vida. Aos 24
dias, os valores médios novamente diminuiram, mantendo-se baixos, até os 45 dias de

idade.
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Os valores encontrados, para eosinéfilos, apresentaram-se sempre de
acordo com os preconizados por Meyer (1992) e Jain (1993), com exce¢ao aos 45

dias, que o GL teve valor abaixo do referido por Meyer (1992).

5.1.3 Proteinograma

Aos 3 dias de vida, os valores encontrados, nesse trabalho, ficaram muito
proximos dos de adultos. Nesse momento, as proteinas estdo elevadas, devido a
ingestdo de colostro, jA que durante a gestacdo, o nivel de imunoglobulinas
transferidas da mée para o feto € extremamente baixo (5 a 10%).

Além disso, o figado, que € o maior responsavel pela sintese das proteinas,
devido a sua imaturidade, ainda ndo desenvolveu, totalmente, sua funcéo
(POFFENBARGER et al., 1991b).

Aos 3 dias, as imunoglobulinas colostrais ainda estdo presentes e inicia-se
um processo de catabolizacdo das mesmas, que sofrem um declinio. Este fato
confirma os relatos da literatura (HOSKINS, 2001).

No 10° (M2) dia, houve uma queda nos valores das proteinas séricas totais,
em relacdo a 12 semana, porém, a partir desse momento, estas oscilaram, mantendo-
se dentro da faixa de referéncia para neonatos, embora os trabalhos consultados nédo
avaliassem a dosagem das proteinas séricas totais semanalmente.

Na avaliagdo do fracionamento eletroforético das proteinas séricas,
utilizaram-se apenas 4 fracbes protéicas: a albumina e as globulinas (alfa, beta e

gama).
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Alguns trabalhos realizados com cées, sobre eletroforese, revelaram a
existéncia de seis a nove fracbes e subfracBes protéicas (BUENING, 1975; KEAY,
1982; ABATE, 2000).

Outro fato importante € que os valores encontrados, no presente trabalho
foram comparados apenas aos valores de cdes adultos, ja que, em recém-nascidos,
ndo foram encontrados, na literatura, até o presente momento, trabalhos
correspondentes. Sendo assim, os valores encontrados foram comparados aos
valores para caes adultos e, eventualmente, também com os de animais neonatos de
outras espécies.

A primeira fragdo a ser avaliada foi a albumina, que € a mais proeminente
proteina do soro. Em todos os momentos avaliados, os valores dela estavam abaixo
dos citados na literatura para caes adultos (BUENING, 1975; KANEKO, 1997; ABATE,
2000).

A fracdo alfa globulina esteve dentro dos padrbes normais para adultos
(BUENING, 1975; KANEKO, 1997; ABATE, 2000) em todos os momentos, que
igualmente n&o sofreram variagbes com a idade.

A fracdo beta-globulina sofreu variagbes com a idade. Aos 3 dias (M1)
obteve-se 0 maior valor de todos os momentos. No 2° e 3° momentos (10 e 17 dias,
respectivamente), houve uma queda desses valores. Com 24 dias de vida (M5), os
valores voltaram a aumentar, estabilizando-se. De acordo com o0 experimento de
Chuang (2001), a banda beta-globulina de animais jovens apresenta valores inferiores

aos valores de caes adultos. Isto ndo foi observado neste trabalho, e, apesar da
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variagado entre os momentos, os valores mantiveram-se dentro dos de referéncias para
adultos (BUENING, 1975; KANEKO, 1997; ABATE, 2000).

Esse alto valor da fracdo beta, no 3° dia de vida, deve estar relacionado ao
consumo de colostro, composto por lipoproteinas e imunoglobulinas, segundo Kaneko
(1997).

A fracdo gama-globulina apresentou-se elevada aos 3 dias (M1), em funcéo
da absorcdo das imunoglobulinas presentes no colostro, que sdo responsaveis por
garantir a imunidade neonatal. O alto valor, aos 3 dias, descrito nesse trabalho esta de
acordo com autores que trabalharam com neonatos de outras espécies, como Feitosa
(1998), em bezerros; e Barioni (2003), em caprinos; que descreveram fatos muito
semelhantes nas respectivas espécies.

No 10° dia, houve uma queda acentuada dessa fracdo, e esses valores
permaneceram estaveis até os 45 dias de vida dos cdes. Mesmo apds o declinio, os
valores da gama-globulina permaneceram dentro dos valores de referéncia para caes
adultos. Tal queda na fracdo gama-globulina, apos o 3° dia, decorre da metabolizacao
das imunoglobulinas maternas e essa fracdo s6 passara a ter valores mais altos,
gquando o organismo do animal der inicio & produgdo das suas proprias

imunoglobulinas.

5.1.4 Gama Glutamiltransferase

A atividade sérica do GGT sofreu grande influéncia da idade. Kaneko (1997)

descreve que, nas espécies bovina, caprina e canina, a enzima GGT pode ser
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encontrada, em grandes quantidades, no colostro. Segundo Hoskins (2001), em cées
com 1 a 3 dias de idade, a atividade da GGT pode ser encontrada de 20 a 25 vezes
maior que nos adultos normais, indicando, portanto, uma associagcdo com a ingestao
do colostro. HOSKINS (2001) realizou um estudo com filhotes privados da ingestdo do
colostro e confirmou que essa enzima era um eficiente indicador de sua absorgéo.
Meyer (1992) também alude a uma alta atividade sérica da enzima GGT em animais
amamentados.

