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INTERLEUCINA 6 E PROTEINOGRAMA SERICO DE OVINOS SUBMETIDOS
A ENDOTOXEMIA EXPERIMENTAL

RESUMO - Objetivando-se avaliar as concentracdes séricas de Interleucina 6
(IL-6) e proteinograma de ovinos submetidos a endotoxemia experimental. Dez
ovinos (4 anos) foram divididos em dois grupos, Grupo Controle (GC, n=4)
inoculados com NaCl 0,9 %, IV e Grupo Tratado (GT, n= 6) inoculados com 400
ng/Kg de LPS de Escheria coli. O exame fisico foi realizado, imediatamente
antes da inoculacdo (MO), bem como a coleta de sangue para perfil
hematolégico e bioquimico, dosagem de IL-6 e proteinograma. As amostras
foram coletadas em MO e apos 2, 4, 6, 12, 24, 36, 48 e 60 horas, de realizada a
inoculacdo. A dosagem de IL-6 foi feita pelo método de ELISA e o
proteinograma pelo método de eletroforese em poliacrilamida com dodecil
sulfato de sodio (SDS-PAGE), para o perfil hematolégico utilizou-se contador
de células automatico (BCVet- 2800), o perfil bioquimico foi realizado
utilizando-se kits comerciais (Labtest®) e por fim, a concentracdo de glicose foi
mensurada por meio de um monitor de glicemia (Breeze 2, Bayer®).
Constatou-se um aumento na concentracao de IL-6 60 horas pés-inoculacao de
LPS. O pico febril ocorreu quatro horas poés-inducéo endotoxémica. Constatou-
se leucopenia com neutropenia e reducdo na concentracdo da proteina total,
albumina e glicoproteina acida duas horas apdés a administracdo de LPS,
acompanhados por uma elevacao inicial na concentracdo de glicose, seguida
de reducédo, seis horas pos-inoculacdo. Concluiu-se que a dosagem de
Interleucina 6 e o proteinograma sérico sdo métodos de diagndsticos eficientes
para detectar e monitorar a progressao e gravidade de processos inflamatoérios

provenientes de uma endotoxemia induzida experimentalmente em ovinos.

Palavras-chave: Endotoxemia - ovinos, Inflamacédo — complicacdes, Albumina

serica — andlise, Reacéo de fase aguda.



INTERLEUKIN 6 AND SERUM PROTEINOGRAM OF SHEEP SUBJECTED
EXPERIMENTAL ENDOTOXEMIA

SUMMARY - Aiming to evaluate serum concentrations of interleukin 6 (IL-6)
and proteinogram of sheep undergoing experimental endotoxemia. Ten animals
(4 years old) were divided into two groups, Control Group (CG, n= 4) inoculated
with NaCl 0,9%, IV and Treated Group (TG, n= 6) inoculated with 400 ng/Kg of
LPS from Escheria coli. The physical examination was performed immediately
before inoculation (MOQ), as well as blood collection for hematological and
biochemical profiles, dosage of IL-6 and proteinogram. Samples were collected
at MO and after 2, 4, 6, 12, 24, 36, 48 and 60 hours after of inoculation. The
dosage of IL-6 was done by ELISA and the proteinogram by method of
eletrophoresis in polyacrylamide sodium dodecyl sulphate (SDS-PAGE), for
hematological profile was used automatic cell counter (BC-2800Vet), the
biochemical profile was performed using commercial kits (Labtest®) and the
glucose concentrations was measured using glucose monitor (Breeze2,
Bayer®). It was found an increase in the dosage of IL-6 60 hours after LPS
injection. The fever peak occurred four hours after induction of endotoxemia.
There was leukopenia, with neutropenia and reduction in concentration of total
protein, albumin and acid glycoprotein two hours after LPS administration,
accompanied by an initial increase in glucose concentrations followed by a
reduction six hours post-inoculation. It was conclude that the dosage of IL-6 and
the proteinogram are effective diagnostic methods to detect and monitor the
progression and severity of inflammatory processes from an experimentallay

induced endotoxemia in sheep.

Keywords: Endotoxemia — sheep, Inflammation — complications, Serum
albumin — analysis, Acute phase reaction.
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l. INTRODUCAO

A ovinocultura estéd presente em praticamente em todos os continentes,
a ampla difusdo da espécie se deve principalmente ao seu poder de adaptacao
a diferentes climas, relevos e vegetacdes. A criacado ovina esta destinada tanto
a exploracdo econdbmica como a subsisténcia das familias de zonas rurais
(VIANA, 2008).

Segundo o IBGE (2009), o Brasil possui aproximadamente quase 17
milh6es de cabecas ovinas distribuidas por todo o pais, porém, concentradas
em grande numero no estado do Rio Grande do Sul e na regido nordeste. No
entanto, a cria¢do ovina nos estados de Sao Paulo, Parana e na regido Centro-
Oeste € crescente, sendo assim, essas regides sao consideradas com grande
potencial para a producdo de carne ovina. Assim, a ovinocultura é uma
atividade que vem despertando enorme interesse no estado de S&o Paulo,
como alternativa viavel ao agronegocio, principalmente para pequenas
propriedades (CARDOSO et al., 2009). O rebanho da cidade de Aragatuba,
segundo IBGE (2010) possui 7.330 animais.

Além da importancia econémica, sabe-se que 0s ovinos sdo comumente
utilizados como modelos experimentais, devido sua resposta fisiologica
semelhante a dos humanos, frente a uma doenca pulmonar e a sua
sensibilidade pulmonar a LPS (BUSTAMANTE et al., 2009).

A infeccao, geral ou localizada, é uma causa importante de morbidade e
mortalidade em grandes animais. Durante a sepse, a liberacdo de endotoxinas
bacterianas resulta em superativacdo do sistema imunoldgico do hospedeiro e
liberacdo descontrolada de mediadores enddgenos. Essa resposta precipita a
ocorréncia de uma cascata de alteracbes metabdlicas e hemodinamicas, que
frequentemente resultam em falha multipla dos 6rgaos (VAALA; HOUSE,
2006). A deteccao precoce do tipo de bactéria ou material infeccioso €&
importante para a sobrevida do paciente (ARUEELL; WISTROM, 1998).

O lipopolissacarideo (LPS) é um dos principais componentes das
bactérias Gram-negativas e mediador do choque séptico. Ele tem se mostrado
como um potente estimulador do sistema imune, bem como um modulador de
diversos mediadores e horménios (MORRISON; RYAN 1987). Em linhas
gerais, 0s mecanismos que decorrem da sepse e do choque séptico em
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modelos animais sdo causados por bactérias Gram-negativas. O LPS localiza-
se na parte externa da parede celular bacteriana e séo liberados a partir da sua
replicacéo e/ou morte (DE CASTRO et al. 1997).

Pouco se sabe sobre os mecanismos fisiopatologicos da endotoxemia
em ovinos e diante da gravidade desse disturbio sistémico, torna-se necessaria
a caracterizacdo mais especifica das alteracdes clinicas, laboratoriais e da
endotoxemia nos ovinos, possibilitando o diagndstico e tratamento mais
precoce com prognéstico menos reservado. A utilizacdo de métodos mais
precisos, como a do proteinograma sérico e dosagem de IL-6 possibilita um
diagndstico exato e auxilia a detectar e monitorar a progressao e a gravidade
de processos inflamatérios. Desta forma, tenta-se interferir de maneira mais
rapida e eficiente, contra essa enfermidade. Evitando-se prejuizos econémicos
as criacdes ovinas, devido a méo-de-obra adicional, gastos com medicamentos
e suplementacado alimentar e, principalmente, diminuicdo da producéo de 1a e
carne. Permitindo que a atividade continue se expandindo na regido de forma
progressiva.

Além disso, o fato dos ovinos responderem fisiologicamente de forma
similar aos humanos em situacfes relacionadas a distarbios pulmonares e
demonstrarem a mesma sensibilidade pulmonar a LPS, permite que estudos
experimentais com essa espécie ndo fiquem limitados apenas a avancos na
veterinaria mais também na medicina humana.

