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CONCENTRACOES SERICA E PERITONEAL DE PROTEINAS DE FASE
AGUDA EM EQUINOS SUBMETIDOS A ENDOTOXEMIA EXPERIMENTAL,
TRATADOS OU NAO COM LIDOCAINA

RESUMO - As endotoxinas sdo frequentemente detectadas em alta
concentracdo no liquido peritoneal de equinos com doenca gastrintestinal
aguda e no sangue de potros septicémicos. As condicbes citadas
anteriormente podem levar a processos inflamatorios e provocar alteracées nas
concentracfes de proteinas de fase aguda. Os objetivos deste estudo foram
determinar, por meio de eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), as
concentracbes de proteinas de fase aguda (transferrina, ceruloplasmina,
albumina, haptoglobina e glicoproteina acida) no soro e no liquido peritoneal de
equinos submetidos a endotoxemia experimetal, e avaliar os possiveis efeitos
da administracdo da lidocaina sobre a producdo destas proteinas depois da
injecdo intraperitoneal de endotoxina nestes animais. Para tanto, foram
utilizados 12 animais distribuidos em dois grupos, o controle, tratado com
solucdo de NaCl a 0,9%, e o experimental, tratado com infusdo continua de
solucdo de lidocaina a 2% por 6 horas. Conclui-se que neste modelo
experimental a administracéo intraperitoneal de endotoxina causou o aumento
nas concentracdes peritoneais de transferrina, ceruloplasmina e haptoglobina
no grupo controle, da albumina em ambos 0s grupos, e da glicoproteina acida
no grupo tratado com infuséo de lidocaina. Porém a auséncia de alteragdes
nas concentracoes seéricas de ceruloplasmina, albumina, haptoglobina e
glicoproteina acida indicam que a quantidade de endotoxina que chegou a
corrente circulatéria ndo foi suficiente para alterar as concentracdes séricas
destas proteinas. A infusdo continua de lidocaina interferiu nos valores

peritoneais das proteinas mensuradas, tendo efeito anti-endotoxémico.

Palavras-Chave: endotoxinas, eletroforese em gel de poliacrilamida, equinos,

lidocaina, lipopolissacarideos, proteinas de fase aguda



SERUM AND PERITONEAL CONCENTRATIONS OF ACUTE PHASE
PROTEINS IN HORSES SUBMITTED TO EXPERIMENTAL ENDOTOXEMIA
TREATED OR NOT WITH LIDOCAINE

SUMMARY - Endotoxins are often found in high concentration in the
peritoneal fluid from horses with acute gastrointestinal disease and blood of
septicemic foals. The conditions mentioned earlier can lead to inflammatory
processes and cause changes in the concentrations of acute phase proteins.
The objectives of this study were to determine by means of polyacrylamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE), the concentrations of acute phase proteins
(transferrin, ceruloplasmin, albumin, haptoglobin and acid glycoprotein) in
serum and peritoneal fluid of horses submitted to experimental endotoxemia
and evaluate the possible effects of the administration of lidocaine on the
production of these proteins after intraperitoneal injection of endotoxin in these
animals. To this end, 12 animals were distributed in two groups, control which
was treated with 0.9% NaCl solution and the experimental which was treated
with continuous infusion for 6 hours of 2% lidocaine solution. It is concluded that
in this experimental model the intraperitoneal administration of endotoxin
caused an increase in the concentrations of peritoneal transferrin,
ceruloplasmin and haptoglobin in the control group, of albumin in both groups,
and the acid glycoprotein in the group treated with infusion of lidocaine.
However, the absence of changes in the concentrations of serum ceruloplasmin,
serum albumin, haptoglobin and acidic glycoprotein indicate that the amount of
the circulatory endotoxin was not enough to alter serum concentrations of these
proteins. The continuous infusion of lidocaine interfered in peritoneal acute

phase proteins values and had an anti-endotoxemic effect.

Keywords: acute phase proteins, endotoxins, equine, lidocaine,

lipopolysaccharides, polyacrylamide gel electrophoresis



l. INTRODUCAO

Em comparacdo com outras espécies, 0S equinos sdo mais sensiveis
aos efeitos da administracdo parenteral de endotoxinas ou lipopolissacarideos
(LPS) (MOORE, 2001; MORRIS et al., 1990), que podem provocar o aumento
de citocinas endogenas relacionadas a resposta inflamatéria (TANIGUCHI et al.,
2000), como interleucinas (IL-1, IL-6 e IL-8), enzimas, mediadores inflamatdrios
e proteinas de fase aguda (PFAs), em resposta a determinados estimulos
toxico-infecciosos (GHISELLI et al., 2001).

As endotoxinas sdo frequentemente detectadas em alta concentracéo no
liguido peritoneal de equinos com doenca gastrintestinal aguda (MOORE,
1981) e no sangue de potros septicémicos (BARTON; COLLATOS, 1999),
devido a alteracbes na barreira mucosa intestinal, que permite a passagem de
endotoxinas do limen intestinal para a corrente circulatéria (WERNERS et al.,
2005). As condicOes citadas anteriormente podem levar aos processos
inflamatoérios locais, e podem provocar alteragbes nas concentracbes de
proteinas de fase aguda no plasma e liquido peritoneal que podem ser
identificadas e quantificadas pelo método de eletroforese (FAGLIARI et al.,
1998). Portanto a deteccdo precoce da inflamacao sistémica é essencial para
proporcionar o tratamento adequado (MACKAY, 2000). Sendo assim, a
avaliacdo das concentracdes destas proteinas, como o fibrinogénio, alfa-1-
antiquimotripsina, alfa-1-glicoproteina &cida, haptoglobina, Amiléide sérica A,
proteina C reativa, ceruloplasmina, transferrina e albumina, pode ser til para
detectar e monitorar a progressao e a gravidade de processos inflamatérios.

Existem relatos de efeitos benéficos da administracdo da lidocaina em
coelhos ap6s a inducdo experimental da endotoxemia, principalmente na
diminuicdo da producéo de citocinas (TANIGUCHI et al., 2000), dentre as quais
a interleucina-6 (IL-6), responsavel pela producdo de proteinas de fase aguda

no figado.



A despeito da caracterizacao da atividade anti-inflamatéria da lidocaina
durante a endotoxemia em humanos e animais de laboratério, muito pouco se
sabe sobre a dindmica de sua concentracdo tecidual local e no liquido
peritoneal, ou mesmo sobre estes efeitos na producéo e liberacdo de proteinas
de fase aguda, justificando a realizagc&o deste estudo.

Os objetivos deste estudo foram determinar as concentracdes de
proteinas de fase aguda (transferrina, ceruloplasmina, albumina, haptoglobina
e glicoproteina acida) no soro e no liquido peritoneal de equinos submetidos a
endotoxemia experimental e avaliar os possiveis efeitos da administracdo da
lidocaina sobre a producdo destas proteinas, depois da infusao intraperitoneal

de endotoxina nestes animais.



ll. REVISAO DE LITERATURA

Em comparacdo com outras espécies, equinos Sdo mais sensiveis aos
efeitos da administracdo parenteral de LPS (MORRIS et al.,, 1990; MOORE,
2001). Varios autores utilizam os termos endotoxinas e lipopolissacarideos
como sindbnimos. As endotoxinas, oriundas da membrana externa de bactérias
Gram-negativas, sdo compostas por uma cadeia lateral de polissacarideos
relativamente constantes entre enterobacteriaceas, um oligossacarideo central
gue confere antigenicidade especifica e pelo lipidio A, conhecido como o
componente toxico da molécula de endotoxina (COLLATOS et al.,, 1995;
LAZARON; DUNN, 2002; MACKAY et al., 1991; MOORE e BARTON, 1998;
VALADAO, 2005).

