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Avaliagdo da Influéncia de Levamisole sobre Padrdes de Proteinas e Leucograma em
Caprinos (Capra hircus) Nativos da Regido Semi-Arida Nordestina
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Resumo

A indicacdo de levamisole como adjuvante estd baseada na sua capacidade de interferir na imunidade. Entretanto,
as informacgdes relatadas de seu efeito sobre o sistema imune sdo imprecisas, sobretudo, na definicdo da dose mais
adequada e os mecanismos de agdo. O presente estudo avaliou o efeito modulador de levamisole em caprinos, fémeas,
da raga Moxotd, com idade variando entre seis ¢ oito meses, foram formados quatro grupos de sete animais cada. Os
grupos I, II e III receberam a dose de 15,7, 7,5 e 3,75 mg/kg de levamisole, por via intramuscular, e com duas repetigoes
em intervalos entre aplica¢do de oito dias, respectivamente. O grupo IV foi considerado como grupo controle (GNT).
Os parametros analisados foram proteinas totais, alfa, beta e gama globulinas no do soro sanguineo através de
eletroferese (biureto de merctirio em acetato de celulose) e a contagem absoluta e diferencial de leucdcitos. A avaliagdo
do proteinas séricas analisados ndo revelou uma variacao positiva, significativa, exceto a concentragdo de a-1 globulina
nos grupos III e V que mostraram valores acima dos relatados na literatura (p < 0,05). A contagem dos leucécitos nao
revelou diferencas significativas (p > 0,05), estando, os parametros, de acordo com os encontrados na literatura.
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Evaluation of the Influence of Levamisole on Patterns of Proteins and Leucogram in
Goat (Capra hircus) Native of the Northeast Savanna

Abstract

The levamisole indication as an adjuvant agent is based on its capacity to interfere with animal immunity.
However, the published information on its effect on the immune system is imprecise, especially on the proper dosage
and way of action. The present study evaluated the levamisole modulator effect in Moxotd goats, female, aged to six
and eight months. The goats were divided in four groups of seven animals. Groups I, II III and IV received
intramuscularly, respectively, 15.7, 7.5, 3.75 and zero mg (GNT) of levamisole / kg of body weight, twice and eight
days apart. Serum total protein, alpha, Beta and Gamma globulins was determined by electrophoreses techniques
(mercury biureto in cellulose acetate), and the absolute and differential counting’s of leukocytes were obtained as well.
The evaluation of sérica proteins not revealed positive variation. There were no significant (P>0.05) differences in the
number of leukocytes and in blood protein concentrations, except for a-1 globulin in Groups III and IV that showed to
be significantly (P<0.05) higher than the ones reported in literature.
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Introducao

Os progressos no controle aos agentes
causadores de doengas em caprinos, ainda
permitem que estes animais sejam vulneraveis
a inumeras patologias, sejam elas infecciosas
ou ndo. A caréncia nutricional aliada ao
manejo inadequado e condi¢des climaticas
adversas, tem contribuido para o aumento da
taxa de mortalidade de animais adultos e
diminuicao da taxa de natalidade. Tais fatores,
geralmente induzem a situacdes estressantes,
que podem evoluir para disturbios de natureza
enddgena (Waghorn, 2003). Assim sendo, o
sistema imunologico se mostra vulneravel a
essa situacdo, podendo resultar numa
condi¢do de imunodepressao.

O uso de substancias com propriedades

adjuvantes, para restaurar a resposta
imunitaria, tém sido objeto de inumeras
pesquisas. Estas substancias podem ser
constituidas de fracoes protéicas,
microrganismos mortos, lipideos e derivados
sintéticos, que apresentam boas perspectivas
na restauracao de estados de imunodeficiéncia
em humanos e animais (Levandoski, 2003).
O interesse, pela restauragdo e pelo
fortalecimento da resposta imunitaria, tem
estimulado varios estudos com diversas
substancias de origem animal, vegetal ou
sintética (Ramon, 1925; Drews, 1984;
Vanselow, 1987).

O uso dessas substancias pela Clinica
Veterinaria tem sido limitado em virtude do
pequeno numero de informacgdes referentes a
dose, via e freqiiéncia de administracao,
efeitos colaterais, reduzido numero de
preparagcdes aprovadas para uso, como
também, a resultados controversos obtidos
(Mulcanhy e Quinn, 1986). Contudo, o uso de
adjuvantes isolados ou associados a vacinas ¢
uma pratica antiga que tem revelado bons
resultados na restauragdo da resposta
imunitéria e potencializagdo de vacinas frente
a varios agentes patogenos.