Sendo assim, o principal objetivo desse trabalho foi avaliar se a
quantificacdo das concentracdes séricas de IL-6 e proteinograma podem ser
utilizados como exames complementares para diagnosticar, em ovinos,
endotoxemia induzida experimentalmente pela inoculacdo subletal de 400
ng/kg de LPS de E. coli.

ll. REVISAO DE LITERATURA

Infecgdes bacterianas e virais reduzem o melhoramento dos rebanhos e
aumenta a morbidade e mortalidade, e sdo as principais causas de prejuizos
para os produtores (DUFF; GALYEAN, 2007). O LPS, um componente das

bactérias Gram-negativas, € responsavel por desencadear uma resposta
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inflamatoria generalizada. A administracdo de LPS nos animais acarreta em
hipotensdo sistémica e disfuncdo organica, similar ao que ocorre na sepse
clinica (BONE, 1991).

Um dos componentes celulares do folheto externo da membrana das
bactérias Gram-negativas sado LPS, que estdo relacionados com o choque
séptico. Sabe-se que doses baixas de LPS sao consideradas altamente toxicas
para determinadas espécies, como 0 ser humano. Uma Unica célula de
Escherichia coli, contem aproximadamente 3,5 x 10° moléculas de LPS (VAN
AMERSFOORT et al.,, 2003). Cada molécula de LPS possui trés dominios
estruturais: regiao “O” de polissacarideo polar, que se projeta em direcdo ao
ambiente aquoso extracelular, regido “A” lipidica hidrofébica, que esta quase
totalmente mergulhada na membrana externa da bactéria e, por fim, regido
central envolta por acido polissacarideo ligando as demais regiées (AURELL;
WISTROM, 1998; ROBERT, 2006).

A regiao “O” é altamente variavel e contém antigenos especificos para
cada cepa bacteriana, enquanto a regido central glicolipidica € relativamente
constante entre as bactérias e € mediadora de grande parte dos efeitos toxicos
das endotoxinas. Sabe-se que a proliferacdo ou morte por meio do uso de
antibioticos ou sistema complemento do hospedeiro acarreta na liberacdo de
grandes agregados de LPS e proteinas de membrana (BENTALA et al., 2002;
ROBERT, 2006). Estudos demonstram que o lipidio “A” € o responsavel pela
inducéo dos efeitos fisiopatologicos do LPS (KOYAMA, 1999).

Segundo Robert (2006), embora a endotoxina seja onipresente no
ambiente, isoladamente ou como componente das bactérias Gram-negativas,
normalmente é eliminada do organismo pela pele ou pelas mucosas. Caso
essas estruturas estejam danificadas ou infectadas por bactérias Gram-
negativas, a endotoxina podera chegar a circulagdo sanguinea em niveis
suficientes para causar sinais clinicos.

Quando as endotoxinas entram em contato com 0 sangue, uma parte €
neutralizada por anticorpos anti-LPS decorrentes da producdo de prévia
exposicao as endotoxinas, no entanto, a maioria liga-se as proteinas de ligacédo
de LPS (LBL) presentes na corrente sanguinea (AURELL; WISTROM, 1998).

O complexo endotoxina-LBL liga-se, por sua vez, ao CD14 nas

membranas de macrofagos intravasculares e, em menor quantidade, de
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monaocitos. Os principais macréfagos envolvidos séo provavelmente o0s
intravasculares pulmonares e as células de Kupffer (ROBERT, 2006). Tanto o
CD14 solavel no plasma, quanto o ligado & membrana, funcionam como
receptores de LPS (BREKKE et al., 2008). Durante uma sepse por bactérias
Gram-negativas e endotoxemia, 0 CD14 é essencial para o reconhecimento do
LPS pelo complexo de Receptor Toll-like (TRL) e subsequente geracdo de
inflamacéo sistémica.

O reconhecimento precoce dos produtos bacterianos por meio do
sistema imune inato € uma condicao rigorosa para a producado de uma resposta
imune efetiva, acarretando num recrutamento de leucocitos para o local de
infeccdo e remocao bacteriana. Os receptores de reconhecimento padrédo
incluem os TLRs, os quais desempenham uma fungcdo essencial nesse
processo. Dentre esses receptores, os TLR4 desempenham uma funcéo
essencial em relacdo a resposta imune inata para o LPS e remocdo das
bactérias gram-negativas. No entanto, em uma septicemia por bactérias Gram-
negativas, a ativagdo do sistema imune inato via TLR4 em diversos tipos
celulares é conhecida por desencadear uma resposta inflamatoria patolégica
(MCAVOY et al., 2011).

Durante a ocorréncia de uma enfermidade infecciosa, estabelece-se
comunicacao bidirecional entre os sistemas neuroenddcrino e imune, visando a
manutencado ou a restauracdo da homeostasia. O LPS é reconhecido pela via
TLR4, essa ligacao ativa o fator nuclear kB (FN-«), que em seguida induz a
expressdo de diversos genes associados a resposta inflamatoria, como
citocinas, FNT- a e interleucina 1 (IL-1). Essas citocinas ativam 0 eixo
hipotalamo-pituitaria-adrenal, desencadeando a liberacdo de outras
substancias (QUIMEI, 2008).

Além das func¢des de sintese proteica, o figado também tem uma grande
populacdo de células residentes com importantes funcgdes imunologicas. As
células de Kupffer e macréfagos tissulares altamente méveis representam 80-
90% do total de células do sistema nuclear fagocitico. A principal funcdo das
células de Kupffer € remover, por fagocitose, corpos estranhos, materiais
particulados, como também a captacéo e a detoxicacdo de endotoxina. Outras

células do sistema imune, encontradas nos sinusoides hepaticos séo as células
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natural killer (NK) que demonstram citotoxidade espontanea contra células
tumorais e hepatdcitos infectados por virus (SCHINONI, 2006).

O termo “detoxificagdo” engloba modificagdes reversiveis (ligando e
sequestrando) e irreversiveis (quimicamente) do LPS, bem como mecanismos
gue neutralizam ou modulam a resposta pro-inflamatéria do hospedeiro em
relacdo a endotoxina (MUNFORD, 2005). A resposta inflamatoria do sistema
imune inato a sindrome séptica resulta em danos imunomediados e disfungéo
multipla dos o0rgdos. Isso porque esse mecanismo ocorre dentro
damicrocirculagédo de 6rgaos vitais como pulmao e figado. Portanto, diante de
uma septicemia ou modelo experimental com LPS o recrutamento de
neutréfilos no interior do figado resulta em disfuncdo vascular, injaria
hepatocelular e falha do 6rgao, levando a destruicdo celular e alteracdes na
funcdo hepatica (HU ZE- HUA, et al., 2010; MCAVOY et al., 2011).

O rim também é um dos 6rgdos acometidos pela resposta imune
exacerbada. Em casos de endotoxemia experimental, a falha na funcéo renal
pode estar correlacionada com vasoconstricAo excessiva. Diversos
mecanismos tém sido sugeridos para explicar essa interacdo entre LPS e
citocina na ocorréncia das disfuncdes organicas durante a endotoxemia. Dentre
elas destacam-se a reducdo da perfusdo no orgao devido a hipotensao
sistémica, apoptoses, acumulo de leucdcitos e inflamacgéo, e deposicdo de
fibrinogénio. O TNF tem sido considerado como a principal citocina causadora
desses disturbios (KNOTEK et al., 2001).

Resumidamente, o LPS é reconhecido, ligado e internalizado atraves de
varios receptores celulares. Subsequentemente ele ativa véarias vias de
citocinas estimulando a liberacdo de mediadores pro-inflamatoérios por células
estimuladas pelo LPS pertencentes ao sistema fagocitico monunuclear
(BENTALA et al., 2002; STAUB et al, 2001). As endotoxinas estimulam os
fatores de transcricdo que ativam o sistema de inflamacdo e coagulacéo.
Citocinas pro-inflamatorias, fatores teciduais, eicosandides e endotelinas
promovem a desintegracdo do endotélio pulmonar e da barreira epitelial,
ocasionando a doencga pulmonar aguda (WAERHAUG, 2008).

A origem desta resposta pode ser atribuida a causas infecciosas,
imunoldgicas, neoplasicas, traumaticas, ou outras e 0 seu proposito € restaurar

a homeostase e remover a causa do desequilibrio (CERON et al., 2005). A
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inflamacéo leva & alteracdo da concentracdo plasmatica das proteinas de fase
aguda (PFA), que podem ser utilizadas como biomarcadores inespecificos do
processo inflamatério (CUNIETTI, 2004). Nos ruminantes, varias proteinas
podem ser utilizadas para avaliar a presenca de inflamagdo (JONES;
ALLISSON, 2007). A elevacéao de fibrinogénio € comumente utilizada na rotina
clinica para indicar a presenca de inflamacéo sistémica (KANEKO, 1997).