As endotoxinas sao frequentemente detectadas em alta concentracdo no
liguido peritoneal de equinos com doenca gastrointestinal aguda (HARDIE;
KRUSE-ELLIOT, 1990; MACKAY, 1992; MOORE, 1981; MOORE; MORRIS,
1992; MORRIS, 1991; MORRISON, 1983) e no sangue de potros septicémicos
(BARTON et al., 1993; BARTON e COLLATOS, 1999; COLLATOS et al., 1995;
KING; GERRING, 1988), devido a alteragdes na barreira mucosa intestinal, a
gual constitui a defesa priméria contra a absor¢cdo de endotoxina, iniciadas por
pequenos desequilibrios no ciclo de fermentacdo dos codlons, facilitando a
passagem de endotoxinas do lumen intestinal para a corrente circulatoria
(COLLATOS ET al., 1995; KING; GERRING, 1988; MOORE, 1995; WERNERS
et al., 2005). Portanto, os modelos experimentais para endotoxemia por meio
da infusdo intraperitoneal de LPS parecem estar relacionados mais
intimamente com os problemas clinicos dos equinos do que a via intravenosa
(BURROWS, 1979; PEIRO, 1997; PEIRO et al., 1999).

Ao atingir a corrente circulatoria, o LPS interage com o receptor CD14,
presente em monaocitos/macrofagos e neutrofilos. A proteina ligante de LPS
(LBP), uma proteina sérica de fase aguda, facilita a transferéncia do LPS para
0 receptor CD14 (FENTON; GOLENBOCK, 1998) ou auxilia na remocéo do



LPS da circulagéo. Nas populagdes celulares que ndo expressam CD14, como
as células endoteliais, os receptores sollveis (sCD14) atuam como ponte para
o reconhecimento de superficie do complexo LPS-LBP. O receptor CD14 néo
possui uma porgéo citoplasmatica e necessita do receptor “toll-like” 4 para fazer
a transducgédo do sinal do complexo LPS-CD14 para o interior da célula (AKIRA,
2000; BARTON, 2000; KRUTZIC et al., 2001; MOORE, 2001).

Véarios mediadores derivados das células do hospedeiro sé&o
responsaveis pela maioria das manifestacbes da endotoxemia, provocando o
aumento da producéo de citocinas enddgenas, como fator de necrose tumoral-
o (TNF-a), Interleucina-6 (IL-6), IL-8, IL-12 e interferon gama (INF-y), as quais
possuem um papel critico nas respostas inflamatérias (HACK et al., 1997;
TANIGUCHI et al., 2000). A ativacdo e estimulacdo celular ocorrem pelo TNF-q,
que modula citocinas tais como interleucinas (IL-1, IL-6 e IL-8), enzimas,
mediadores inflamatérios e PFAs em resposta a determinados estimulos
toxico-infecciosos (BEYAERT; FIERS, 1998; GHISELLI et al., 2001). A
concentracdo sérica do TNF-a eleva-se 15 a 30 minutos apés a inducdo da
endotoxemia, atingindo pico maximo ao redor de 60 a 90 minutos e diminuindo
por volta de 4 horas, sendo, portanto, o mediador inicial da endotoxemia em
equinos (BARTON et al., 1996; BEYAERT; FIERS, 1998; BUENO et al., 1999;
PEIRO et al., 1999).

Em humanos a proteina C-reativa e amildide sérica A sdo as principais
PFAs, enquanto que nos ratos as principais sdo a glicoproteina acida (AGP),
amiléide sérica A e haptoglobina (GOMEZ et al., 2008). A infusédo
intraperitoneal de lipopolissacarideos em ratos ocasionou diminuicdo da
resposta inflamatoria aguda, algumas das PFAs como haptoglobina e
glicoproteina acida foram encontradas em menor quantidade (GOMEZ et al.,
2008).

A IL-6 é uma citocina com uma extensa gama de atividades bioldgicas,
pois ajuda a controlar a inducéo da resposta de fase aguda e também € um
mediador para a troca de classe de imunoglobulinas. Também é capaz de

influenciar varias respostas inflamatérias que possuem importancia na



patogenia da endotoxemia e infec¢cdo bacteriana e € considerada a principal
reguladora da resposta de proteinas de fase aguda (VAN DER POLL; VAN
DEVENTER, 1998; VAN SNICK, 1990) como fibrinogénio, alfa-1-
antiquimotripsina, alfa-1-glicoproteina acida, haptoglobina, amildide sérica A e
proteina C reativa (CASTELL et al., 1988).

Em equinos, aumentos séricos da atividade da IL-6 ocorrem em casos
de abdébmen agudo de ocorréncia natural em adultos e em septicemia por
Gram-negativos em neonatos (MACKAY, 1992; MORRIS, 1991; MORRIS;
MOORE, 1991). As condicbes citadas anteriormente podem levar aos
processos inflamatérios locais, e provavelmente podem provocar alteracdes
das concentracdes de proteinas de fase aguda no plasma e liquido peritoneal
gue podem ser identificadas pelo método de eletroforese (FAGLIARI et al.,
1998; SAQUETTI et al., 2008). Portanto a deteccdo precoce da inflamacao
sistémica é essencial para proporcionar o tratamento adequado (MACKAY,
2000). Sendo assim, a avaliacdo destas proteinas pode ser Uutil em detectar e
monitorar a progressao e a gravidade de processos inflamatérios.

A eletroforese consiste no método mais importante para identificar
proteinas presentes no sangue (KANEKO, 2008). As eletroforeses em acetato
de celulose e em gel de agarose foram utilizadas para analisar as
concentragfes de proteinas plasmaticas, mas essas técnicas sdo limitadas,
porque podem identificar apenas de 5 a 7 grupos de proteinas (EDINGER et al.,
1992; KIRK et al., 1975; MATTHEWS, 1982).

A técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecilsulfato de
soédio (SDS-PAGE), por outro lado, permite identificar mais de 20 fracdes
proteicas, podendo separa-las claramente mesmo quando em quantidades
extremamente pequenas, e ser realizada com quantidades muito pequenas de
plasma (GORDON, 1975). Esta técnica tem sido utilizada para analisar
concentragbes de proteinas plasmaticas (COYNE et al., 1990; WEBER;
OSBORN, 1969), mas até o presente momento somente foi usada na avaliacdo
do soro e proteinograma de equinos acometidos por laminite (FAGLIARI;
SILVA, 2002), ou obstrucdo experimental do célon menor (SAQUETTI et al.,



2008), ndo tendo sido empregada para determinar alteragbes nas
concentracbes de proteinas de fase aguda em equinos portadores de
endotoxemia experimental.

As proteinas de fase aguda sdo consideradas como potenciais
indicadores da presenca de enfermidades e também do bem-estar individual,
da satde do rebanho (GANHEIM et al., 2007), e para avaliar a resposta
sistémica do sistema imune decorrente de possiveis infeccbes (CERON et al.,
2005; MURATA et al.,, 2004; PETERSEN et al., 2004). As PFAs, também
chamadas de “biomarcadores”, estdo presentes na maioria das espécies,
porém ha diferenca entre as espécies domésticas quanto ao aumento da
concentracdo de determinada proteina quando ocorre inflamacgédo. Na medicina
veterinaria, um uso potencial envolve a mensuracdo de proteinas de fase
aguda e interpretagcdo das concentracfes das mesmas para se prever a
morbidade ou a mortalidade de pacientes (ECKERSALL; BELL, 2010).

Geralmente, aumentos importantes nas concentracdes plasmaticas de
PFAs em equinos tém sido demonstrados com infeccfes bacterianas e virais
(COHEN et al., 2005; HULTEN et al., 1999a), cirurgia (FAGLIARI et al., 2008;
POLLOCK et al., 2005; SAQUETTI et al., 2008), colica (VANDENPLAS et al.,
2005) e artrite induzida experimentalmente (JACOBSEN, 2006). Concentragdes
de varios componentes da resposta de fase aguda geralmente aumentam
juntas, embora nem todas aumentem uniformemente em todos 0s equinos com
as mesmas enfermidades. A concentracdo de PFAs circulantes pode dar uma
ideia objetiva da salde de um animal, incluindo a gravidade de qualquer
doenca em desenvolvimento, e permitir a monitoragdo da resolucédo da
enfermidade (CRISMAN et al., 2008). Em felinos, foi relatado que as PFAs sdo
respostas a infeccdes por virus especificos (PALTRINIERI, 2008). Porém as
principais limitacbes da mensuracdo de PFAs para fins clinicos sdo o pobre
diagndstico especifico para as diferentes enfermidades e o custo relativamente
alto de cada teste (PALTRINIERI, 2006).