Estudos realizados sobre o efeito do
Levamisole como substincia
imunoestimulante em camundongos
inoculados simultaneamente com a vacina
contra brucelose (cepa BI19 ou H38),

demonstraram a capacidade de
potencializagdo da vacina quando associada a
droga (Renoux, 1978).

O levamisole ¢ um anti-helmintico
sintético ativo contra nematddeos de animais
e de humanos, tendo sido extensivamente
usado no controle as parasitoses. E
administrado por vias subcutanea e oral. Apos
sua administra¢ao sdo observadas absor¢ao e
excre¢do rapida, sendo que aproximadamente
40 % do principio ¢ eliminado na urina em 12
horas. A eliminacdo nas fezes por um periodo
de oito dias significa aproximadamente 41 %
da dose, sendo que a maior parte ¢ eliminada
de 12 a 24 horas. Uma pequena parte ¢
eliminada pela respiracdo (cerca de 2 %),
porém os residuos teciduais da droga ndo sao.
As agdes farmacodinamicas do Levamisole no
hospedeiro sugerem que a droga exerce, tanto
efeitos  muscarinicos,  quanto  efeitos
nicotinicos (McDonald, 1992).

O tratamento intermitente tem se
mostrado mais eficaz que o tratamento
continuo, quando usado no controle as
endoparasitoses (Di Pietro, 1987). O efeito
primario do Levamisole sobre o sistema
imunitario ¢ geralmente considerado a
restauragdo da deficiéncia ou depressdo da
funcdo das células envolvidas na resposta
imune, normalmente estimulando a producdo
de linfocinas e aumentando a sintese protéica
na atividade receptora da membrana para IgG
e Cs, a blastogénese e a fagocitose, por meio
de células polimorfonucleares (PMN),
essenciais para o mecanismo de defesa
(Amery, 1978, Cuesta, 2002).Também foi
relatado o aumento na atividade de leucdcitos
em seres humanos (Brunner, 1980).

Tem sido evidenciado que a inoculagdo
do Levamisole em camundongos elevou o
numero global de leucécitos e o numero
absoluto de linfocitos (Sousa, 1992), assim
como o aumento da resposta mediada por
células (Brunner, 1980).

Em humanos, a estimulacdo da atividade
dos linfocitos no sangue periférico, o aumento
dos niveis de imunoglobulinas e formagao de
anticorpos tem sido historiado (Symoens,
1977). O efeito do Levamisole sobre as
células do sistema imune, principalmente
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linfocitos T, mondcitos e neutrdfilos, parece
ser mais evidente quando em pacientes em
condi¢des de imunodepressdo tratados com a
droga (Roith, 1984).

A associagdo de Levamisole com vacinas
tem demonstrado a sua capacidade de
sinergismo evidenciado pelo aumento nos
titulos de anticorpos, em bovinos que
receberam a vacina contra brucelose e o
Levamisole  simultaneamente  (Chukwu,
1985), ou do indice de soroprotecdo em vacas
vacinadas contra febre aftosa (Schimied,
1973), e contra rinotraqueite infecciosa
bovina (IBR) (Irwin, 1976). Um aumento da
titulacdo anticérpica, também, foi observado
em cobaias vacinados contra brucelose e que
também receberam administracdo simultanea
de Levamisole (Sandoval, 1978).

Apesar das contradigdes quanto as

informagdes técnicas no wuso clinico do
Levamisole como suporte terapéutico,
algumas aplicagdes tém sido relatadas,
incluindo tratamento contra diversas afec¢des
em humanos acometidos por Brucella spp
(Thornes, 1977, Molife, 2002), por febre
reumatdide (Yeys, 1977), por doengas
inflamatorias cronicas (Wilton, 1977) e
restauracdo da resposta imune contra infec¢ao
bacteriana em humanos (Drews, 1984).
O uso clinico veterinario de Levamisole
também tem sido historiado, preventivamente
ou em associacao com vacinas. Ha relatos de
seu uso para o controle da mastite, morte fetal
e endometrite em bovinos (Flesh, 1982;
Ishikawa, 1983), na imunodepressdo causada
pelo uso da dexametasona em bovinos (Roith,
1984), na recuperacio de bezerros com
infeccdo  respiratoria  (Babiuk, 1981;
Ogunbiyi, 1988), como coadjuvante na
diarréia viral bovina (Seperstein, 1983), nas
dermatomicoses bovinas (Siqueira, 1978), e
na doenga de Marek em galinhas (Confer,
1981). Este trabalho teve como principal
objetivo avaliar o efeito imunomodulador de
diferentes doses do levamisole em caprinos
clinicamente sadios.