Os processos inflamatorios locais alteram as concentracdes de proteinas
de fase aguda no plasma (FAGLIARI et al., 1998). As proteinas de fase aguda
sdo grupos de glicoproteinas produzidos principalmente pelo figado, sendo
suas producdes estimuladas por citocinas especificas, liberadas por leucécitos
e macréfagos, com rapidas alteracdes de sua concentracdo no plasma durante
condicdes inflamatorias. Essas proteinas podem ser classificadas em positivas,
representadas pela ceruloplasmina, fibrinogénio, proteina C-reativa, antitripsina
e haptoglobina e, em negativas, como a pré-albumina, a albumina e a
transferrina (PATELLI et al., 2008).

As mudancas nas composi¢des das proteinas séricas que ocorrem apos
dano tecidual representam uma parte da resposta sistémica mediada por
citocinas  pro-inflamatérias (FNT—-a, IL-1 e IL-6) (OPPENHEIN;
SHEVACH,1990).

A avaliacdo destas proteinas pode ser util em detectar e monitorar a
progressdo e a gravidade de processos inflamatérios. As citocinas servem
como sinais para iniciar, diferenciar e regular respostas imunolégicas e sua
magnitude (ZHU et al., 1999).

A eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecilsulfato de sodio
(SDS-PAGE) permite identificar mais de 20 fracfGes proteicas, as quais podem
ser separadas claramente mesmo quando em quantidades extremamente
pequenas (GORDON, 1975; SOARES, 2008). Esta técnica tem sido utilizada
para analisar concentracdes de proteinas plasmaticas, ja que o fracionamento
eletroforético representa um dos mais confiaveis métodos de identificacdo de
proteinas sanguineas (COYNE et al., 1990; FAGLIARI; SILVA, 2002; SOARES,
2008; WEBER; OSBORN, 1969).

A Glicoproteina Acida a1l é uma glicoproteina da familia das a-
globulinas, responsavel pelo transporte de substancias basicas e lipossoluveis

no plasma sanguineo. Ela é relatada como uma PFA empregada no
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monitoramento de processos inflamatorios em diferentes espécies animais
(FAGLIARI et al.,, 2003), e considerada por MURATA et al. (2004) como
importante  biomarcador no acompanhamento clinico de processos
inflamatorios em bovinos.

A albumina € responsavel pelo carreamento de diversos ions e acidos
graxos no sangue, além de ter funcdo de regularizar a pressdo oncotica
(MEIRA et al., 2009).

Assim como a albumina, a transferrina € considerada uma proteina
negativa (GRUYS et al., 2005). Como a maioria das proteinas plasmaticas, ela
€ uma glicoproteina, e tem por funcao transportar ferro (KANEKO et al., 1997).

Segundo KOGIKA (2003), a haptoglobina é uma alfa-2-proteina
responsavel pelo transporte de hemoglobina nas células do sistema
mononuclear fagocitario para que haja a recuperacdo do ion ferro durante o
processo de hemocaterese, além de atuar na defesa contra microorganismos.
Outros efeitos propostos incluem a modulacdo da funcdo de linfécitos e
macréfagos e a inibicdo da atividade da catepsina (HARVEY; WEST, 1987). A
concentragdo da haptoglobina aumenta em processos inflamatorios agudos,
estresse e processos neoplasicos recentes (CORAZZA, 1997).

Outra proteina importante em processos inflamatorios € a
ceruloplasmina que se encontra no soro também sob a forma de a-1-globulina
(SCHOSINSKY et al., 1974). Os niveis plasméticos desta proteina aumentam
nos processos inflamatorios, infecciosos, virais e parasitarios, enquanto o
decréscimo € observado ao nascimento, desnutricdo, deficiéncia na absorcao
de nutrientes, nefrose e moléstias hepaticas associadas a intoxicacao de cobre
(JAIN, 1993). A atividade oxidativa sérica da ceruloplasmina esta relacionada
com a concentracdo sérica de cobre, isto €, baixas concentracdes desse
microelemento estdo associadas a diminuicdo de sua atividade (BORGES et
al., 2005).

A IL-6 constitui-se em um importante marcador inflamatério. E uma
citocina envolvida numa série de atividades imunoldgicas, em especial a
sintese de substancias de fase aguda pelo figado (TONET et. al.,2008) . Essa
citocina normalmente € expressa em niveis baixos, exceto durante infeccao,
trauma ou outros fatores estressantes (ERSHLER; KELLER, 2000. Sabe-se

que ela atua tanto na resposta imune inata como na adaptativa. E sintetizada
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por mondcitos, células endoteliais, fibroblastos e outras células em resposta a
microrganismos e também a estimulagcédo por outras citocinas, principalmente
IL-1 e TNF-o (SOUZA et. al., 2008).

Além disso, a IL-6 é uma citocina indutora da sintese hepatica de
proteinas, promove a producéo e liberacdo da proteina C reativa, atua como
um sinal para a ativacao das células T promove a secrecdo de anticorpos pelas
células B e a diferenciacdo das células T citotoxicas, e estimula a liberacédo de
outras citocinas, em especial da TNF-a e da IL-18 (PROCIANQY et al., 2004).
O excesso de sua expressao pode ser um bom marcador para o diagnostico da
sindrome da resposta inflamatéria sistémica (SRIS) e hipercitocinemia
(YOSHIOKA et al., 1999).

Devido a todos esses fatores a IL-6 é considerada uma citocina de
extensa atividade bioldgica, a qual ajuda a controlar a resposta de fase aguda e
mediar a troca de classe de imunoglobulinas. Estas atividades biolégicas séo
importantes tanto in vivo quanto in vitro, demonstrando claramente que a IL-6 in
vivo participa da regulacdo da temperatura corpérea (LEMAY et al., 1990;
KLUGER et al., 1998; LEON et al., 1998) e funciona como um importante e
sensivel indicador da inflamacédo dentro do organismo. Varios estudos indicam
que o nivel plasmatico de IL-6 pode ser usado como um marcador no
diagndstico da presenca de bacteremia (MARTIN et al., 2001).

Apesar de estar correlacionado com a ocorréncia de febre, o efeito da IL-
6 neste mecanismo ainda ndo estd bem definido, acredita-se que uma das
possibilidades seja que essa citocina previna uma resposta antipirética do
organismo diante de uma alteracdo imunolégica periférica, portanto sua
auséncia pode extinguir ou atenuar a febre. Se de fato esse mecanismo existir
ele depende da Cicloxigenase 2 e parece nao estar envolvido com o TNF-a. A
segunda possibilidade apresentada é que a IL-6 esta envolvida no transporte
de PGE,, entdo mesmo que a sintese de PGE,; esteja intacta, na auséncia de
IL-6, a PGE; ndo atinge seus receptores numa concentracao suficientemente
alta para desencadear a resposta febril (NILSBERTH et.al., 2009).

A administracao parenteral de LPS mimetiza a reacdo generalizada de
defesa do organismo as infec¢cbes, como febre, anorexia e inducdo das
proteinas de fase aguda no figado (DINARELLO, 1996). Ademais, induz a
migracdo de leucdcitos sanguineos para o sitio inflamatorio/infeccioso. Assim,
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0 LPS funciona como um adequado modelo para o estudo de manifestacdo de
alteracdes fisiologicas durante infec¢des bacterianas.

A endotoxina da E. coli € comumente utilizada para a realizacdo de
estudos de inflamacdo e consequente ativacdo do eixo hipotalamo-pituitaria-
adrenal. Em ratos, por exemplo, a dose de LPS gira em torno de 5 pg/Kg a 1
mg/Kg de peso vivo, jA em suinos e coelhos as doses variam de 100 e 60
Mg/Kg, respectivamente. Em bezerros utilizou-se a dose de 0,1 mg por neonato
com taxas de sobrevivéncia variando entre 33 a 60% na dependéncia do
tratamento realizado (BENESI et al., 2002).