A amiléide sérica A equina € uma apolipoproteina de fase aguda que

aumenta rapidamente, mais de 100 vezes, apos leséo tecidual, infec¢cdo ou



inflamagédo (HULTEN et al.,, 1999b). Intervalos de referéncia para as
concentragfes plasmaticas de amildide sérica A em equinos sadios varia de
menor que 0,5 a 20 mg/L (HULTEN et al., 1999a; JACOBSEN; ANDERSEN,
2007). Sua concentracdo sanguinea aumenta atingindo picos cerca de 48
horas apés o evento inflamatério (HULTEN; DEMMERS, 2002; PEPYS et al.,
1989). Por meio de aparelhos comerciais disponiveis, utilizados para a
mensuracao da elevacdo do indice dessa proteina em resposta ao processo
inflamatorio, ja se obtiveram resultados confiaveis que atendem aos propdésitos
clinicos de diagnodstico (JACOBSEN; HANSEN, 2008). A sensibilidade
diagnostica e o perfil cinético da amildide sérica A faz com que ela seja um
marcador ideal da inflamacéo e da leséo tecidual (CRISMAN et al., 2008), ndo
s6 para equinos como também para felinos (PALTRINIERI, 2008) e caprinos
(GONZALEZ et al., 2008) e até humanos (POLLOCK et al., 2005; SCHALM,
1979; TOPPER; PRASSE, 1998).

A ceruloplasmina é uma PFA ligadora, com importante papel em seu
metabolismo e transporte do cobre, essencial a eritropoiese, e tem funcdes
imunoldgica e removedora de radicais livres do oxigénio produzidos na
inflamagéo (GRUYS et al., 1994; HIRVONEN, 2000).

A transferrina € uma proteina de fase aguda negativa (GRUYS et
al.,1994) que esta relacionada ao transporte de ferro no sangue para a medula
Ossea, sistema reticulo-endotelial, baco, figado, intestino delgado e
musculatura (WEINBERG, 1978). Além disso, contribui para o controle de ferro
plasmatico no combate a infeccdo e problemas nessa ligagdo podem contribuir
para aumento da susceptibilidade a infeccdo (KEENE; JANDL, 1965; STAHL,
1987) e sua concentracdo também pode ser um requisito a proliferacdo de
linfécitos T em humanos (HUNTER et al.,, 1984). Em cades acometidos por
linfomas e submetidos a quimioterapia ja foram constatados niveis
relativamente elevados (VIEIRA et al., 2010).

Em equinos e outras espécies, a albumina também & uma proteina de
fase aguda negativa (GRUYS et al., 1994; JACOBSEN; ANDERSEN, 2007),

ndo devendo aumentar em resposta a estimulo inflamatério agudo



(HIRVONEN; PYORALA, 1998). Além da inflamacéo, a alimentacdo também
pode influir na concentragéo de albumina (DON; KAYSENT, 2004).

A haptoglobina € o principal indicador de inflamacdo (mastites, enterites,
pneumonias, endocardites e endometrites) nas diversas espécies de
ruminantes, atingindo niveis extremos apds dois dias do evento inflamatério
(MURATA et al.,, 2004; PETERSEN, 2004). A haptoglobina, uma proteina
ligadora da hemoglobina, esta presente no soro de animais normais em niveis
iguais ou menores que 100 pg/mL (GODSON et al., 1996; SKINNER et al.,
1991) e sua concentragdo pode aumentar até 10 vezes, em resposta a uma
infeccdo bacteriana (CRISMAN et al., 2008; SALONEN et al., 1996; SKINNER
et al., 1991). Concentracfes elevadas de haptoglobina foram observadas em
equinos apo6s cirurgias (KENT; GOODALL, 1991), artrite nao-infecciosa
(HULTEN et al., 2002), e laminite induzida por carboidrato (FAGLIARI et al.,
1998). A haptoglobina é considerada um indicador sensivel de infec¢cdo ou
inflamacédo em equinos (KENT; GOODALL, 1991). Em cabras, foi observado
um consideravel aumento na concentracdo de fibrinogénio e pouca variacao
quanto & haptoglobina durante a resposta inflamatoria aguda (GONZALEZ et
al., 2008).

O fibrinogénio é uma das PFAs mais conhecidas. E sintetizado pelo
figado, sendo considerada uma PFA moderada com concentracdes que
aumentam 1 a 10 vezes ao longo de 24 a 72 horas ap0s a inducdo da
inflamagéo. Embora o fibrinogénio seja considerado uma proteina de fase
aguda seus valores aumentam 24 horas apos a inducdo da inflamagéo,
podendo ou ndo atingir um pico por dois a trés dias (ALLEN; KOLD, 1988;
HULTEN et al., 2002; JACOBSEN et al., 2005; SCHALM et al., 1970). Devido
sua quantificacéo ser relativamente facil e barata, continua sendo amplamente
utilizada na medicina veterinaria para monitorar processos inflamatérios em
equinos (CRISMAN et al., 2008). Em bezerros que sofreram fotossensibilizacao
hepatogena, além das PFAs descritas acima estarem presentes, a a-
antitripsina também estava em concentracéao elevada (FAGLIARI et al., 2007),

enguanto o fibrinogénio, amildide sérica A e ceruloplasmina foram evidenciados



em bovinos acometidos por theileriose tropical (NAZIFI et al., 2009). O estresse
de transporte, manejo e desmama também podem contribuir com o aumento de
amildide sérica A e haptoglobina em bovinos adultos (JACOBSEN et al., 2008).

A glicoproteina acida (AGP) é uma proteina que tem acdo na parede dos
microvasos durante a fase aguda, propriedades imunomoduladoras (SATO et
al. 1995) e de reparo e cicatrizacdo (THOMPSON et al., 1992). Duas funcdes
principais sao atribuidas a glicoproteina acida, isto €, a ligacdo a farmacos e
imunomodulacdo (FOURNIER et al., 2000). A AGP pode inibir a ativacdo de
neutréfilos, aumentar a secre¢cdo do antagonista de receptor para IL-1 por
macréfagos, e aumentar o “clearance” de lipopolissacarideo por se ligar
diretamente a ele e neutraliza-lo (FOUNIER et al., 2000; MOORE et al., 1997).
Caes possuem niveis elevados de haptoglobina, ceruloplasmina e a-
glicoproteina acida quando submetidos a episédios de gastroenterite
hemorragica (KOGIKO et al., 2003). A glicoproteina &cida alfa-1 também esta
presente no soro e liquido peritoneal de felinos, sendo um importante indicador
de inflamacéo, principalmente nos casos de peritonite infecciosa felina (PIF)
(DUTHIE et al., 1997; GIORDANO et al., 2004).

A proteina C reativa € a principal proteina de fase aguda requisitada em
exames bioquimicos laboratoriais em humanos (ECKERSALL; BELL, 2010).
Em cées, ja houve descricdo de aumento relativo desta proteina quando estes
animais foram acometidos por algumas doencas infecciosas (CERON et al.,
2005), sendo portanto o principal indicador de inflamacdo nesta espécie
(CASPI et al., 1987; GEBHARDT et al., 2009; OHNO et al., 2006). Em equinos,
a proteina C reativa é considerada uma proteina de fase aguda moderada, com
um aumento de duas a trés vezes ao longo de varios dias. Esta proteina tem
varias funcdes inflamatorias, incluindo a ativacdo da cascata do complemento,
a inducao de citocinas inflamatorias e a fagocitose. Possui também efeitos anti-
inflamatorios, como a inibicdo da quimiotaxia e da geracao de superoxido pelos
neutréfilos, além de prevenir a aderéncia destes neutréfilos a células
endoteliais (CRISMAN et al., 2008).

Os anti-inflamatorios ndo-esteroidais (AINEs) séo utilizados para tratar
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equinos com quadro de endotoxemia, contudo, estes farmacos exibem efeitos
colaterais mesmo quando utilizados em doses terapéuticas (CUNNINGHAM;
LEES, 1994; MACKAY et al., 1991; MORRESEY, 2001). Além disso, em alguns
casos estas substancias mascaram o0s sinais clinicos indicativos de
endotoxemia, retardando a decisédo para a cirurgia (MOORE, 1988). Portanto,
faz-se necesséaria a avaliacdo de farmacos, inclusive de outras classes,
possuem também efeitos anti-endotoxémicos e anti-inflamatorios.