Material e Métodos

Local do Experimento

O estudo experimental foi realizado na
Fazenda Nupedarido (Nucleo de Pesquisa para
o Desenvolvimento do Tropico Semi-arido)
do Centro de Saude e Tecnologia Rural, da
Universidade Federal de Campina Grande -
CSTR/UFCG/Campus de Patos - PB, no
periodo de maio a setembro. Nesta regido, a
umidade relativa do ar, na maior parte do ano,
gira em torno de 45 % e os indices
pluviométricos oscilam em torno de 450 e 750
mm anuais, tendo sua temperatura centrada
em torno de 36 °C durante o dia e 28 °C
durante a noite. Os laboratérios que deram
suporte a pesquisa foram o de Patologia
Clinica/UFCG/CSTR e o de Doengas
Infecciosas, da Universidade Federal Rural de
Pernambuco - UFRPE.

Animais Utilizados e Tratamentos

Na execucdo do experimento, foram
utilizadas 28 fémeas da raga Moxotd, com
faixa etaria de seis a oito meses. Na formacao
dos grupos foi usado um sistema de marcacao
simples com fios coloridos, com moedas
penduradas e enumeradas de um a sete. Os
animais foram pesados a cada 15 dias,
inicialmente, ajustando-se as médias de peso
dos grupos, remanejando-os de acordo com o
peso e submetidos a um periodo de adaptagdo
de 30 dias durante o qual se realizou
monitoramento sanitario. Também se realizou
everminagdo oral com albendazol no décimo
quinto dia do periodo de adaptacao.

Durante a fase experimental os animais
foram alimentados duas vezes ao dia com
uma mistura concentrada a base de farelo de
milho (320 kg), farelo de trigo (200 kg),
farelo de soja (210 kg), sal mineral (1 kg),
fosfato bicalcico (0,5 kg). Como alimento
volumoso foi fornecida a palma forrageira
(Nopalea  cochenillifera  (L.)  Lyons-
Cactaceae). QOs animais receberam o
levamisole por via subcutanea (dia zero),
sendo repetida oito dias apdés uma segunda
dose. As doses foram as seguintes: 15 mg/kg
de peso vivo (G I), 7,5 mg/kg de peso vivo (G
II), 3,75 mg/kg de peso vivo (G III). Estes
grupos foram denominados grupos tratados
(GT). Ao grupo ndo tratado (GNT) foi
administrado 1 mL de 4gua destilada pela
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mesma via. Para avaliar o efeito de um
estimulo antigénico foram administrados 2,0
mg de albumina humana, a 20%, por via
subcutanea na quarta e quinta semanas apos o
inicio do experimento.

Analises Laboratoriais

Para a realizagdo das contagens relativa e
absoluta de leucocitos, através de leucometria,
foram utilizados dez mL de sangue, que
foram acondicionados em tubos de ensaios
contendo etilenodianinotetra-acetato de sédio
(Wylls apud Matos e Matos, 1988). O perfil
eletroforético seguiu a metodologia descrita
por Gornal (1948) e a leitura foi realizada
através de densitometria fotocolorimetrica por
eletroforese (Ranlov, 1966).

Analises Estatisticas

Os dados obtidos foram tratados através
da andlise de variancia pelo teste T de Tukey
(Pimentel, 1987). Foi determinada a diferenga
minima significativa (DMS) entre as médias
dos tratamentos ao nivel de 5 % de

probabilidade. Acompanhou-se a evolucdo do
fator dose (15 mg/kg; 7,5 mg/kg e 3,75 mg/kg
de peso vivo e ndo tratados), em fun¢do do
fator semana.

Resultados e Discussdo

Em relacdo ao perfil protéico (Tabela 1) e
comparando-se os valores das concentragdes
de proteinas séricas totais, observados
semanalmente nos GT e GNT, constatou-se
que nao houve diferencas significativas (p >
0,05) (Tabela 2), estando os valores
observados dentro dos padrdes considerados
normais para caprinos encontrados na
literatura (Muniz, 1974; Martins, 1985;
Silveira, 1988).