Em ovinos a dose varia de 2 ng/Kg a 3 ug/Kg (KABAROFF, 2006).
Traber e colaboradores (1981) utilizaram a dose de 0,75 pg/Kg por via
intravenosa nesta espécie e dividiram a resposta a administracdo de LPS em
trés fases. Na primeira fase, que ocorre na primeira hora apds a administracdo
da LPS, foi observada diminuicdo do débito cardiaco, neutrofilia, aumento do
hematocrito e da concentracao total de proteinas plasmaticas, na segunda fase
os valores voltaram a niveis basais enquanto que na terceira fase, que se
iniciaram duas horas e meia ap0s a administracdo do LPS, foi observada
diminuicdo na concentracao de proteinas plasmaticas totais e linfopenia.

A administracdo intravenosa em ovinos, de duas doses (200 e 400
ng/Kg) de Escherichia coli (O55: B5: Sigma) levou ao aumento da frequéncia
respiratéria, tosse e diarréia intermitente, febre (41 a 43°C) com duragéo de
seis horas, sendo que as reagfes foram maiores nos animais que receberam
uma dose de 400 ng/Kg (BRIARD, 1999).

Sabe-se que em equinos, as frequéncias cardiacas e respiratorias
aumentam rapidamente nas primeiras 4 a 6 horas ap0s a inoculacédo de LPS e
podem apresentar um pico ao redor de 50% acima dos valores normais antes
de comecarem a declinar. Até a primeira hora, as mucosas estdo palidas e o
pulso periférico é forte (fase de vasoconstricdo periférica). Na fase hipotensiva
da endotoxemia (inicia-se 1 hora apds a injecao subletal de LPS), as mucosas
tornam-se progressivamente congestas, o tempo de preenchimento capilar esta
prolongado e uma linha escura forma-se ao redor das margens gengivais
(VALADAO, 2005).

Segundo Valadao (2005), evidéncias clinicas de desidratacao e sinais de

insuficiéncia circulatoria, bem como o0s sinais de depressao, persistem por
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varias horas apos a inoculacédo de LPS em equinos e a temperatura retal pode
permanecer elevada por até 18 horas. A medida que o fluxo sanguineo torna-
se comprometido, a temperatura decresce de valores normais a subnormais.
Além disso, notam-se mucosas congestas, pulsos periféricos fracos e rapidos,
extremidades frias, sudoreses e, ocasionalmente, fasciculagbes musculares e
decubito.

Os sinais clinicopatoldégicos da endotoxemia ndo sdo especificos e
refletem alteracdes da perfuséo tecidual, disfuncdo organica ou homeostasia
desordenada (ROBERT, 2006). Além das lesdes pulmonares, a endotoxemia
acarreta o comprometimento funcional de outros 6rgéos, como figado e rins. A
liberacdo, na corrente sanglinea, de substancias capazes desensibilizar o
organismo (endotoxinas) leva a producdo de substancias mediadoras do
processo inflamatorio, causando uma “Sindrome de Resposta Inflamatéria
Sistémica”, o que resulta na vasodilatacdo periférica, acompanhada do
aumento dapermeabilidade vascular. Esse processo ocasiona a diminuicdo do
volume do fluido intravascular que, associado a liberacdo de um fator
depressor do miocéardio (produzido pelo pancreas isquémico), resulta na
reducado drastica da perfusdo sanguinea tecidual, causando isquemia, hipoxia
de varios 6rgdos e morte do animal (BRANDAO et al., 1999; KOGIKA et al.,
2001).

lll. MATERIAIS E METODOS

3.1. Caracterizacao dos animais

Foram utilizadas dez ovelhas, com 4 anos de idade, obtidos da regiao
comercial de Aracatuba. Esses animais foram divididos em dois grupos, GC=
grupo controle (n= 4), que receberam solugéo salina (NaCl 0,9%) e GT= grupo
tratado (n= 6), inoculados com LPS de E. coli. Durante o periodo experimental,
0s animais ficaram alojados em baias e foram alimentados com silagem de
milho, sal mineral para ovinos e agua de boa qualidade a vontade. Realizou-se

o exame fisico dos animais, imediatamente antes da inoculagdo, bem como
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coleta de sangue para perfil bioquimico e hematoldgico, e os dados foram

registrados em fichas individuais.

3.2. Inoculacéo de LPS (Escherichia coli)

Os animais do GT foram inoculados com LPS (Escherichia coli O55: B5:
Sigma, St. Louis, MO) na dose de 400 ng/Kg. Os animais do GC foram
inoculados com 2 mL de solucao fisioldgica 0,9 % de Cloreto de Sodio (NacCl).
O LPS foi diluido em 2mL de solucdo salina (NaCl 0,9%), antes de sua
administracdo, realizou-se a sua sonicacdo (Kondortech® CD-4820) em trés
pulsos de 480 segundos cada. A administracdo do LPS e da soluc&o salina foi
feita em bolus, por via intravenosa na veia jugular, a qual foi canulada com
catéter 18G.

3.3. Avaliagéo Clinica

Os ovinos foram avaliados imediatamente antes da inoculacdo (M0O) e a
partir dai, apés 2, 4, 6, 12, 24, 36, 48 e 60 horas (M2, M4, M6, M12, M24, M36,
M48 e M60, respectivamente), e observados, a cada 24 horas, durante sete
dias ap0s a inoculacdo. Os parametros avaliados foram: frequéncias cardiaca e
respiratéria, hidratacdo, coloragdo de mucosas, temperatura corporea,
movimentos ruminais e apetite. A temperatura foi aferida por meio de
termbmetro clinico e o peso corporal dos animais foi mensurado no inicio e ao

término do estudo. Todos os dados foram anotados em uma ficha individual.
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3.4. Coleta e preparacao para as amostras de sangue

Foram colhidas amostras de 5 mL de sangue pelo sistema a vacuo em
frascos de vidro siliconizados contendo &cido etilenodiaminotetraacético
(EDTA), para a realizacdao de hemograma e 20 mL de sangue em tubo sem
anticoagulante, para as analises bioquimicas do soro sangiineo,
proteinograma e dosagem de IL-6. As amostras de sangue sem anticoagulante
foram centrifugadas a 1.000 G durante 10 minutos, obtendo-se aliquotas de 1,5
mL e 150 puL de soro, que foram armazenadas em microtubos de 1,5 mL,
previamente identificados, e congeladas (-18°C e a — 80 °C respectivamente),

até o momento da realizacao das analises.

3.5. Andlises Laboratoriais

3.5.1 Perfil Hematoldgico

De cada amostra de sangue venoso colhida com anticoagulante
EDTA, foram aferidos os dados relativos as contagens de hemacias,
leuctcitos e plaquetas e teor de hemoglobina, em aparelho automatico
(BCVet-2800). A contagem diferencial de leucocitos foi realizada a partir da
contagem em esfregaco sanguineo corado de 200 células, em microscopia
optica (GARCIA-NAVARRO, 1994).

3.5.2 Perfil Bioquimico

Foram avaliadas as concentracfes uréia (urease), creatinina (Labtest),
aspartato aminotransferase (método cinético-UV- IFCC), fosfatase alcalina

(Bowers e Mc Comb modificado) e gamaglutamiltransferase (método Szasz
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modificado). Para isso foram utilizados kits bioquimicos Labtest®. A dosagem
de glicemia foi realizada em todos os momentos por meio de um monitor de

glicemia (Breeze 2, Bayer®), conforme recomendacgdes do fabricante.

3.5.3 Proteinograma

A concentracdo de proteina total e teor plasmatico de fibrinogénio foram
obtidos pelo método de precipitacdo pelo calor e leitura em refratdmetro
(MILLAR et al., 1971). As concentracdes de proteinas plasmaticas avaliadas
(ceruloplsamina, haptoglobina, glicoproteina-acida, albumina e transferrina)
foram determinadas por meio da técnica de eletroforese em gel de
poliacrilamida com dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE).

O gel de separacao consistiu de 15 mL de agua destilada, 3 mL de Tris
2M-glicina 1M (pH 9), 7,5 mL de acrilamida a 40%, 1,5 ml de bis-acrilamida a
2%, 1,5 mL de glicerol, 0,6 ml de EDTA (pH 8,3) e 0,6 mL de SDS a 20%. O gel
de separacéo foi polimerizado pela adicdo de 15uL de tetrametil-etilenodiamina
(TEMED) e 0,3 ml de persulfato de amo6nio a 10%. O gel de empilhamento foi
polimerizado pela adicdo de 20uL de TEMED e 0,1 mL de persulfato de aménio
a 10%. O tampao do eletrodo superior possuia 30 mM de Tris base, 150 mM de
glicina, SDS a 0,1% e o tampéao inferior continha 75 mM de glicina, SDS a
0,1%. O pH de ambos os tampdes foi 8,5.

