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INTERLEUCINA 6 E PROTEINOGRAMA SÉRICO DE OVINOS SUBMETIDOS 
À ENDOTOXEMIA EXPERIMENTAL 

 

RESUMO – Objetivando-se avaliar as concentrações séricas de Interleucina 6 

(IL-6) e proteinograma de ovinos submetidos à 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 físico foi realizado, imediatamente 

antes da inoculação (M0), bem como a coleta de sangue para perfil 

hematológico e bioquímico, dosagem de IL-6 e proteinograma. As amostras 

foram coletadas em M0 e após 2, 4, 6, 12, 24, 36, 48 e 60 horas, de realizada a 

inoculação. A dosagem de IL-6 foi feita pelo método de ELISA e o 

proteinograma pelo método de eletroforese em poliacrilamida com dodecil 

sulfato de sódio (SDS-PAGE), para o perfil hematológico utilizou-se contador 

de células automático (BCVet- 2800), o perfil bioquímico foi realizado 

utilizando-se kits comerciais (Labtest®) e por fim, a concentração de glicose foi 

mensurada por meio de um monitor de glicemia (Breeze 2, Bayer®). 

Constatou-se um aumento na concentração de IL-6 60 horas pós-inoculação de 

LPS. O pico febril ocorreu quatro horas pós-indução endotoxêmica. Constatou-

se leucopenia com neutropenia e redução na concentração da proteína total, 

albumina e glicoproteína ácida duas horas após a administração de LPS, 

acompanhados por uma elevação inicial na concentração de glicose, seguida 

de redução, seis horas pós-inoculação. Concluiu-se que a dosagem de 

Interleucina 6 e o proteinograma sérico são métodos de diagnósticos eficientes 

para detectar e monitorar a progressão e gravidade de processos inflamatórios 

provenientes de uma endotoxemia induzida experimentalmente em ovinos. 

 

 

Palavras-chave: Endotoxemia - ovinos, Inflamação – complicações, Albumina 

sérica – análise, Reação 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 (M0), as well as blood collection for hematological and 

biochemical profiles, dosage of IL-6 and proteinogram. Samples were collected 

at M0 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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I. INTRODUÇÃO 
 
 

A ovinocultura está presente em praticamente em todos os continentes, 

a ampla difusão da espécie se deve principalmente ao seu poder de adaptação 

a diferentes climas, relevos e vegetações. A criação ovina está destinada tanto 

à exploração econômica como à subsistência das famílias de zonas rurais 

(VIANA, 2008). 

Segundo o IBGE (2009), o Brasil possui aproximadamente quase 17 

milhões de cabeças ovinas distribuídas por todo o país, porém, concentradas 

em grande número no estado do Rio Grande do Sul e na região nordeste. No 

entanto, a criação ovina nos estados de São Paulo, Paraná e na região Centro-

Oeste é crescente, sendo assim, essas regiões são consideradas com grande 

potencial para a produção de carne ovina. Assim, a ovinocultura é uma 

atividade que vem despertando enorme interesse no estado de São Paulo, 

como alternativa viável ao agronegócio, principalmente para pequenas 

propriedades (CARDOSO et al., 2009). O rebanho da cidade de Araçatuba, 

segundo IBGE (2010) possui 7.330 animais.  

Além da importância econômica, sabe-se que os ovinos são comumente 

utilizados como modelos experimentais, devido sua resposta fisiológica 

semelhante a dos humanos, frente a uma doença pulmonar e a sua 

sensibilidade pulmonar a LPS (BUSTAMANTE et al., 2009).  

A infecção, geral ou localizada, é uma causa importante de morbidade e 

mortalidade em grandes animais. Durante a sepse, a liberação de endotoxinas 

bacterianas resulta em superativação do sistema imunológico do hospedeiro e 

liberação descontrolada de mediadores endógenos. Essa resposta precipita a 

ocorrência de uma cascata de alterações metabólicas e hemodinâmicas, que 

frequentemente resultam em falha múltipla dos órgãos (VAALA; HOUSE, 

2006).  A detecção precoce do tipo de bactéria ou material infeccioso é 

importante para a sobrevida do paciente (ARUEELL; WISTROM, 1998). 