O fracionamento protéico através de
eletroforese revelou cinco zonas (Albumina,
o-1, a-2, B - 1, B - 2 e y - Globulinas), tanto
nos GT, como no GNT. Este perfil (Tabelas 2,
3, 4, 5 e 6), corresponde aos valores
previamente relatados para caprinos.

Tabela 1. Perfil Protéico analisado em concentracdes séricas semanais (g %), observado nos
grupos de caprinos tratados com diferentes doses de levamisole

Coleta semanal

Tratamentos (Concentragdes séricas semanais)’

com intervalos Nﬁ.me.ro de

de 08 dias animais 0,00 mg/kg 3,75 mg/kg 7,50 mg/kg 15,00 mg/kg
Semana 1 07 6,68 6,60 6,66 6,50
Semana 2 07 6,62 6,62 6,42 6,54
Semana 4 07 6,69 6,35 6,12 6,50
Semana 6 07 6,64 6,65 6,56 6,31
Semana 8 07 6,57 6,48 6,99 6,16
Semana 10 07 6,58 6,61 6,06 6,62

'(p>0,05)

O estudo densitométrico mostrou que os
valores relativos de albumina encontrados,
embora estejam acima dos  valores

encontrados na literatura (5,89-6,26 %)
(Martins, 1985), nao variaram
significativamente (p > 0,05) nos GT.
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Tabela 2. Concentragdes séricas semanais de albumina (%) observadas em grupos de caprinos
tratados com diferentes doses de levamisole.

Coleta Nimero Tratamentos (Concentragdes de albumina (%)’
semanal com
intervalos de animais 0,00 mg/kg 3,75 mg/kg 7,50 mg/kg 15,00 mg/kg
08 dias
Semana 1 07 40,81 44,94 46,11 43,84
Semana 2 07 45,19 44,72 49,83 47,04
Semana 4 07 39,08 44,14 47,93 48,09
Semana 6 07 39,39 42,56 46,09 45,11
Semana 8 07 45,09 41,00 46,77 45,98
Semana 10 07 38,29 44,52 44,41 46,83
'(p>0,05)

Os resultados das concentragoes
médias semanais de a-1-globulinas revelaram
que, no grupo III (3,75 mg/kg de peso vivo),
houve um aumento significativo (p < 0,05) na
segunda e na quarta semana, voltando aos
niveis iniciais a partir da sexta semana

(Tabela 3). No grupo II (7,50 mg/kg de peso
vivo), observou-se um comportamento
semelhante, ou seja, uma concentracao média
de a-1-globulina significativamente mais
elevada na sexta semana (p < 0,05).

Tabela 3. Concentracdes médias semanais de o-1-globulinas (%) observadas em caprinos
tratados com diferentes doses de levamisole.

Se(:rllﬁ:;lal o Namero Tratamentos/Concentragdes de a-1-globulinas (%)’
ggtedri\;la;los de animais 0,00 mg/kg 3,75 mg/kg 7,50 mg/kg 15,00 mg/kg
Semana 1 07 5,08 a 3,90b 296D 4,02 a
Semana 2 07 727 a 8,48 a 5,31b 325a
Semana 4 07 7,47 a 8,22 a 495D 3,27 a
Semana 6 07 7,67 a 6,02 b 6,43 a 3,51 a
Semana & 07 7,28 a 6,76 b 3,89b 3,30 a
Semana 10 07 7,66 a 5,18b 3,17b 3,47 a

'Médias seguidas da mesma letra minuscula entre linhas diferem significativamente pelo teste de Tukey (p < 0,05)

A comparagao dos valores médios de a-2 globulinas (Tabela 4), B-globulinas (Tabela 5) e y-
Globulinas (Tabela 6), permitiu constatar que ndo houve variagdes significativas entre as semanas

nos GT, bem como no GNT (p > 0,05).
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Tabela 4. Concentragcdes médias semanais de a-2-globulinas (%) observadas em caprinos
tratados com diferentes doses de levamisole.

Coleta Tratamentos/Concentragdes de a.-2-globulinas (%)’
semanal com Numero de

intervalos de animais 0,00 mg/kg 3,75 mg/kg 7,50 mg/kg 15,00 mg/kg

08 dias

Semana 1 07 3,70 2,28 3,84 1,85
Semana 2 07 3,64 2,39 2,88 2,16
Semana 4 07 3,13 2,11 2,77 1,80
Semana 6 07 4,15 2,77 2,65 2,24
Semana 8 07 4,13 2,00 2,03 2,07
Semana 10 07 3,59 2,52 2,37 2,25

' (p>0,05)

Apesar das variagdes crescentes da fracdo Isto provavelmente se explicou pelo fato de
a-1 globulinas nos grupos II e III, observou- terem sido usados soros de animais jovens,
se que, no conjunto geral, os valores das pois, nesta fase, as proteinas dessas zonas se
fragdes o e B-globulinas foram relativamente encontram normais ou diminuidas (Naoum,
baixos, quando comparados aos reportados na 1999).

literatura (29,35-29,36 %) (Martins, 1985).