As amostras de soro (5uL) foram preparadas em 40ul de solugéo salina
tampao-fosfato de Dulbecco e 10ul de tampéo de amostra (10% de agua, 2%
de SDS, 5% de 2-mercaptoetanol, 10mM de Tris fosfato, pH 7,4, 5% de
glicerol, e 0,001% de azul de bromofenol como corante). O sistema de
eletroforese utilizado para analise consistiu de um de gel vertical 8 x 8 e a fonte
programada a 35 mMA enquanto as amostras permaneceram no gel de
empilhamento e aumentada para 50 mA quando as amostras foram movidas no
gel de corrida.

Os geéis foram corados por 15 minutos em 200 mL de azul brilhante de

Coomassie composto por metanol (50%), agua (40%), acido acético glacial
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(10%) e azul de Coomassie (0,25%) e descorados em acido acético a 7% até
gue o gel de fundo ficou completamente claro. Os géis foram digitalizados por
meio do fotodocumentador ImageQuant LAS 4000 (GE-Healthcare®) e as
imagens foram analisadas por meio do software de analise ImageQuant TL
(GE-Healthcare®).

As proteinas foram identificadas pelo uso de marcadores de referéncia
com pesos moleculares de 29.000, 45.000, 66.000, 97.400, 116.000 e 205.000
Da e pela comparagdo com a mobilidade eletroforética da albumina purificada,

fibrinogénio, transferrina, haptoglobulina e a;-antitripsina.

3.5.4 Dosagem das concentracdes séricas de interleucina-6 (IL-6)

A concentracdo sérica de IL-6 foi quantificada através do teste de ELISA
captura’, utilizando-se um kit comercial humano, j4 que este apresenta
reatividade cruzada com citocinas de origem animal, com homologia maior que
69% (SCHEERLINCK, 1999), seguindo-se as recomendacdes do fabricante.

IV. Andlises Estatisticas

Os dados foram submetidos a analise de variancia, sendo as médias
comparadas por meio do teste de Tukey. Os dados foram testados quanto a
normalidade e homogeneidade de variancias pré-requisitos necessarios para a
analise de variancia. Os valores da coloracdo de mucosa foram analisados
usando o teste de Mann-Whitney para comparar 0os grupos em cada momento.
As estatisticas foram consideradas significativas quando P < 0,05. As andlises
estatisticas foram efetuadas empregando-se o programa SAS (Statistical

Analysis System).

! IL-6 Human Biotrak Easy ELISA, GE Healthcare, RPN5968, Viena, Austria.
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V. RESULTADOS

Houve aumento significativo na concentracao da interleucina 6 60 horas
pos-inoculacdo (M60) no grupo tratado (GT), quando comparado ao grupo
controle (GC) (Tabela 1 e Figura 1).

Tabela 1 - Média (X) e desvio padrédo (S) da concentracdo de Interleucina-6 (IL-6), em pg/mL,
segundo os grupos em cada momento de avaliacdo

IL-6 (X £ S)
Momento
GC GT
MO 1,50 + 0,83 Aa 3,30 + 2,31 Aa
M2 1,43 + 0,88 Aa 2,85 + 2,01 Aa
M4 164 + 1,01 Aa 3,67 + 3,58 Aa
M6 1,87 + 0,99 Aa 3,26 + 2,39 Aa
M12 1,98 + 1,35 Aa 4,46 + 2,67 Aa
M24 1,79 + 0,97 Aa 3,90 + 2,60 Aa
M36 1,47 + 0,59 Aa 2,69 + 1,97 Aa
M48 1,49 <+ 0,95 Aa 3,67 + 2,42 Aa
M60 1,33 + 0,72 Aa 2,97 + 1,20 Ba

Médias seguidas de mesma letra mailscula na linha e miniscula na coluna, nao diferem entre
si pelo teste de Tukey (P > 0,05).

Interleucina 6
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7,00 E +
= 6,00 -
E o -
o5 5,00 — * -
— . —p— GC
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00 | Ba, L o” a7 O B “--L - -GT

’ -
AL = . s = ==
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0,00 . ; : . ; i . ; i
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Figura 1. Concentracdo sérica média de Interleucina 6 do grupo controle (NaCl 0,9%, IV) e do
grupo tratado (400 ng/Kg de LPS de E coli, V) ao longo do tempo.
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Quanto a temperatura retal (TR), notou-se um aumento gradativo,
durante os trés primeiros momentos (MO, M2 e M4), dos animais do GT, sendo
gue o pico febril ocorreu quatro horas pés-inoculacéo de LPS (M4) (Tabela 2 e

Figura 2).

Tabela 2 - Média (X) e desvio padrdo (S) da temperatura Retal, em °C, segundo 0s grupos em
cada momento da avaliacdo

TR (X £9)
Momento
GC GT
MO 38,8 + 0,2 Aa 38,7 + 0,2 Ad
M2 394 + 0,2 Aa 396 + 04 Ab
M4 392 + 0,3 Ba 406 + 0,8 Aa
M6 394 + 0,1 Aa 395 + 04 Ab
M12 39,3 + 0,3 Aa 393 + 0,3 Abc
M24 39,2 + 04 Aa 38,8 + 0,2 Acd
M36 394 + 0,6 Aa 39,1 + 0,2 Abcd
M48 39,1 + 0,2 Aa 389 + 0,1 Acd
M60 39,0 + 0,3 Aa 39,2 + 0,3 Abcd

Médias seguidas de mesma letra mailscula na linha e minGscula na coluna, nao diferem entre
si pelo teste de Tukey (P > 0,05).
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Figura 2. Temperatura retal média do grupo controle (NaCl 0,9%, IV) e grupo tratado ( 400
ng/Kg de LPS de E coli, IV), ao longo do tempo.
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A concentracdo de proteina total em GT foi significativamente menor
guatro e seis horas (M4 e M6) apés a inoculacdo de LPS, quando comparada
aos mesmos momentos do GC. Dentro do grupo tratado, sua concentracao foi
menor quatro horas ap6s a inoculacdo (M4), quando comparada ao momento
zero (MO) (Tabela 3 e Figura 3).

Tabela 3 - Média (X) e desvio padrédo (S) da concentracdo de Proteina Total (PT), em g/dL,
segundo os grupos em cada momento de avaliacdo

PT (X +9)
Momento
GC GT
MO 6,95 =+ 0,191 Ab 7,77 + 0,497 Ba
M2 7,30 + 0,346 Aab 7,37 + 0,427 Aab
M4 7,60 + 0,283 Aab 6,97 + 0,408 Bb
M6 7,75 + 0,412 Aa 7,07 + 0,350 Bab
M12 750 <+ 0,577 Aab 7,63 + 0,924 Aab
M24 7,75 + 0,300 Aa 7,60 + 0,438 Aab
M36 735 + 0,443 Aab 7,40 + 0,551 Aab
M48 765 + 0,252 Aa 7,20 + 0,379 Aab
M60 7,10 + 0,258 Aab 7,00 + 0,456 Aab

Médias seguidas de mesma letra mailscula na linha e mindscula na coluna, ndo diferem entre
si pelo teste de Tukey (P > 0,05).

o Proteina Total
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Figura 3. Concentracdo média de proteina total do grupo controle (NaCl 0,9%, IV) e grupo
tratado (400 ng/Kg de LPS de E coli, V), ao longo do tempo.
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Quanto a concentracdo sérica de proteinas de fase aguda, houve
variacdo na concentragéo de Albumina e Glicoproteina Acida (Tabelas 4 e 5 e
Figuras 4 e 5).