O lipopolissacarídeo (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 hormônios (MORRISON; RYAN 1987). Em linhas 

gerais, os mecanismos que decorrem da sepse e do choque séptico em 
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modelos animais são causados por bactérias Gram-negativas. O LPS localiza-

se na parte externa da parede celular bacteriana e são liberados a partir da sua 

replicação e/ou morte (DE CASTRO et al. 1997). 

Pouco se sabe sobre os mecanismos fisiopatológicos da endotoxemia 

em ovinos e diante da gravidade desse distúrbio sistêmico, torna-se necessária 

à caracterização mais específica das alterações clínicas, laboratoriais e da 

endotoxemia nos ovinos, possibilitando o diagnóstico e tratamento mais 

precoce com prognóstico menos reservado. A utilização de métodos mais 

precisos, como a do proteinograma sérico e dosagem de IL-6 possibilita um 

diagnóstico exato e auxilia a detectar e monitorar a progressão e a gravidade 

de processos inflamatórios.  Desta forma, tenta-se interferir de maneira mais 

rápida e eficiente, contra essa enfermidade. Evitando-se prejuízos econômicos 

às criações ovinas, devido à mão-de-obra adicional, gastos com medicamentos 

e suplementação alimentar e, principalmente, diminuição da produção de lã e 

carne. Permitindo que a atividade continue se expandindo na região de forma 

progressiva. 

 Além disso, o fato dos ovinos responderem fisiologicamente de forma 

similar aos humanos em situações relacionadas a distúrbios pulmonares e 

demonstrarem a mesma sensibilidade pulmonar a LPS, permite que estudos 

experimentais com essa espécie não fiquem limitados apenas a avanços na 

veterinária mais também na medicina humana.  

Sendo assim, o principal objetivo desse trabalho foi avaliar se a 

quantificação das concentrações séricas de IL-6 e proteinograma podem ser 

utilizados como exames complementares para diagnosticar, em ovinos, 

endotoxemia induzida experimentalmente pela inoculação subletal de 400 

ng/kg de LPS de E. coli. 

 

II. REVISÃO DE LITERATURA 
 
 

Infecções bacterianas e virais reduzem o melhoramento dos rebanhos e 

aumenta a morbidade e mortalidade, e são as principais causas de prejuízos 

para os produtores (DUFF; GALYEAN, 2007). O LPS, um componente das 

bactérias Gram-negativas, é responsável por desencadear uma resposta 
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inflamatória generalizada. A administração de LPS nos animais acarreta em 

hipotensão sistêmica e disfunção orgânica, similar ao que ocorre na sepse 

clínica (BONE, 1991). 

Um dos componentes celulares do folheto externo da membrana das 

bactérias Gram-negativas são LPS, que estão relacionados com o choque 

séptico. Sabe-se que doses baixas de LPS são consideradas altamente tóxicas 

para determinadas espécies, como o ser humano. Uma única célula de 

Escherichia coli, contem aproximadamente 3,5 x 106 moléculas de LPS (VAN 

AMERSFOORT et al., 2003). Cada molécula de LPS possui três domínios 

estruturais: região “O” de polissacarídeo polar, que se projeta em direção ao 

ambiente aquoso extracelular, região “A” lipídica hidrofóbica, que está quase 

totalmente mergulhada na membrana externa da bactéria e, por fim, região 

central envolta por ácido polissacarídeo ligando as demais regiões (AURELL; 

WISTROM, 1998; ROBERT, 2006).  