Tabela 5. Concentragdes médias semanais de -globulinas (%) observadas em caprinos tratados
com diferentes doses de levamisole.

Coleta Tratamentos/Concentragdes de B-globulinas (%)’
semanal com Numero de

intervalos de animais 0,00 mg/kg 3,75 mg/kg 7,50 mg/kg 15,00 mg/kg

08 dias

Semana 1 07 16,38 16,28 11,43 15,41
Semana 2 07 14,99 15,76 14,89 14,78
Semana 4 07 16,67 17,93 13,07 14,27
Semana 6 07 18,02 17,48 16,95 14,18
Semana 8 07 15,71 15,23 11,06 10,70
Semana 10 07 16,53 13,70 12,48 12,36

"(p>0,05)

Tabela 6. Concentracdes médias semanais de y-globulinas (%) observadas em caprinos tratados
com diferentes doses de levamisole.
Coleta Tratamentos/Concentracdes de y-globulinas (%)’
semanal com Numero de

intervalos de animais 0,00 mg/kg 3,75 mg/kg 7,50 mg/kg 15,00 mg/kg

08 dias

Semana 1 07 1,89 1,94 2,01 1,98
Semana 2 07 1,67 1,69 1,91 1,96
Semana 4 07 1,92 1,84 1,99 2,14
Semana 6 07 1,67 1,82 1,76 2,92
Semana 8 07 1,78 1,92 1,74 1,69
Semana 10 07 2,02 1,96 2,15 2,08

"(p>0,05)
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Analisando-se  os  valores  médios
semanais da contagem total e diferencial de
leucocitos nos GT e GNT (Tabelas 7 ¢ 8),
evidenciou-se que ndo houve variagdes
significativas (p > 0,05). Os valores
encontrados estdo dentro dos padrdes
relatados para essas células (MUNIZ, 1974;
DOKEY, 1985; SILVEIRA, 1988). A

auséncia de efeito imunoestimulante de
Levamisole sobre os valores de leucocitos
estudados, vem reforgar a hipotese de que o
seu efeito estimulante seja mais evidente
quando administrado a animais
imunodeprimidos.

Tabela 7. Contagem absoluta de leucocitos (%).,em valores séricos semanais, observada nos
grupos de caprinos tratados com diferentes doses de levamisole

Coleta . Tratamentos/Contagem Absoluta de Leucocitos (mm”)"
Numero

semanal com

1nteryalos de Amimais 0,00 mg/kg 3,75 mg/kg 7,50 mg/kg 15,00 mg/kg

08 dias

Semana 1 07 9,071 7,871 6,835 9,714

Semana 2 07 7,464 7,578 7,150 6,750

Semana 4 07 9,971 8,307 6,050 8,378

Semana 6 07 8,235 7,028 5,607 8,064

Semana 8 07 8,048 6,878 6,842 8,000

Semana 10 07 6,542 7,516 5,985 8,214
'(p>0,05)

Tabela 8. Contagem diferencial de leucocitos, segmentados e linfocitos (%), observados nos
grupos de caprinos tratados com diferentes doses de levamisole.

Coleta Tratamentos/Contagem Diferencial de Leucécitos (%)’
semanal com  Numero 0,00 mg/kg 3,75 mg/kg 7,50 mg/kg 15,00 mg/kg
:)ngtzri\;e;los de  de animais Seg  Linf Seg Linf Seg Linf Seg Linf
Semana 1 07 33,771 63,42 32,28 62,61 3445 6742 3642 64,71
Semana 2 07 34,14 61,57 32,57 64,71 34,14 62,42 30,57 60,00
Semana 4 07 46,57 60,28 38,42 61,71 3642 61,42 38,71 68,57
Semana 6 07 34,42 58,00 34,47 60,71 35,57 56,14 32,85 67,57
Semana 8 07 35,42 63,71 33,14 67,85 34,00 69,28 31,14 62,57
Semana 10 07 34,85 58,14 37,85 61,00 33,57 60,57 33,42 65,71

'(p>0,05)
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