Tabela 4 - Média (X) e desvio padrédo (S) da concentragdo sérica de Albumina (AB), em g/dL,
segundo o0s grupos em cada momento de avaliacdo

AB (X +S)
Momento
GC GT
MO 3,333 + 0,294 Aa 3,726 + 0,623 Aab
M2 3,413 + 0,346 Aa 3,530 + 0,297 Aab
M4 3,788 + 0,184 Aa 3,331 + 0,349 Bab
M6 3,917 + 0,450 Aa 3519 + 0512 Aab
M12 3,619 + 0,196 Aa 3,867 + 0,872 Aa
M24 4019 + 0451 Aa 3,652 + 0,651 Aab
M36 3,610 + 0,541 Aa 3,380 + 0,657 Aab
M48 3,861 + 0,470 Aa 3,209 + 0,464 Ab
M60 3,318 + 0,355 Aa 3,129 + 0,524 Ab

Médias seguidas de mesma letra mailscula na linha e minGscula na coluna, nao diferem entre
si pelo teste de Tukey (P > 0,05).
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Figura 4. Concentracao média de albumina do grupo controle (NaCl 0,9%, 1V) e grupo tratado
(400 ng/kg de LPS de E. coli, IV).
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Tabela 5 - Média (X) e desvio padrdo (S) da concentracdo sérica de Glicoproteina Acida (GA),
em g/dL, segundo os grupos em cada momento de avaliacéo

GA(X £9)
Momento
GC GT
MO 0,043 + 0,026 Aa 0,036 + 0,016 Aa
M2 0,059 <+ 0,019 Aa 0,040 = 0,022 Aa
M4 0,069 + 0,015 Aa 0,039 + 0,023 Aa
M6 0,061 + 0,021 Aa 0,084 + 0,084 Aa
M12 0,064 + 0,034 Aa 0,069 + 0,047 Aa
M24 0,079 + 0,046 Aa 0,069 + 0,059 Aa
M36 0,080 + 0,052 Aa 0,057 + 0,024 Aa
M48 0,099 + 0,036 Aa 0,049 <+ 0,025 Ba
M60 0,080 + 0,028 Aa 0,057 + 0,014 Aa

Médias seguidas de mesma letra mailscula na linha e minGscula na coluna, nao diferem entre
si pelo teste de Tukey (P > 0,05).
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Figura 5. Concentracdo média de glicoproteina acida do grupo controle (NaCl 0,9%,IV) e grupo
tratado (400 ng/kg de LPS de E. coli, V).

Notou-se, também aumento significativo do fibrinogénio, 12 horas apos a
inoculacdo do LPS e uma diminuicdo de suas concentracdes, 48 horas pés-
inoculacéo, tanto entre os grupos, como dentro do mesmo grupo tratado (M48)
(Tabela 6 e Figura 6).
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Tabela 6 - Média (X) e desvio padréo (S) do Fibrinogénio (FB), em g/dL, segundo os grupos
em cada momento de avaliacdo

FB (X £9S)
Momento
GC GT
MO 0,30 + 0,20 Aab 0,33 + 0,16 Ab
M2 0,45 <+ 0,38 Aab 0,37 + 0,15 Ab
M4 0,25 + 0,25 Aab 0,20 + 0,18 Ab
M6 0,25 + 0,10 Aab 0,27 + 0,16 Ab
M12 0,25 + 0,19 Bab 0,93 + 0,33 Aa
M24 0,40 + 0,23 Aab 0,63 + 0,23 Aab
M36 0,20 + 0,16 Ab 0,50 + 0,35 Aab
M48 0,70 + 0,20 Aa 0,20 + 0,18 Bb
M60 0,35 + 0,10 Aab 0,37 *+ 0,39 Ab

Médias seguidas de mesma letra mailscula na linha e minGscula na coluna, nao diferem entre
si pelo teste de Tukey (P > 0,05).

1,40

Fibrinogénio

1,20

1,00

T

0,80

FB (g/ dI)

0,60

——GC
/&\ T - GT

0.40

/,
N
N

0,20

*

0,00

0] 2 4

12 24 36 48 60 Tempo (h)

Figura 6. Concentracdo média de fibrinogénio do grupo controle (NaCl 0,9%,1V) e grupo tratado
(400 ng/kg de LPS de E. coli, IV).

Em relacdo ao perfil hematologico, o GT apresentou uma leucopenia,

duas horas p6s-inoculacdo (M2), seguida por um aumento gradativo, atingindo

seu pico 24 horas (M24) pés-inoculacao, nos trés momentos finais (M36, M48 e

M60) notou-se uma nova diminuicdo de leucécitos (Tabela 7 e Figura 7).

Contatou-se uma reducdo no numero de neutrofilos segmentados (Tabela 8 e
Figura 8), linfécitos (1,77; 1,56 e 1,68 10%L) e mondcitos (0,06 e 0,03 10%/L)
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duas horas apos a inducdo endotoxémica, que se manteve até quatro horas,
exceto para linfécitos, a qual se estendeu por mais duas horas. J& na série
vermelha, ndo houve nenhuma alteracédo significativa, todos os resultados

foram considerados normais para espécie.

Tabela 7 - Média (X) e desvio padrdo (S) do Leucécitos (L), 10°L, segundo 0s grupos em
cada momento de avaliacdo

L(X +S)
Momento
GC GT

MO 570 + 0,82 Aa 7,17 + 1,08 Acd
M2 6,03 =+ 0,71 Aa 267 = 141 Be
M4 6,60 *+= 0,77 Aa 3,25 + 154 Be
M6 6,65 = 1,32 Aa 523 + 1,59 Ade
M12 6,40 + 0,87 Ba 10,25 + 1,46 Aabc
M24 585 + 0,70 Ba 12,25 + 2,57 Aa
M36 570 = 0,71 Ba 11,37 = 3,20 Aab
M48 6,13 + 0,70 Ba 905 + 1,73 Abc
M60 593 + 0,98 Ba 855 + 1,62 Abc

Médias seguidas de mesma letra mailscula na linha e mindscula na coluna, ndo diferem entre
si pelo teste de Tukey (P > 0,05).
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Figura 7. Quantidade média de leucécitos do grupo controle (NaCl 0,9%,1V) e grupo tratado
(400 ng/kg de LPS de E. coli, IV).
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Tabela 8 - Média (X)) e desvio padrédo (S) de Neutr6filos Segmentados (NS), 10%L, segundo os
grupos em cada momento de avaliacdo

NS (X +9S)
Momento
GC GT
MO 1,47 + 1,01 Aa 1,41 + 1,00 Acd
M2 220 + 0,80 Aa 0,79 + 0,48 Bd
M4 298 + 0,65 Aa 1,14 + 0,97 Bcd
M6 3,08 + 0,73 Aa 2,80 + 1,60 Abcd
M12 290 + 1,09 Ba 740 + 141 Aa
M24 207 + 0,77 Ba 7,44 + 226 Aa
M36 1,86 + 1,20 Aa 536 + 2,95 Aab
M48 1,77 + 1,03 Aa 3,95 + 1,67 Abc
M60 1,65 + 1,04 Aa 2,92 + 1,71 Abcd

Médias seguidas de mesma letra mailscula na linha e mindscula na coluna, nao diferem entre
si pelo teste de Tukey (P > 0,05).
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Figura 8. Quantidade média de neutrofilos segmentados do grupo controle (NaCl 0,9%,1V) e
grupo tratado (400 ng/kg de LPS de E. coli, V).

No perfil bioguimico, todas as enzimas analisadas mantiveram-se em
niveis considerados normais para a espécie ovina. Em relacdo a concentracao
de glicose notou-se um aumento significativo duas horas pés-inoculacédo no GT
em relacdo ao GC e esse aumento também foi considerado significativo
gquando comparados aos demais momentos dentro de GT, exceto para MO e
M48. Apés seis horas de inoculacdo do LPS houve uma diminuigéo significativa
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na concentracao de glicose entre 0os grupos e também em relacdo aos demais

momentos em GT, exceto o M24 (Tabela 9 e Figura 9).

Tabela 9 - Média (X) e desvio padréo (S) da concentragdo de Glicose (G), em mg/dL, segundo
0s grupos em cada momento de avaliacdo

G(X £9S)
Momento
GC GT
MO 60,50 + 12,87 Aa 64,17 + 17,06 Aab
M2 40,00 + 4,83 Bb 74,50 + 17,64 Aa
M4 44,75 + 2,36 Aab 44,83 + 12,94 Abcd
M6 47,00 + 2,63 Aab 26,00 + 7,77 Bd
M12 56,00 + 6,60 Aab 38,00 + 14,98 Acd
M24 57,00 + 8,37 Aab 38,00 + 9,80 Bcd
M36 50,00 + 10,14 Aab 49,17 + 19,86 Abcd
M48 62,00 + 6,65 Aa 51,17 + 12,42 Aabc
M60 53,00 + 432 Aab 50,00 + 15,77 Abc

Médias seguidas de mesma letra mailscula na linha e mindscula na coluna, nao diferem entre

si pelo teste de Tukey (P > 0,05).
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Figura 9. Concentracdo média de Glicose do grupo controle (NaCl 0,9%, IV) e grupo tratado
(400 ng/Kg de LPS de E. coli, IV), ao longo do tempo.