Peritonites, enterites, danos a serosa, distensao intestinal, endotoxemia
e manipulagédo cirdrgica tém sido associados experimentalmente com aumento
da estimulacdo simpética (DE WINTER et al., 1997; LEVINGSTON; PASSARO,
1990; MALONE et al., 2006). A lidocaina pode atuar prevenindo o reflexo
inibitério em virtude de um ou mais desses fatores por bloqueio da transmissao
através de nervos aferentes (MALONE et al., 2006; RITCHIE; GREENE, 1990),
ou as alteracdes primarias de motilidade por meio de suas ac¢bes anti-
inflamatorias, anti-endotéxicas, ou analgésicas (DOHERTY; FRAZIER, 1998;
MACGREGOR et al., 1980; MALONE et al., 2006; SCHAUB et al., 1982).

O cloridrato de lidocaina é utilizado como anestésico local e regional e
para tratamento clinico e preventivo de arritmias cardiacas em humanos
(MAMA; STEFFEY, 2001; PLUMB, 2005). Na medicina veterinaria equina foi
utilizada no tratamento de ileo operatério (BRIANCEAU, 2002; COHEN, 2004;
MALONE et al., 2006), porém, em estudo com cavalos com laminite ndo houve
inibicdo dos eventos inflamatorios no tecido laminar apos a infuséo de lidocaina.
(WILLIAMS et al., 2010). A lidocaina pode possuir papel analgésico e anti-
inflamatorio, porém seus mecanismos de farmacologia aplicada a clinica e
cirurgia em equinos nao sédo bem esclarecidos (COOK; BLIKSLAGER, 2008).

Em um modelo de endotoxemia em coelhos (TANIGUCHI et al., 2000), a
lidocaina teve um efeito inibitério profundo nas respostas hemodinamica e a
citocinas, inclusive sobre a IL-6, qguando foi administrada imediatamente apés a
endotoxina (TANIGUCHI et al.,, 1996). Embora os mecanismos exatos

responsaveis por estes efeitos inibitorios ainda necessitem de investigacao, os
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autores concluem que seus resultados demonstraram a utilidade potencial da

lidocaina como agente anti-inflamatorio na endotoxemia.
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ll. MATERIAL E METODO
lll.a. Selecédo e preparo dos animais, colheita de amostras

Doze cavalos foram selecionados apos verificarem-se valores normais
de contagem total e diferencial de leucdcitos, proteina total e fibrinogénio no
plasma e no liquido peritoneal, sendo da raca Mangalarga, machos, com idade
entre 2 e 3 anos.

Os animais foram distribuidos em dois grupos, com seis animais cada:
GC (controle) e GE (experimental). Todos receberam a mesma alimentacao,
agua a vontade, e foram vermifugados com ivermectina 1%* (200 pg/kg, IM).

As amostras de liquido peritoneal e sangue foram colhidas antes da
infusdo intraperitoneal de LPS, momento basal (-10 minutos), e aos 20, 60, 120,
180, 240, 300 e 385 minutos apos a infusdo (MAI) intraperitoneal de LPS.

O liquido peritoneal foi colhido em tubos estéreis apoOs tricotomia e
antissepsia de uma area de 10x10 cm imediatamente caudal ao apéndice
xiféide, e aplicacdo de 5 mL de bupivacaina® na pele e tecido subcutaneo.
Realizou-se uma pequena incisdo de pele e linha média com lamina de bisturi
para a inser¢cdo de uma canula mamaria na cavidade abdominal.

O sangue foi colhido, apdés antissepsia, por venopunc¢do jugular,
utilizando-se sistema a vacuo® com tubos estéreis sem anticoagulante para
separacao do soro. Todas as colheitas foram coincidentes aquelas do liquido
peritoneal.

Todas as amostras foram congeladas e mantidas a -70° C até o
momento das dosagens.

Os animais de ambos os grupos receberam flunixina meglumina®, na
dose de 1,0 mg/kg/IM, ao término das observacoes e colheitas de amostras.
Esse tratamento foi repetido por trés dias consecutivos.

! Ivomec, Merial, Campinas, SP, Brasil.

? Neocaina, Abbott, Sado Paulo.

% Vacutainer, BD, Plymouth, Reino Unido.

* Banamine, Schering-Plough, Cotia, SP, Brasil.
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lll.b. Delineamento experimental

A endotoxemia foi induzida nos grupos pela infusdo de 500 ng/kg de
endotoxina de E. coli 055:B5° diluida em 50 mL de solucéo de NaCl a 0,9%°. A
suspensao foi administrada intraperitonealmente (i.p.) na regiao paralombar
direita, via canula mamaria estéril, durante 5 minutos, de acordo com as
normas de assepsia e antissepsia.

O delineamento experimental esta resumido na Figura 1.

No grupo experimental a LPS i.p. foi administrada conforme descrito
anteriormente. Apos aguardar 20 minutos, foi administrada lidocaina 2%’ i.v.
(1,3 mg/kg), durante 5 minutos, seguida da infusdo de lidocaina 2%’ i.v. na
taxa de 0,05 mg/kg/min., durante 6 horas.

No grupo controle a LPS foi administrada como no GE. Decorridos 20
minutos da aplicacdo da endotoxina, foi administrada a solucdo de NaCl a
0,9%° i.v., em igual volume calculado para a lidocaina a 2%, durante 5 minutos.
Finalmente, infundiu-se um volume de solucdo de NaCl a 0,9%° igual ao que

seria infundido para a lidocaina 2%’ durante 6 horas.

GC LPS Solucao NaCl 0,9% | Solucao NacCl 0,9%
GE LPS Lidocaina 2% Lidocaina 2%
-10 -5 0 20 25 385 min.

Figura 1 — Desenho esquematico do delineamento experimental para o grupo
controle (GC) e grupo experimental (GE) com os momentos (em
minutos) e intervalos da administracdo do lipopolissacarideo (LPS) e

> Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA.

® Cloreto de sédio 0,9%, J. P. Industria Farmacéutica S. A., Ribeirdo Preto, SP, Brasil.

® Cloreto de sddio 0,9%, J. P. Industria Farmacéutica S. A., Ribeirdo Preto, SP, Brasil.

’ Lidocaina a 2%, Ariston IndUstrias Quimicas e Farmacéuticas Ltda., S&0 Paulo, SP, Brasil.
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solucdes de NaCl a 0,9% e lidocaina a 2%. A infusdo de LPS iniciando
no momento -5 minutos e terminando no momento 0. A administracao
de solucdo de NaCl 0,9% (GC) ou lidocaina 2% (GE) iniciou aos 20
MAI de LPS, durando 5 minutos, seguida da infusdo por 6 horas de
solucéo de NaCl 0,9% (GC) ou lidocaina 2% (GE).

Para o melhor controle da velocidade e tempo de infuséo, as diferentes
solucgdes utilizadas foram administradas por meio de uma bomba de infusdo

continua para seringas com escala de 0,15 - 60 mL?.

Ill.c. Eletroforese

Por meio da eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de
sédio (SDS-PAGE) foi realizado o fracionamento das diferentes proteinas de
fase aguda avaliadas. Para a confeccao dos diferentes géis, foram utilizados
produtos Sigma®.

O gel de empilhamento a 4% consistiu de 1,97 mL de agua deionizada,
de 300 pL de solugao Tris-HCL 2 M, com o pH ajustado para 8,8, acrescido de
0,5 mL de Acrilamida/Bis (30%/2,6%), de 150 yL de Glicerol, de 61,5 uL de
solucdo de EDTA 0,5 M pH 8,3, e 61,5 yL de solugcdo de SDS 10%. Foi
polimerizado pela adicdo de 30 pL de persulfato de aménio a 10% e 6,5 yL de
tetrametil-etilenodiamina (TEMED). Este gel, onde as amostras sdo aplicadas,
possui porosidade maior que o gel de separacéo e tem a fungcéo de concentrar
a amostra da proteina.