A região “O” é altamente variável e contém antígenos específicos para 

cada cepa bacteriana, enquanto a região central glicolipídica é relativamente 

constante entre as bactérias e é mediadora de grande parte dos efeitos tóxicos 

das endotoxinas. Sabe-se que a proliferação ou morte por meio do uso de 

antibióticos ou sistema complemento do hospedeiro acarreta na liberação de 

grandes agregados de LPS e proteínas de membrana (BENTALA et al., 2002; 

ROBERT, 2006). Estudos demonstram que o lipídio “A” é o responsável pela 

indução dos efeitos fisiopatológicos 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 poderá chegar à circulação sanguínea em níveis 

suficientes para causar sinais clínicos. 

Quando as endotoxinas entram em contato com o sangue, uma parte é 

neutralizada por anticorpos anti-LPS decorrentes da produção de prévia 

exposição às endotoxinas, no entanto, a maioria liga-se às proteínas de ligação 

de LPS (LBL) presentes na corrente sanguínea (AURELL; WISTROM, 1998). 

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

membranas de macrófagos intravasculares e, em menor quantidade, de 
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monócitos. Os principais macrófagos envolvidos são provavelmente os 

intravasculares pulmonares e as células de Kupffer (ROBERT, 2006). Tanto o 

CD14 solúvel no plasma, quanto o ligado à membrana, funcionam como 

receptores de LPS (BREKKE et al., 2008). Durante uma sepse por bactérias 

Gram-negativas e endotoxemia, o CD14 é essencial para o reconhecimento do 

LPS pelo complexo de Receptor Toll-like (TRL) e subsequente geração de 

inflamação sistêmica. 

O reconhecimento precoce dos produtos bacterianos por meio do 

sistema imune inato é uma condição rigorosa para a produção de uma resposta 

imune efetiva, acarretando num recrutamento de leucócitos para o local de 

infecção e remoção bacteriana. Os receptores de reconhecimento padrão 

incluem os TLRs, os quais desempenham uma função essencial nesse 

processo. Dentre esses receptores, os TLR4 desempenham uma função 

essencial em relação à resposta imune inata para o LPS e remoção das 

bactérias gram-negativas. No entanto, em uma septicemia por bactérias Gram-

negativas, a ativação do sistema imune inato via TLR4 em diversos tipos 

celulares é conhecida por desencadear uma resposta inflamatória patológica 

(MCAVOY et al., 2011). 

Durante a ocorrência de uma enfermidade infecciosa, estabelece-se 

comunicação bidirecional entre os sistemas neuroendócrino e imune, visando à 

manutenção ou à restauração da homeostasia. O LPS é reconhecido pela via 

TLR4, essa ligação ativa o fator nuclear β (FN- β), que em seguida induz a 

expressão de diversos genes associados à resposta inflamatória, como 

citocinas, FNT- α e interleucina 1 (IL-1). Essas citocinas ativam o eixo 

hipotálamo-pituitária-adrenal, desencadeando a liberação de outras 

substâncias (QUIMEI, 2008). 

Além das funções de síntese proteica, o fígado também tem uma grande 

população de células residentes com importantes funções imunológicas. As 

células de Kupffer e macrófagos tissulares altamente móveis representam 80-

90% do total de células do sistema nuclear fagocítico. A principal função das 

células de Kupffer é remover, por fagocitose, corpos estranhos, materiais 

particulados, como também a captação e a detoxicação de endotoxina. Outras 

células do sistema imune, encontradas nos sinusóides hepáticos são as células 
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natural killer (NK) que demonstram citotoxidade espontânea contra células 

tumorais e hepatócitos infectados por vírus (SCHINONI, 2006).   