Em relagcdo aos parametros vitais, a frequéncia cardiaca manteve-se

dentro dos valores considerados normais para a espécie em ambos 0S grupos.

A frequéncia respiratoria elevou-se significativamente a partir de seis horas
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pos-inoculacao de LPS e manteve-se elevada até o ultimo momento (Tabela 10

e Figura 10).

Tabela 10 - Média (X) e desvio padréo (S) da Frequéncia Respiratdria (FR), mpm, segundo os
grupos em cada momento de avaliacdo

FR (X +S)
Momento
GC GT
MO 32 + 3 Ab 33 + 3 Ac
M2 50 + 13 Ab 39 + 9 Abc
M4 63 + 30 Aab 41 + 16 Abc
M6 85 + 20 Aa 85 + 34 Aa
M12 51 + 11 Aab 75 + 27 Aab
M24 44 + 14 Ab 67 + 24 Aabc
M36 43 + 23 Ab 73 + 27 Aab
M48 44 + 23 Ab 73 + 36 Aab
M60 36 + 21 Bb 75 + 32 Aab

Médias seguidas de mesma letra mailscula na linha e mindscula na coluna, nao diferem entre
si pelo teste de Tukey (P > 0,05).
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Figura 10. Frequéncia Respiratéria média do grupo controle (NaCl 0,9%,IV) e grupo tratado
(400 ng/kg de LPS de E. coli, IV).

Observou-se uma diminuicdo da frequéncia dos movimentos ruminais
ap6s duas, quatro e seis horas poés-inoculacdo de LPS. Dentro dos grupos
houve uma variacdo ao longo dos momentos (Tabela 11 e Figura 11). Houve

variacdo da coloragédo de mucosa ao longo dos momentos (Tabela 12). Todos
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0s animais apresentaram hidratacdo normal ao longo do experimento e dois

animais manifestaram fasciculacdo muscular duas horas apos a inoculacao de

LPS e houve uma leve diminuicdo do apetite dos animais

Tabela 11 - Média (X) e desvio padrdo (S) dos Movimentos Ruminais (MR), em mov/min,

segundo os grupos em cada momento de avaliacdo

MR (X £ S)
Momento
GC GT
MO 1,0 + 0,50 Aabc 1,0 + 0,63 Aa
M2 2,0 + 0,00 Aa 0,0 + 0,52 Bb
M4 15 + 0,58 Aab 0,5 + 0,55 Bab
M6 15 + 0,58 Aab 1,0 + 0,52 Bab
M12 1,0 + 0,00 Abc 1,0 + 041 Aab
M24 1,0 + 0,50 Aabc 1,0 + 0,41 Aab
M36 1,0 + 0,50 Abc 1,0 + 0,63 Aa
M48 1,0 + 0,00 Abc 1,0 + 0,41 Aab
M60 0,5 + 0,58 Ac 1,0 + 0,00 Aa

Médias seguidas de mesma letra mailscula na linha e minGscula na coluna, nao diferem entre

si pelo teste de Tukey (P > 0,05).
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Figura 11. Frequéncia média de movimentos ruminais do grupo controle (NaCl 0,9%,IV) e

grupo tratado (400 ng/kg de LPS de E. coli, IV).
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Tabela 12 - Coloragédo da mucosa dos grupos controle (NaCl 0,9%, 1V) e tratado (400 ng/Kg de
LPS de E. coli, IV), ao longo do tempo

Coloragéao de

()
mucosa GC GT P

Momento

Résea Clara 4 -
Rosea - 6
Résea Clara
M2 Résea
Hiperémica -
Résea Clara
M4 Résea
Hiperémica -
Résea Clara
M6 Roésea
Hiperémica - 6
Résea 4 -
M12 Hiperémica - 0,0048
Résea 4
Hiperémica -
Résea 4
Hiperémica -
Résea Clara 1
M48 Résea 3
Hiperémica -
Résea 1
Hiperémica 3

MO 0,0048

0,2667

w
N B

w -

0,0190

(62 I ol

w -
1

0,0048

M24 0,0476

M36 0,0476

(O IR O I o))

0,0190

M60

g = 01 -

1,0000

M Teste de Mann-Whitney
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VI. DISCUSSAO

O principal objetivo com esse trabalho foi avaliar se a quantificagdo das
concentracdes séricas de IL-6 e o proteinograma podem ser utilizados como
exames complementares para diagnosticar, em ovinos, endotoxemia induzida
experimentalmente pela inoculagéo de LPS de E. coli (400 ng/kg de p.v).

De acordo com o objetivo proposto, os resultados do presente estudo
mostraram que o aumento da concentracdo de IL-6 ocorreu 60 horas apés a
inoculacdo de LPS. Em contraste com nosso trabalho, Kabaroff e
colaboradores (2006) mostraram em seu estudo que a inoculacdo de 400 ou
600 ng/kg em ovinos causou um aumento ha concentracao sérica de IL-6 trés a
sete horas poés-inoculacdo, no entanto essa elevacdo ndo estava
correlacionada com a resposta febril, resultado esse também observado em
nosso trabalho.

Uma das possiveis explicacbes para o aumento tardio da IL-6 seria que
0s momentos de coleta escolhidos, em nosso estudo, ndo englobavam o
periodo de maior concentracdo de IL-6, visto que 0os momentos determinados
para coleta estavam abaixo ou acima daqueles que tiveram maiores
concentracdes de IL-6 (3 a 7 horas) encontrados por outros pesquisadores. A
segunda explicacdo, provavelmente, esteja relacionada ao mecanismo de
tolerancia a endotoxemia desenvolvido pelos animais utilizados. Isso porque
esses ovinos poderiam ter sido expostos a desafios anteriores que levaram ao
desenvolvimento de um quadro inflamatério intenso e consequente tolerancia a
endotoxina, levando assim a uma resposta mais branda quando expostos a
endotoxemia experimental. Lembrando que a tolerancia a endotoxina
caracteriza-se por reducéo da producdo (CAVAILLON; CONQUY, 2006) e da
liberacdo de citocinas como TNF-a, IL-6 e outras em resposta ao LPS (CHEN;
IVASHKIV, 2010).

Em relacdo ao processo febril, de acordo com os resultados obtidos fica
claro que a ocorréncia de febre ndo depende exclusivamente de altas
concentracbes de IL-6, uma vez que o pico febril ocorreu quatro horas pés-
inoculacdo de LPS e a maior concentracdo de IL-6 foi diagnosticada 60 horas

pos-inducdo endotoxémica. Assim como no presente estudo, Yates e
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colaboradores (2011) obtiveram o mesmo resultado inoculando, por via
intravenosa, 0,75 pg/kg e 1,50 ug/kg de LPS em ovinos.

Sabe-se que o processo febril ocorre devido a acdo néo so da IL-6, mas
também de outras citocinas de efeito pirogénico como IL-1, TNF-a, INF e
outras. Diante disso, pode-se dizer que 0 aumento na temperatura corpérea
dos animais do presente estudo, estaria relacionado a agédo de citocinas
pirogénicas que elevam suas concentragfes logo no inicio do processo
inflamatério, como o TNF-a e a IL-1. Em equinos, a concentracdo de TNF-a
pode elevar-se a partir de 15 minutos e seu pico ocorre por volta de uma hora e
meia apos a inducao endotoxémica. No caso da IL-1 seu pico pode ocorrer 90
minutos apos o pico de TNF-a. (MOORE, 2005; VALADAO, 2005).

Em relacdo as proteinas de fase aguda, Singh (2002), descreveu que a
albumina e a transferrina sdo consideradas proteinas de fase aguda negativas
tendendo a decrescer seus valores frente a condi¢Bes inflamatérias. No
presente estudo, notou-se uma diminuicdo significativa de albumina quatro
horas pdés-inoculacédo de LPS, que consequentemente resultou na reducédo da
concentracdo de proteina total. Ao contrario da albumina a transferrina nao
alterou suas concentragfes séricas.