O gel de separacédo a 10%, onde ocorre o fracionamento das proteinas,
consistiu de 5,95 mL de agua deionizada, de 2,95 mL de solug&o Tris-HCL 2 M,
com o pH ajustado para 8,8, acrescido de 5,25 mL de Acrilamida/Bis
(30%/2,6%), de 850 puL de Glicerol, de 310 pL de solucdo de EDTA 0,5 M pH
8,3, e 310 pL de solucdo de SDS 10%. Foi polimerizado pela adicdo de 121 uL
de persulfato de amonio a 10% e 13,5 pL de tetrametil-etilenodiamina (TEMED).

8 SAGE Syringe Pump, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA.
® Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA.
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A solugédo tampédo de amostra consistiu de 10 mL de lauril sulfato de
sodio a 10%, 4 mL de EDTA 0,5 M, 5 mL de triz-fosfato 0,617 M (pH 6,8), 3 mL
de 2-mercaptoetanol, 10 mL de glicerol, 18 mL de agua deionizada e 5 mg de
azul de bromofenol.

A solucdo tampao de corrida concentrada 10 vezes consistiu de 63,2 g
de trizma-base, 39,9 g de glicina, e 10 g de SDS e completado o volume com
1000 mL de agua destilada.

Para o preparo das amostras de soro foram utilizados 10 yL de amostra
pura em um tubo de polipropileno® de 0,5 mL, adicionando-se 20 pL de
tampéao de amostra e 30 pL de solucdo tampéo de fosfato salina.

Para o preparo das amostras de liquido peritoneal foram utilizados 40 pL
de amostra pura em tubos de polipropileno® aos quais foram adicionados 20
UL de tampdo de amostra. As amostras foram fervidas por 10 minutos para
desnaturacao das proteinas e em seguida foram aplicadas ao gel.

Utilizou-se uma cuba de eletroforese e dois sistemas verticais de gel
medindo 20 cm x 15 cm ligados & fonte de energia'! programada a 20 mA
enquanto as amostras estiveram no gel de empilhamento e aumentada para 30
mMA guando as amostras chegassem ao gel de separacéo.

Os géis foram corados durante 90 minutos em 200 mL de solucdo de
azul de comassie 0,2% (Brilliant Blue R 250) a base de metanol (50%), acido
acético glacial (10%), agua (40%) e azul de comassie (0,25%), para a
visualizagéo do fracionamento proteico.

Os géis foram descorados “overnight” em uma solug¢ao contendo 25% de
metanol, 10% de acido acético glacial e 65% de agua destilada, para retirar o
excesso de corante e tornar as fracdes proteicas nitidas.

As concentracbes das fracOes proteicas foram determinadas por um
fotodocumentador'® computadorizado. As fracbes de proteinas de fase aguda

foram identificadas utilizando-se como referéncia um marcador de peso

1% Costar Polypropylen Tubes, UK.
" powerPac 1000, Bio-Rad, UK.
2 |mageQuant LAS 4000, GE Healthcare, USA.
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molecular'® de 6.500 a 200.000 déaltons e pela comparacdo com a mobilidade
eletroforética de proteinas purificadas** (transferrina, ceruloplasmina, albumina,
haptoglobina e glicoproteina acida). Os valores das concentracbes das
proteinas foram determinados pela proporcdo dessas em relacdo aos valores
da proteina total de cada momento, determinada por refratometria (FAGLIARI
et al., 1998; SAQUETTI et al., 2008).

I1l.d. Analise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia com medidas
repetidas entre os momentos estudados, seguidos pelo teste de Friedman para
comparar momentos em cada grupo e o teste de Mann-Whitney para comparar
grupos em cada momento, considerando-se significativos valores com p < 0,05.

Para a andlise estatistica foi utilizado programa computacional SAS™ .

13 Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA.
! Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA.
1> SAS Statistical Analysis System, SAS Institute, Cary, EUA.



17

IV. RESULTADO

Os valores referentes as concentracfes médias séricas e peritoneais de
proteinas de fase aguda (transferrina, ceruloplasmina, albumina, haptoglobina
e glicoproteina acida) estdo apresentados nas Tabelas 1 a 10.

Nao houve alteragao significativa (p>0,05) das concentracdes séricas de
transferrina em ambos os grupos ao longo do tempo. Contudo, a concentracéo
sérica de transferrina estava aumentada significativamente (p<0,05) no
momento basal (10 minutos antes da endotoxemia), aos 20, 240, 300 e 385
minutos apoOs a infusdo de endotoxina (MAI) no GE em relacdo ao GC nos

mesmos momentos (Tabela 1).

Tabela 1 — Concentracbes séricas de transferrina (mg/dL) de equinos,
guantificadas em diferentes momentos antes e ap0s serem
submetidos a inducdo experimental de endotoxemia por via
intraperitoneal e posteriormente tratados com infusdo intravenosa
continua de solucdo de NaCl a 0,9%, grupo controle (GC), ou
lidocaina a 2%, grupo experimental (GE)

MAI
Grupos  Basal 20 60 120 180 240 300 385

GC 13,88 16,31 11,61 9,24 20,80 19,49 14,81 13,90
6 (3,55- (2,80- (3,60- (5,68- (4,62- (3,25- (3,30- (5,60-
(n=6)  ,308° 350)° 5037)" 6580)" 54,12)" 5292)° 26,60)° 34.32)°

GE 58,54 59,76 45,95 54,27 40,01 61,38 47,51 61,61

> (11,97-  (12,12-  (10,56-  (14,08- (12-200)" (40,02-  (17,11-  (26,32-
(n=6) 105,60 97,65)" 8757)" 79.38)" 1555)"* 8757)" 117"

Valores médios com intervalo minimo e maximo entre parénteses.
Basal = 10 minutos antes da endotoxemia.
Letras mailsculas distintas na coluna diferem entre si (teste de Mann-Whitney, p<0,05).
MAI= minutos apés a infusédo de endotoxina.

N&o houve alteracao significativa (p>0,05) das concentracdes séricas de

ceruloplasmina, albumina, haptoglobina e glicoproteina acida em ambos os

grupos ao longo do tempo, nem entre os dois grupos estudados (Tabelas 2 a 5).
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Tabela 2 - Concentracdes séricas de ceruloplasmina (mg/dL) de equinos,

guantificadas em diferentes momentos antes e ap0s serem
submetidos a inducdo experimental de endotoxemia por via
intraperitoneal e posteriormente tratados com infusdo intravenosa
continua de solucdo de NaCl a 0,9%, grupo controle (GC), ou
lidocaina a 2%, grupo experimental (GE)

MAI

Grupos Basal 20 60 120 180 240 300 385
GC 55,33 57,28 60,02 67,73 61,03 50,17 57,55 45,50
a (21,78-  (21,70-  (30,36-  (19,80-  (24,42-  (24,79-  (28,29-  (25,16-
(n=6) 117,9) 168,3) 218,4) 221,1) 241,2) 86,10) 342,0) 178,5)
98,12 104,5 70,37 62,04 66,02 71,23 76,30 89,23
GE (77,22-  (56,32-  (48,00-  (32,40-  (31,62-  (40,60-  (39,90-  (42,18-
(n=6) 185,0) 159,9) 110,7) 170,1) 265,7) 216,1) 107,2) 133,9)

Valores médios com intervalo minimo e maximo entre parénteses.
Basal = 10 minutos antes da endotoxemia.
MAI= minutos apés a infuséo de endotoxina.

Tabela 3 - Concentracdes séricas de albumina (g/dL) de equinos, quantificadas

em diferentes momentos antes e apdés serem submetidos a inducdo
experimental de endotoxemia por via intraperitoneal e
posteriormente tratados com infusdo intravenosa continua de
solucdo de NaCl a 0,9%, grupo controle (GC), ou lidocaina a 2%,
grupo experimental (GE)

MAI

Grupos  Basal 20 60 120 180 240 300 385
oC 2.22 2.15 214 2.16 2,23 2,38 2,31 1,05
€ (136-  (154- (155  (L53- (149  (152-  (152-  (147-
(n=6) 357 3,48) 3,44) 3,44) 3,56) 4.08) 3,73) 3,67)
GE 2.43 2.29 231 2,14 2,28 2,20 2,35 2,20
- (167-  (180- (166  (164-  (1.22-  (203-  (201- (186
(n=6) 574 2.93) 3,14) 2.45) 2.81) 2.49) 2.76) 2,49)

Basal = 10 minutos antes da endotoxemia.
MAI= minutos ap6s a infusdo de endotoxina.