O termo “detoxificação” engloba modificações reversíveis (ligando e 

sequestrando) e irreversíveis (quimicamente) do LPS, bem como mecanismos 

que neutralizam ou modulam a resposta pro-inflamatória do hospedeiro em 

relação à endotoxina (MUNFORD, 2005).  A resposta inflamatória do sistema 

imune inato à síndrome séptica resulta em danos imunomediados e disfunção 

múltipla dos órgãos. Isso porque esse mecanismo ocorre dentro 

damicrocirculação de órgãos vitais como pulmão e fígado.  Portanto, diante de 

uma septicemia ou modelo experimental com LPS o recrutamento de 

neutrófilos no interior do fígado resulta em disfunção vascular, injúria 

hepatocelular e falha do órgão, levando a destruição celular e alterações na 

função hepática (HU ZE- HUA, et al., 2010; MCAVOY et al., 2011). 

 O rim também é um dos órgãos acometidos pela resposta imune 

exacerbada. Em casos de endotoxemia experimental, a falha na função renal 

pode estar correlacionada com vasoconstrição excessiva. Diversos 

mecanismos têm sido sugeridos para explicar essa interação entre LPS e 

citocina na ocorrência das disfunções orgânicas durante a endotoxemia. Dentre 

elas destacam-se a redução da perfusão no órgão devido à hipotensão 

sistêmica, apoptoses, acúmulo de leucócitos e inflamação, e deposição de 

fibrinogênio. O TNF tem sido considerado como a principal citocina causadora 

desses distúrbios (KNOTEK et al., 2001). 

Resumidamente, o LPS é reconhecido, ligado e internalizado através de 

vários receptores celulares. Subsequentemente ele ativa várias vias de 

citocinas estimulando a liberação de mediadores pró-inflamatórios por células 

estimuladas pelo LPS pertencentes ao sistema fagocítico monunuclear 

(BENTALA et al., 2002; STAUB et al, 2001). As endotoxinas estimulam os 

fatores de transcrição que ativam o sistema de inflamação e coagulação. 

Citocinas pró-inflamatórias, fatores teciduais, eicosanóides e endotelinas 

promovem a desintegração do endotélio pulmonar e da barreira epitelial, 

ocasionando a doença pulmonar aguda (WAERHAUG, 2008). 

A origem desta resposta pode ser atribuída a causas infecciosas, 

imunológicas, neoplásicas, traumáticas, ou outras e o seu propósito é restaurar 

a homeostase e remover a causa do desequilíbrio (CERÓN et al., 2005). A 
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inflamação leva á alteração da concentração plasmática das proteínas de fase 

aguda (PFA), que podem ser utilizadas como biomarcadores inespecíficos do 

processo inflamatório (CUNIETTI, 2004). Nos ruminantes, várias proteínas 

podem ser utilizadas para avaliar a presença de inflamação (JONES; 

ALLISSON, 2007). A elevação de fibrinogênio é comumente utilizada na rotina 

clínica para indicar a presença de inflamação sistêmica (KANEKO, 1997).  

Os processos inflamatórios locais alteram as concentrações de proteínas 

de fase aguda no plasma (FAGLIARI et al., 1998). As proteínas de fase aguda 

são grupos de glicoproteínas produzidos principalmente pelo fígado, sendo 

suas produções estimuladas por citocinas específicas, liberadas por leucócitos 

e macrófagos, com rápidas alterações de sua concentração no plasma durante 

condições inflamatórias. Essas proteínas podem ser classificadas em positivas, 

representadas pela ceruloplasmina, fibrinogênio, proteína C-reativa, antitripsina 

e haptoglobina e, em negativas, como a pré-albumina, a albumina e a 

transferrina (PATELLI et al., 2008).  

As mudanças nas composições das proteínas séricas que ocorrem após 

dano tecidual representam uma parte da resposta sistêmica mediada por 

citocinas pró-inflamatórias (FNT–α, IL–1 e IL–6) (OPPENHEIN; 

SHEVACH,1990). 

A avaliação destas proteínas pode ser útil em detectar e monitorar a 

progressão e a gravidade de processos inflamatórios. As citocinas servem 

como sinais para iniciar, diferenciar e regular respostas imunológicas e sua 

magnitude (ZHU et al., 1999). 

A eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecilsulfato de sódio 

(SDS-PAGE) permite identificar mais de 20 frações proteicas, as quais podem 

ser separadas claramente mesmo quando em quantidades extremamente 

pequenas (GORDON, 1975; SOARES, 2008). Esta técnica tem sido utilizada 

para analisar concentrações de proteínas plasmáticas, já que o fracionamento 

eletroforético representa um dos mais confiáveis métodos de identificação de 

proteínas sanguíneas (COYNE et al., 1990; FAGLIARI; SILVA, 2002; SOARES, 

2008; WEBER; OSBORN, 1969). 

A Glicoproteína Ácida α1 é uma glicoproteína da família das α-

globulinas, responsável pelo transporte de substâncias básicas e lipossolúveis 

no plasma sanguíneo. Ela é relatada como uma PFA empregada no 
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monitoramento de processos inflamatórios em diferentes espécies animais 

(FAGLIARI et al., 2003), e considerada por MURATA et al. (2004) como 

importante biomarcador no acompanhamento clínico de processos 

inflamatórios em bovinos.  

A albumina é  responsável pelo carreamento de diversos íons e ácidos 

graxos no sangue, além de ter função de regularizar a pressão oncótica 

(MEIRA et al., 2009). 

Assim como a albumina, a transferrina é considerada uma proteína 

negativa (GRUYS  et al., 2005). Como a maioria das proteínas plasmáticas, ela 

é uma glicoproteína, e tem por função transportar ferro (KANEKO et al., 1997). 

Segundo KOGIKA (2003), a haptoglobina é uma alfa-2-proteína 

responsável pelo transporte de hemoglobina nas células do sistema 

mononuclear fagocitário para que haja a recuperação do íon ferro durante o 

processo de hemocaterese, além de atuar na defesa contra microorganismos. 

Outros efeitos propostos incluem a modulação da função de linfócitos e 

macrófagos e a inibição da atividade da catepsina (HARVEY; WEST, 1987). A 

concentração da haptoglobina aumenta em processos inflamatórios agudos, 

estresse e processos neoplásicos recentes (CORAZZA, 1997).  

Outra proteína importante em processos inflamatórios é a 

ceruloplasmina que se encontra no soro também sob a forma de α-1-globulina 

(SCHOSINSKY et al., 1974). Os níveis plasmáticos desta proteína aumentam 

nos processos inflamatórios, infecciosos, virais e parasitários, enquanto o 

decréscimo é observado ao nascimento, desnutrição, deficiência na absorção 

de nutrientes, nefrose e moléstias hepáticas associadas à intoxicação de cobre 

(JAIN, 1993). A atividade oxidativa sérica da ceruloplasmina está relacionada 

com a concentração sérica de cobre, isto é, baixas concentrações desse 

microelemento estão associadas à diminuição de sua atividade (BORGES et 

al., 2005).  

A IL-6 constitui-se em um importante marcador inflamatório. É uma 

citocina envolvida numa série de atividades imunológicas, em especial a 

síntese de substâncias de fase aguda pelo fígado (TONET et. al.,2008) . Essa 

citocina normalmente é expressa em níveis baixos, exceto durante infecção, 

trauma ou outros fatores estressantes (ERSHLER; KELLER, 2000. Sabe-se 

que ela atua tanto na resposta imune inata como na adaptativa. É sintetizada 
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por monócitos, células endoteliais, fibroblastos e outras células em resposta a 

microrganismos e também à estimulação por outras citocinas, principalmente 

IL-1 e TNF- (SOUZA et. al., 2008).  

Além disso, a IL-6 é uma citocina indutora da síntese hepática de 

proteínas, promove a produção e liberação da proteína C reativa, atua como 

um sinal para a ativação das células T promove a secreção de anticorpos pelas 

células B e a diferenciação das células T citotóxicas, e estimula a liberação de 

outras citocinas, em especial da TNF-α e da IL-1β (PROCIANOY et al., 2004). 