Sabe-se que o0s hepatécitos por meio da estimulacdo especifica de
algumas citocinas aumentam a sintese de algumas proteinas de fase aguda
positivas, elevando suas concentracfes plasmaticas. Estas sdo denominadas
proteinas de fase aguda positivas, incluindo-se a haptoglobina, seromucdéide,
ceruloplasmina e o fibrinogénio (ECKERSALL; CONNER, 1988; THOMAS,
2000, MURATA et al.,, 2004). No presente estudo, houve divergéncia deste
conhecimento tanto para os valores séricos de haptoglobina como para os de
glicoproteina acida. Sendo que a primeira ndo apresentou alteracées
significativas e a segunda apresentou reducdo entre os grupos 48 horas apoés a
inoculacdo de LPS. A auséncia de aumento da haptoglobina e a diminuicdo da
glicoproteina acida podem estar relacionadas com as baixas concentragfes de
IL-6, visto que essa citocina faz parte de um grupo de mediadores
responsaveis pele sintese das PFA.

Possivelmente, as concentracfes dessas PFA viessem a aumentar apos

60 horas de inducdo endotoxémica, pois € nesse momento que encontramos
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um aumento significativo de IL-6. Portanto, uma concentracdo baixa de IL-6
nos momentos iniciais pode ter sido responsavel por uma menor sintese de
haptoglobina e glicoproteina &cida. Além disso, sabe-se que a resposta de fase
aguda ocorre em todos os animais de diversas espécies, no entanto a resposta
individual pode ser significativamente diferente, assim como a intensidade e
velocidade do aumento da concentracdo destas, diante do estimulo inflamatério
(ECKERSAL; CONNER, 1988; DINARELLO, 1984; MEDINA, 2001).

Ao contrario do que foi observado por Kaneko (1997), onde a elevacao
de fibrinogénio ocorreu 24 a 48 horas ap06s a inducao inflamatéria, o aumento
das concentra¢des do fibrinogénio, no presente experimento, ocorreu 12 horas
apos a inoculacdo de LPS. Por outro lado, em ovinos inoculados com 400
ng/Kg de LPS, por infusdo continua, ndo foram observadas alteragbes na
concentragéo de fibrinogénio (BADIAL, 2011). O aumento na concentragdo do
fibrinogénio nos momentos iniciais, mesmo na auséncia da IL-6, pode estar
relacionado a acdo de outras citocinas como a IL-1. Em bovinos, a
administragao do recombinante de IL-1 resultou no aumento da concentragdo
de fibrinogénio (GODSON et al., 1995).

Em relacdo ao perfil hematolégico, o numero total de células brancas
apresentou uma diminuicéo significativa duas horas ap0s a inoculacéo de LPS,
seguida de um aumento gradativo, e nos dois Ultimos momentos houve uma
nova diminuicdo de leucdcitos tendendo atingir os valores iniciais (M0). O
mesmo comportamento foi notado em um trabalho feito com ovinos inoculados
com 0,75 ug/Kg e 1,5 ug/kg de LPS, onde se notou uma menor concentracao
de leucécitos nas duas primeiras horas, seguida de um aumento gradativo até
24 horas depois da inducdo endotoxémica (YATES et al., 2011).

A diminuicdo na concentracdo de leucdcitos ocorre devido ao
recrutamento e marginalizacdo dessas células com o objetivo de alcancarem o
sitio inflamatorio. Independentemente da fonte inicial de infec¢do, a ativacao
sistémica de leucdcitos por mediadores como LPS resulta em sequestro de
neutroéfilos para a microvasculatura pulmonar e hepatica, acarretando em futura
lesdo funcional desses o6rgdos (BROWM et al.,, 2006; BUTCHER, 1991,
MCAVOY et al., 2011; WELBOURN; YOUNG, 1992). Portanto, a diminui¢édo do
namero de leucécitos, no presente estudo, estaria correlacionada ao

recrutamento dessas células, principalmente neutrofilos.
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Quanto a funcdo hepética e renal, sabe-se que a resposta inflamatoria
do sistema imune inato a sindrome séptica resulta em danos imunomediados e
disfuncdo multipla dos 6rgdos. Isso porque esse mecanismo ocorre dentro de
microvasos de Orgaos vitais como pulmao, figado (MCAVAQY et al. 2011) e rim
(KNOTEK et al., 2001). Contudo, nesse trabalho ndo houve nenhuma alteracao
no perfil bioquimico em ambos os grupos. Provavelmente porque a dose
inoculada ndo tenha sido suficiente para causar distirbios funcionais nesses
0rgdos ou esses sO ocorreriam mais tardiamente. Um estudo realizado com
ratos revelou que a inoculacéao de 0,15 mg de LPS foi suficiente para ocasionar
um aumento na concentracdo sérica de uréia em 48 horas (CUNNINGHAM et
al., 2002).

Em relacdo a glicemia, observou-se um aumento na concentracdo de
glicose duas horas ap0s a inoculacdo de LPS, passadas seis horas da
inoculacdo houve uma reducdo em sua concentracdo. Esses resultados
também foram observados em um estudo realizado com bovinos inoculados
com LPS de E. coli (1,5 pg/Kg). Os animais também demonstraram um
aumento na concentracdo de glicose nas duas primeiras horas, porém a
diminuicdo ocorreu quatro horas apos serem inoculados. Esse acontecimento
sugere que ha um aumento na demanda do metabolismo energético desses
animais provavelmente em resposta a presenca de LPS no organismo
(WAGGONER et al., 2009), o que leva a mobilizagdo do glicogénio e a
gliconeogenese. Sendo assim, a diminuicdo subsequente ocorre, pois a taxa de
consumo de glicose supera a sua taxa de producéo (STEIGER et al., 1999).

Entdo, pode-se dizer que o aumento da concentracao de glicose inicial,
em nossos animais, estaria relacionado a maior exigéncia energética do
organismo hospedeiro devido a maior atividade do sistema imune diante do
surgimento de um quadro endotoxémico. E sua diminuigdo, horas depois,

estaria relacionada a um consumo rapido de glicose pelas células hospedeiras.

Em relacdo aos parametros vitais, a frequéncia respiratoria elevou-se a
partir de seis horas pés-inoculacdo e, assim, se manteve até o final do
experimento e o mesmo foi observado em equinos. Nessa espécie, 0 aumento
da frequéncia respiratoria pode ocorrer de quatro a seis horas pos-inducédo de

endotoxemia (VALADAO, 2005). Sendo assim, sugere-se que a taquipnéia,
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diagnosticada nos ovinos desse experimento, é resultado dos disturbios
ocasionados pelas alteragdes hemodinamicas na circulagéo pulmonar e funcao
cardiovascular promovida pela presenca do LPS no organismo hospedeiro.
Segundo Briard (1999) a administracdo de 400 ng/Kg, via intravenosa em

bolus, de LPS em ovinos também levou ao aumento de frequéncia respiratoria.

Dentre os sinais clinicos ocasionados pela endotoxemia, anorexia € um
deles, este disturbio comportamental pode ocorrer pela participagdo de
citocinas durante esse processo inflamatério. A IL-1, IL-6, TNF-a, bem como
interferons INF-a e INF-y sdo consideradas responsaveis por tal
comportamento (VELLUCCI, 2010). Entdo a diminuicdo da motilidade ruminal,
notada nos animais do presente experimento, estaria associada a menor

ingestéo de alimentos.

Quanto a coloracdo das mucosas, sabe-se que a medida que o fluxo
sanguineo € comprometido, as mucosas vao se tornando congestas
(VALADAO 2005). Alteracdes essas que foram notadas no presente estudo
apos quatro horas de inoculacdo de LPS, prolongando-se até 48 horas.

VIl. CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos, conclui-se que a dosagem de Interleucina
6 associada ao proteinograma serico sdo métodos de diagndsticos eficientes
ndo s6 para detectar, como também monitorar a progressao e gravidade de
processos inflamatérios provenientes de uma endotoxemia induzida
experimentalmente em ovinos. Dentre as proteinas analisadas a albumina e o
fibrinogénio mostraram-se marcadores fidedignos, importantes para o
diagnostico e acompanhamento do processo endotoxémico. Além disso, 0s
exames fisicos em conjunto com os demais exames laboratoriais, aqui
utilizados, possibilitaram a caracterizacdo bem definida do quadro de

endotoxemia nessa espécie.
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