Tabela 4 - Concentracbes séricas de haptoglobina (mg/dL) de equinos,

guantificadas em diferentes momentos antes e apos serem
submetidos a inducdo experimental de endotoxemia por via
intraperitoneal e posteriormente tratados com infusédo intravenosa
continua de solucdo de NaCl a 0,9%, grupo controle (GC), ou
lidocaina a 2%, grupo experimental (GE)

MAI
Grupos Basal 20 60 120 180 240 300 385
GC 136,7 125,4 125,7 115,9 101,9 123,5 106,2 120,4
(n=6) (81,84- (90,39- (95,85- (63,05- (80,52- (80,40- (76,70- (96,00-

248,4) 240,8) 229,8) 228,9) 124,2) 272,2) 207,9) 226,8)
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Continuacdo Tabela 4 - Concentracdes séricas de haptoglobina (mg/dL) de

equinos, quantificadas em diferentes momentos antes e ap0s serem
submetidos a inducdo experimental de endotoxemia por via
intraperitoneal e posteriormente tratados com infusdo intravenosa
continua de solucdo de NaCl a 0,9%, grupo controle (GC), ou
lidocaina a 2%, grupo experimental (GE)

GE
(n=6)

123,2 92,93 90,52 97,01 132,5 112,0 88,45 97,21
(81,25 (63,51  (58,46-  (64,96-  (60,76-  (54,56-  (52,44-  (59,94-
204,1) 283,6) 225,7) 191,4) 198,0) 220,1) 189,4) 161,4)

Valores médios com intervalo minimo e maximo entre parénteses.
Basal = 10 minutos antes da endotoxemia.
MAI= minutos ap6s a infusdo de endotoxina.

Tabela 5 - Concentracfes séricas de glicoproteina acida (mg/dL) de equinos,

qguantificadas em diferentes momentos antes e ap0s serem
submetidos a inducdo experimental de endotoxemia por via
intraperitoneal e posteriormente tratados com infusdo intravenosa
continua de solucdo de NaCl a 0,9%, grupo controle (GC), ou
lidocaina a 2%, grupo experimental (GE)

MAI
Grupos Basal 20 60 120 180 240 300 385
G 51,83 57,95 51,35 52,29 37,38 4787 53,44 50,24
2 (31,02- (26,91  (39,60-  (24,42-  (13,65-  (26,80-  (26,00- (26,60
(n=6) 185,8) 224,0) 209,1) 238,0) 226,1) 224.6) 219,1) 231,7)
GE 75,41 66,90 54,74 58,82 87,77 74,60 75,69 88,83
(n=6) (33,15  (39,68-  (34,56-  (28,52-  (29,14-  (38,86-  (34,20- (35,34

212,3) 204,8) 201,3) 174,7) 181,2) 171,1) 174,6) 190,2)

Valores médios com intervalo minimo e maximo entre parénteses.
Basal = 10 minutos antes da endotoxemia.
MAI= minutos ap6s a infusdo de endotoxina.

No liquido peritoneal, observou-se um aumento significativo (p<0,05) das

concentracbes de transferrina dos 240 aos 385 MAI em comparacdo ao

momento basal no GC. N&o houve alteracdo significativa (p>0,05) das

concentragdes de transferrina no liquido peritoneal nos animais do GE ao longo

do tempo. Também ndo foram encontradas alteracfes significativas (p>0,05)

das concentracdes de transferrina no liquido peritoneal entre os grupos (Tabela

6).
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Tabela 6 - Concentracfes de transferrina (mg/dL) no liquido peritoneal de
equinos, quantificadas em diferentes momentos antes e apds serem
submetidos a inducdo experimental de endotoxemia por via
intraperitoneal e posteriormente tratados com infusdo intravenosa
continua de solucdo de NaCl a 0,9%, grupo controle (GC), ou
lidocaina a 2%, grupo experimental (GE)

MAI
Grupos Basal 20 60 120 180 240 300 385
cc 276 339 462 1528 (128’6912_ 2475 2728 30,07
ooy (096 (225 (125 (7.80-  ,gu . (936 - (1122. (9,60-
N 553)°  594)°¢ 930)>° 47,74)"¢ be 37,44)*" 50,84%" 99,47)?
GE 5,16 4,44 3,97 8,53 1143 1227 1275 o
(neey (280~ (15 (216~ (531-  (180- (798 (378 ;ou%o

7,84) 8,70)  11,62) 23,04) 26,68) 26,73) 31,32

Valores médios com intervalo minimo e maximo entre parénteses.

Basal = 10 minutos antes da endotoxemia.

Letras minGsculas distintas na linha diferem entre si (teste de Friedman, p<0,05).
MAI= minutos ap6s a infusdo de endotoxina.

As concentracOes peritoneais de ceruloplasmina sofreram aumento
significativo (p<0,05) aos 385 MAI em relacdo ao momento basal e quando
comparado com os momentos 20, 60 e 120 MAI no GC. Nao foram
encontradas alteracdes significativas (p>0,05) das concentracdes de
ceruloplasmina no liquido peritoneal nos animais do GE entre 0s momentos
avaliados. Na comparacéo dos dois grupos, observou-se que as concentracdes
peritoneais de ceruloplasmina foram significativamente menores (p<0,05) nos

animais do GE aos 300 MAI somente (Tabela 7).

Tabela 7 - Concentracdes de ceruloplasmina (mg/dL) no liquido peritoneal de
equinos, quantificadas em diferentes momentos antes e apds serem
submetidos a inducdo experimental de endotoxemia por via
intraperitoneal e posteriormente tratados com infusédo intravenosa
continua de solucdo de NaCl a 0,9%, grupo controle (GC), ou
lidocaina a 2%, grupo experimental (GE)

MAI
Grupos Basal 20 60 120 180 240 300 385
- 6,50 6,43 5,02 11,18 (186;1163_ 17,82 2082 2346
e (462, @69 (132 @es; 50 (173 (1072 (1406
(N=6) 111622 917)%4 8a0)®* 2004)°* 3120 2595)PA  2199)PA 47 04)%
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Continuacdo Tabela 7 - Concentracfes de ceruloplasmina (mg/dL) no liquido
peritoneal de equinos, quantificadas em diferentes momentos
antes e apos serem submetidos a inducdo experimental de
endotoxemia por via intraperitoneal e posteriormente tratados com
infusdo intravenosa continua de solucdo de NaCl a 0,9%, grupo
controle (GC), ou lidocaina a 2%, grupo experimental (GE)

GE 5,58 712 5,03 11,86 11,80 11,03 1224 13,93
- 2:31- (308  (264-  (6.24-  (7.20-  (270- (405  (0-63.28)
(N=6)  gapA 965" 812" 2004)* 21,08 19.95" 18,70)° A

Valores médios com intervalo minimo e maximo entre parénteses.

Basal = 10 minutos antes da endotoxemia.

Letras minusculas distintas na linha diferem entre si (teste de Friedman, p<0,05).
Letras mailsculas distintas na coluna diferem entre si (teste de Mann-Whitney, p<0,05).
MAI= minutos ap6s a infuséo de endotoxina.

As concentracoes peritoneais  de albumina  aumentaram
significativamente (p<0,05) dos 240 aos 385 MAI, quando comparados aos
momentos anteriores no GC, e aos 300 MAI nos animais do GE quando
comparado com os momentos Basal a 180 MAI. Entretanto, ndo foram
encontradas alteracdes significativas (p>0,05) das concentracées de albumina
no liquido peritoneal entre os grupos (Tabela 8).