Concordando com os achados da literatura, os valores dbtidos para GGT,
durante essa pesquisa, deixam clara a eficiéncia dessa enzima, como indicador da
absorcdo do colostro para a espéecie canina. No entanto, a média dos valores
encontrados, aos trés dias de idade, para os neonatos desse experimento, foi muito
inferior a dos valores descritos por Hoskins em 2001. Essa diferenca se deu,
provavelmente, devido a dosagem de o experimento do autor citado ter variado entre o
dia zero, ou seja, logo apdés o nascimento; e quando os niveis de imunoglobulinas
ainda estdo mais altos. No presente trabalho, a enzima GGT foi dosada no 3° dia de
vida. Autores, como Simpson-Morgan & Smeaton (1972), afirmam que o colostro so
permanece até 48 horas pdés-parto; depois, muda sua composicao, transformando-se

em leite.
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5.2 Influéncia da luteina

5.2.1 Eritrograma

A suplementacdo com luteina influenciou pouco, o eritrograma. Apenas a
contagem total de eritrécitos apresentou alguns momentos com diferencas entre 0s
grupos. Os valores encontrados, para os animais do grupo luteina, aos 17 (M3) e aos
38 dias de idade (M6), foram inferiores aos do grupo controle. As outras variaveis do
eritrograma, como a concentracdo de hemoglobina, o volume globular e os indices
hematimétricos (VCM e CHCM) nédo sofreram influéncia da suplementacdo com luteina

em nenhum momento.

5.2.2 Leucograma

Em relacdo ao leucograma dos neonatos caninos, a suplementagdo com
luteina ndo influenciou a contagem do nimero total de leucdcitos, bem como o nimero
absoluto de linfocitos e eosinofilos.

Com relagdo ao numero absoluto de neutréfilos, houve diferenca entre os
grupos, em 2 momentos. Tanto aos 24 (M4) como aos 38 dias (M6), os animais néo
suplementados apresentaram valores superiores aos do grupo luteina.

Para os mondcitos, o0 nimero absoluto obtido, aos 10 dias de vida (M2), foi 3

vezes superior a contagem do grupo controle.
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O curto periodo de suplementacdo, aliado a quantidade de Iluteina
administrada, pode nao ter sido suficiente, para que ocorresse alguma alteragao

importante na contagem dos leucécitos.

5.2.3 Proteinograma

As proteinas totais e a albumina ndo sofreram nenhuma influéncia da
suplementacdo com luteina.

Na fracdo alfa-globulina, todos os momentos do grupo suplementado com
luteina mantiveram valores superiores aos do grupo controle; no entanto, somente no
24° dia (M4), essa superioridade foi significativa.

Na fragdo da beta-globulina, assim como ocorreu na fracdo alfa, os valores
do grupo luteina permaneceram superiores aos obtidos nos animais do grupo controle.

Nessas 3 fracBes protéicas, os animais suplementados com luteina
apresentaram, em todos os momentos, valores mais elevados. Contudo os valores
antes da suplementacéo ja se apresentavam superiores. Sendo assim, ndo se pode
afirmar que a tendéncia a superioridade do GL foi resultado apenas do efeito da
suplementacéo.

A fracdo gama-globulina do proteinograma ndo sofreu influéncia da
suplementacdo durante o periodo neonatal. Segundo Kim (2000) e Massimo (2001), a
suplementacédo da dieta com luteina promove um aumento na producao de anticorpos,
tendo um efeito benéfico. Entretanto, na maioria das pesquisas realizadas, os animais

foram suplementados apds o desafio vacinal.
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5.2.4 Gama Glutamiltransferase (GGT)

A suplementacdo com luteina, nos cédes neonatos, ndo demonstrou efeito

sobre a atividade enzimatica do Gama GT.
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6 CONCLUSOES

De acordo com a avaliagdo do hemograma, proteinograma e da enzima
gama glutamiltransferase de neonatos caninos, do 3° ao 45° dia de idade,
suplementados ou ndao com luteina, nas condigcbes experimentais em que esta

pesquisa foi realizada, pode-se concluir que:

1. Aidade alterou o eritrograma de neonatos caninos do 3° ao 45° dia de vida,
pois os valores de hemacias, hemoglobina e hematdécrito estavam altos no
inicio da vida e diminuiram com a idade;

2. Os eritrocitos dos cdes diminuiram de tamanho do 3° até o 45° dia de vida,
levando a uma progressiva diminui¢cdo do VCM,;

3. A contagem total de linfécitos apresentou valores dentro da faixa de
normalidade para adultos;

4. O numero total de eosindfilos aumentou aos 10 dias de vida, quando teve
uma diminui¢do progressiva de seus valores até os 45 dias;

5. As concentracbes séricas da proteina total e da fracdo gama-globulina
apresentaram-se elevadas aos 3 dias de vida.

6. O GGT apresenta valores elevados no 3° dia ap0s 0 nascimento.

7. A atividade sérica da enzima GGT pode ser utilizada como indicador da
ingestao de colostro em cées recém-nascidos;

8. A suplementacdo com luteina nédo influenciou os valores hematolégicos e
bioquimicos estudados;

9. Sao necessarios mais estudos sobre os efeitos da utilizacdo da luteina em

caes, no periodo neonatal.
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