Tabela 8 - Concentracdes de albumina (g/dL) no liquido peritoneal de equinos,
guantificadas em diferentes momentos antes e apos serem
submetidos a inducdo experimental de endotoxemia por via
intraperitoneal e posteriormente tratados com infusédo intravenosa
continua de solucdo de NaCl a 0,9%, grupo controle (GC), ou
lidocaina a 2%, grupo experimental (GE)

MA
Grupos  Basal 20 60 120 180 240 300 385
GO 0,26 0,24 0,24 0,31 0,50 0,61 0,76 0,77
°C (0:045)° (0:041)° (0035) (019  (014-  (023-  (0.32-  (0.24-
(n=6) b 0,86)"° 101"  147)*  158)*  129)°
GE 0,17 0,17 0,20 0,46 0,61 0,71 1,17 1,13
(n=6) (015 (013 (015  (03% (043 (063 (051  (0-174)

0,25)%¢  0,21)°¢ 0,29)" 0,94)" 1,19)°  155)*  161)?

Valores médios com intervalo minimo e maximo entre parénteses.

Basal = 10 minutos antes da endotoxemia.

Letras minusculas distintas na linha diferem entre si (teste de Friedman, p<0,05).
MAI= minutos ap6s a infuséo de endotoxina.
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Em ambos os grupos, ndo foram encontradas diferencas significativas
(p>0,05) nas concentracgdes peritoneais de haptoglobina ao longo do tempo em
relacio ao momento basal, porém, o momento 385 MAI diferiu
significativamente dos momentos 20 e 60 MAI no GC. Também nédo foram
encontradas alteracdes significativas (p>0,05) das concentragbes peritoneais

de haptoglobina entre os grupos (Tabela 9).

Tabela 9 - Concentracdes de haptoglobina (mg/dL) no liquido peritoneal de
equinos, quantificadas em diferentes momentos antes e apds serem
submetidos a inducdo experimental de endotoxemia por via
intraperitoneal e posteriormente tratados com infusédo intravenosa
continua de solucdo de NaCl a 0,9%, grupo controle (GC), ou
lidocaina a 2%, grupo experimental (GE)

MAI
Grupos Basal 20 60 120 180 240 300 385
GC 25,53 26,81 17,73 29,17 45,42 54,96 59,37 63,27

(0-56,1) (0-42.21) (0-39.30) (19,18-  (13,04-  (1010-  (1496-  (27.37-
a,

(n=6) 55,44)*"  1332)*° 1148)*" 157,7)*" 144.3)?
GE 17,85 18,98 16,10 41,43 34,90 47,29 47,30 7337
(n=6) (6,85- (3,68- (5,65- (1521-  (0,97- (1501 (12.82- Ao

30,66) 25,20) 22,54) 55,66) 79,50) 66,24) 166,9)

Valores médios com intervalo minimo e maximo entre parénteses.
Basal = 10 minutos antes da endotoxemia.

Letras minusculas na linha diferem entre si (teste de Friedman, p<0,05).
MAI= minutos apés a infuséo de endotoxina.

As concentracdes peritoneais de glicoproteina acida sofreram aumento
significativo (p<0,05) aos 240 e 385 MAI em relagdo ao momento basal e 20 e
60 MAI no GE, enquanto no GC nao se observaram alteracdes (p>0,05) nas
concentragfes desta proteina ao longo do tempo. Na comparagdo entre 0s
grupos, as concentracdes peritoneais de glicoproteina acida estavam
aumentadas (p<0,05) no momento basal nos animais do GC em relacdo ao GE
(Tabela 10).
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Tabela 10 - Concentracdes de glicoproteina acida (mg/dL) no liquido peritoneal
de equinos, quantificadas em diferentes momentos antes e apoés
serem submetidos a inducdo experimental de endotoxemia por via
intraperitoneal e posteriormente tratados com infusdo intravenosa
continua de solucdo de NaCl a 0,9%, grupo controle (GC), ou
lidocaina a 2%, grupo experimental (GE)

MAI
Grupos Basal 20 60 120 180 240 300 385
GC 38,08 29,07 30,59 19,94 33,97 31,93 35,77 38,32
a (2,22- (22,94- (4,06- (8,96- (15,30- (5,22- (8,56- (8,12-
(n=6) A A A A A A A A
86,56)" 77,35" 68,76)" 39,36)" 64,98)" 8844)" 8928)"  104,3)
9,37 9,77 31,95 27,73 33,26
: 12,18 : ’ ’ 43,15 : 60,32
G—% 15&248?5" (1,44; 21(1ég)5;'°' 61(58’%);*" 6?’313,24;861'-[)’ arer-, o ’75)26"1" (0-116.1)
(n=6) 1849 235501 2L 5 2 eaeayr O] A

Valores médios com intervalo minimo e maximo entre parénteses.

Basal = 10 minutos antes da endotoxemia.

Letras mindsculas distintas na linha diferem entre si (teste de Friedman, p<0,05).
Letras mailsculas distintas na coluna diferem entre si (teste de Mann-Whitney, p<0,05).
MAI= minutos apés a infuséo de endotoxina.
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V. DISCUSSAO

Os achados mais relevantes foram que a infusdo de endotoxina causou
aumento ao longo do tempo nas concentragbes peritoneais de transferrina,
ceruloplasmina, albumina e haptoglobina no grupo controle e ndo no grupo
experimental, tratado com lidocaina, permitindo inferir que a mesma teve efeito
sobre a inducdo da endotoxemia. Porém, quando avaliadas as concentracdes
de glicoproteina acida peritoneal, ocorreu o inverso, com aumento somente nos
animais tratados.

A inducdo experimental da endotoxemia, por meio da administracao
intraperitoneal de LPS, causou altera¢cdes mais evidentes das proteinas de fase
aguda mensuradas no liquido peritoneal do que no soro dos animais. Este
modelo pode ser considerado efetivo para avaliacdo das proteinas no liquido
peritoneal, como previamente demonstrado por Peir6 et al. (1999) na avaliacao
da resposta inflamatoria celular, porém estes autores observaram que 0
modelo utilizado também causa resposta celular no sangue periférico, no
presente estudo apenas a concentracdo de transferrina variou no soro.

A endotoxina foi responsavel pelo aumento da concentracdo peritoneal
de transferrina 4 horas apos sua infusdo nos animais do grupo controle, em
humanos o pico de transferrina ocorreu 3 horas apds a aplicacdo intravenosa
de endotoxina purificada de E. coli (Van EIJK et al., 2013). A transferrina é uma
PFA negativa cujas concentragcdes caem durante a resposta de fase aguda
(NGUYEN, 1999), apos elevacéo inicial para reabsor¢éo do ferro (WEBB ET al.,
2010), Portanto, € possivel que a elevacao da transferrina peritoneal durante o
processo inflamatorio na cavidade abdominal induzida pela endotoxina neste
estudo possa ser explicada como uma tentativa do organismo em prevenir a
colonizagéo bacteriana nestes animais ao limitar a disponibilidade de ferro para
as bactérias (CERON et al., 2005; FLO et al., 2004), aumentando sua absor¢ao
pelos receptores de transferrina no duodeno e colons, uma vez que a

endotoxina administrada é um componente da parede bacteriana.
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Recentemente, foram descritos a clonagem e a expressdo do receptor para
transferrina em diversos tecidos de equinos (WEBB et al., 2010). Estes autores
demonstraram que a maior expressdo para este receptor se localizava na
medula 6ssea, seguido pelo duodeno e colons. Sabe-se que no duodeno e nos
cardiomiocitos, a expressdo do receptor para transferrina possui um papel
importante para reabsorver o ferro ligado a transferrina (WEBB et al., 2010).
Como nao foram observadas alteracées no grupo tratado com lidocaina, pode-
se inferir que a lidocaina teve efeito inibitério sobre esta PFA nas doses
empregadas.

Nas amostras séricas as concentracfes de transferrina foram maiores
no grupo experimental (Tabela 1), este fato deve-se, provavelmente, a variagcao
individual, visto que desde o momento basal, ou seja, antes da administracao
de LPS e solucédo de lidocaina, estes valores ja estavam elevados quando
comparados ao grupo controle, o que certamente influenciou os valores nos
demais momentos.

Em trabalho realizado por Fagliari e Silva (2002) nao foi possivel
mensurar a concentracado plasmatica de transferrina em equinos acometidos
por abdome agudo (sede no intestino grosso) antes e apo0s a laparotomia
exploratoria. Esta diferenca em relagdo ao presente estudo pode estar
relacionada aos momentos de colheita das amostras (até 6 horas no presente
estudo versus a cada 24 horas nos animais com colica), pois a transferrina é
uma proteina de fase aguda que diminui sua concentragdo no soro (carater
negativo) depois de desencadeado o evento inflamatério (KANEKO, 2008;
SAQUETTI et al., 2008; VIEIRA et al., 2010).

A elevacéo da ceruloplasmina peritoneal no grupo controle foi pequena
em relacdo aquela observada no plasma de equinos portadores de abdome
agudo (c6lon maior) e submetidos a laparotomia (FAGLIARI et al., 2008). No
presente estudo, a concentragdo peritoneal de ceruloplasmina aumentou
apenas 385 minutos ap6s a infusdo de endotoxina nos animais do grupo
controle, quando comparado ao momento basal (Tabela 7). Contudo, a

auséncia de alteragdo nas concentracdes peritoneais desta proteina nos
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animais tratados com lidocaina ao longo do tempo, associada ao fato da
concentracdo de ceruloplasmina ter diminuido no mesmo momento (300 MAI)
em relacdo aos animais do grupo controle, sugere a eficacia da infusdo da
lidocaina na inibicdo do aumento desta PFA.

Nos animais tratados com lidocaina, o aumento da concentracdo
peritoneal de albumina ocorreu 1 hora ap6s o inicio da elevacdo da
concentracdo peritoneal desta proteina nos animais do grupo controle (Tabela
8). Este resultado sugere que a infusdo de lidocaina pode ter auxiliado no
retardo do extravasamento vascular desta proteina para a cavidade abdominal.
Em um estudo prévio utilizando estes mesmos animais foi demonstrado que a
concentracdo peritoneal de fibrinogénio foi significativamente menor nos
animais tratados com lidocaina do que naqueles tratados com solu¢édo de NacCl
a 0,9% (controle) ao longo de 6 horas (PEIRO et al., 2010).

A concentracéo sérica de albumina em cabras (GONZALEZ et al., 2008),
felinos (OTTENJANN et al.,, 2006) e na maioria das espécies de mamiferos
diminui cerca de 10-30% (MACKIEWICZ, 1997) apds ter sido iniciada alguma
condi¢do inflamatoria; porém no trabalho realizado a concentragdo sérica nao
variou, demonstrando que o processo inflamatoério sistémico foi leve.

Em equinos, as concentracdes séricas de haptoglobina sdo utilizadas
para diagnosticar e monitorar doencas inflamatérias nesta espécie (ALLEN;
KOLD 1988), e sédo consideradas como marcadores sensiveis da inflamacéo,
aumentando em resposta ao trauma cirargico (ALLEN; KOLD, 1988; AUER et
al., 1989; EURELL et al, 1993). O que nao ocorreu neste estudo,
provavelmente em virtude de processo inflamatério menos intenso neste
modelo experimental, quando comparado ao trauma cirargico. Embora a
determinacao das concentracdes peritoneais desta PFA seja considerada um
indicador mais sensivel de processos inflamatdérios na cavidade abdominal do
gue os valores séricos (EURELL et al., 1993), suas concentracdes respondem
mais lentamente a inflamacéo e variam muito em animais normais (POLLOCK
et al., 2005). No presente estudo também foi observada resposta lenta a

inducao experimental da endotoxemia no grupo controle (Tabela 9), pois houve
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elevacao apenas aos 385 MAI em comparacao aos 20 MAI.

A ceruloplasmina e a haptoglobina sao até seis vezes mais sensiveis do
gue as contagens de leucocitos para se detectar inflamacdo, e estédo
aumentadas nos casos nos quais as contagens totais e diferenciais de
leucécitos ndo sofreram alteracbes (SOLTER et al.,, 1991). Em um estudo
prévio utilizando estes mesmos animais detectaram-se aumentos significativos
da contagem de leucdcitos totais em ambos os grupos entre 2 e 4 horas apoés a
infusdo da endotoxina (PEIRO et al., 2010). A auséncia de alteracdes nas
concentracbes séricas destas duas PFAs demonstrou que 0 processo
inflamatorio sistémico foi leve, porém houve resposta na avaliacdo do liquido
peritoneal.

Em cdaes, as concentracdes séricas de haptoglobina aumentaram
somente apds 48 horas da inducdo da endotoxemia (TVARIJONAVICIUTE et
al., 2011). Isto pode ser explicado pelo fato destes autores terem utilizado dose
e via de administracao diferentes das empregadas neste estudo.

A glicoproteina acida € considerada um agente anti-inflamatoério e
imunomodulador com atividades antineutrofilica e anticomplemento (CERON et
al.,, 2005). Em um estudo prévio utilizando estes mesmos animais foi
demonstrado que a contagem de células polimorfonucleares peritoneais
aumentaram a partir de 3 até 6 horas apos a infusdo da endotoxina (PEIRO et
al., 2010). Desta forma, a elevacéo da concentracdo peritoneal de glicoproteina
acida a partir de 4 horas tenha ocorrido para diminuir esta migracdo de
polimorfonucleares para a cavidade abdominal, confirmando seu efeito anti-
inflamatorio que néo foi inibido pela infusdo da lidocaina, pois houve aumento
significativo ao longo do tempo no grupo tratado (Tabela 10).

A glicoproteina acida teve pouca variagdo nos animais deste estudo,
concordando com os resultados de Fagliari e Silva (2002) que compararam o0
proteinograma plasmatico de equinos higidos com equinos acometidos por
abdome agudo, antes e apdés laparotomia. Em cabras, esta proteina alcanca
picos quatro dias ap6s o estimulo inflamatério (GONZALEZ et al., 2008); em

felinos, a concentracdo da glicoproteina acida aumenta 10 vezes mais em
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relacdo ao momento basal em animais que passaram por condicdes
inflamatdrias naturais ou experimentais (KAJIKAWA et al., 1999; PALTRINIERI,
2008) e neoplasias (CORREA et al., 2001; SELTING et al., 2000) ou foram
acometidos pelo virus da imunodeficiéncia felina (FIV) (DUTHIE et al., 1997).

Alguns autores propuseram a divisdo de PFAs do tipo | (induzida por IL-
1 e TNF-a) e tipo Il (induzida por IL-6) (BAUMANN; GAULDIE, 1994;
CONTENT et al., 1985; DINARELLO,1984; MACKIEWICZ, 1997; NAWROTH et
al.,, 1986; PETERSEN et al., 2004). Em um estudo prévio utilizando estes
mesmos animais, detectou-se o pico maximo da concentracdo de TNF-a 2
horas apés a injecdo intraperitoneal de LPS tanto no soro quanto no liquido
peritoneal dos animais do grupo controle, enquanto os animais tratados com
lidocaina tiveram concentracdes de TNF-a menores do que no grupo controle
(PEIRO et al., 2010). Portanto, os baixos niveis desta citocina poderiam ter sido
responsaveis pela auséncia de alteracdo nas concentracdes séricas ou
peritoneais de haptoglobina e da interleucina-6 (IL-6) (PEIRO et al., 2010) que
€ a principal reguladora da resposta de proteinas de fase aguda (VAN DER
POLL; VAN DEVENTER, 1998; VAN SNICK, 1990).
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VI. CONCLUSAO

Conclui-se que neste modelo experimental a administracdo
intraperitoneal de endotoxina causou 0 aumento nas concentracoes peritoneais
de transferrina, ceruloplasmina e haptoglobina no grupo controle, da albumina
em ambos 0s grupos, e da glicoproteina acida no grupo tratado com infusdo de
lidocaina. Porém a auséncia de alteragcbes nas concentracfes séricas de
ceruloplasmina, albumina, haptoglobina e glicoproteina acida indicam que a
guantidade de endotoxina que chegou a corrente circulatéria ndo foi suficiente
para alterar as concentracdes séricas destas proteinas. A infusdo continua de
lidocaina interferiu nos valores peritoneais das proteinas mensuradas, tendo

efeito anti-endotoxémico.
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