O excesso de sua expressão pode ser um bom marcador para o diagnóstico da 

síndrome da resposta inflamatória sistêmica (SRIS) e hipercitocinemia 

(YOSHIOKA et al., 1999). 

Devido a todos esses fatores a IL-6 é considerada uma citocina de 

extensa atividade biológica, a qual ajuda a controlar a resposta de fase aguda e 

mediar à troca de classe de imunoglobulinas. Estas atividades biológicas são 

importantes tanto in vivo quanto in vitro, demonstrando claramente que a IL-6 in 

vivo participa da regulação da temperatura corpórea (LEMAY et al., 1990; 

KLUGER et al., 1998; LEON et al., 1998) e funciona como um importante e 

sensível indicador da inflamação dentro do organismo. Vários estudos indicam 

que o nível plasmático de IL-6 pode ser usado como um marcador no 

diagnóstico da presença de bacteremia (MARTIN et al., 2001). 

Apesar de estar correlacionado com a ocorrência de febre, o efeito da IL-

6 neste mecanismo ainda não está bem definido, acredita-se que uma das 

possibilidades seja que essa citocina previna uma resposta antipirética do 

organismo diante de uma alteração imunológica periférica, portanto sua 

ausência pode extinguir ou atenuar a febre. Se de fato esse mecanismo existir 

ele depende da Cicloxigenase 2 e parece não estar envolvido com o TNF- . A 

segunda possibilidade apresentada é que a IL-6 está envolvida no transporte 

de PGE2, então mesmo que a síntese de PGE2 esteja intacta, na ausência de 

IL-6, a PGE2 não atinge seus receptores numa concentração suficientemente 

alta para desencadear a resposta febril (NILSBERTH et.al., 2009). 

A administração parenteral de LPS mimetiza a reação generalizada de 

defesa do organismo às infecções, como febre, anorexia e indução das 

proteínas de fase aguda no fígado (DINARELLO, 1996). Ademais, induz a 

migração de leucócitos sanguíneos para o sítio inflamatório/infeccioso. Assim, 



20 
 

o LPS funciona como um adequado modelo para o estudo de manifestação de 

alterações fisiológicas durante infecções bacterianas. 

A endotoxina da E. coli é comumente utilizada para a realização de 

estudos de inflamação e consequente ativação do eixo hipotálamo-pituitária-

adrenal. Em ratos, por exemplo, a dose de LPS gira em torno de 5 μg/Kg a 1 

mg/Kg de peso vivo, já em suínos e coelhos as doses variam de 100 e 60 

μg/Kg, respectivamente. Em bezerros utilizou-se a dose de 0,1 mg por neonato 

com taxas de sobrevivência variando entre 33 a 60% na dependência do 

tratamento realizado (BENESI et al., 2002). 

Em ovinos a dose varia de 2 ng/Kg a 3 μg/Kg (KABAROFF, 2006). 

Traber e colaboradores (1981) utilizaram a dose de 0,75 μg/Kg por via 

intravenosa nesta espécie e dividiram a resposta à administração de LPS em 

três fases. Na primeira fase, que ocorre na primeira hora após a administração 

da LPS, foi observada diminuição do débito cardíaco, neutrofilia, aumento do 

hematócrito e da concentração total de proteínas plasmáticas, na segunda fase 

os valores voltaram a níveis basais enquanto que na terceira fase, que se 

iniciaram duas horas e meia após a administração do LPS, foi observada 

diminuição na concentração de proteínas plasmáticas totais e linfopenia. 

 A administração intravenosa em ovinos, de duas doses (200 e 400 

ng/Kg) de Escherichia coli (O55: B5: Sigma) levou ao aumento da frequência 

respiratória, tosse e diarréia intermitente, febre (41 a 43°C) com duração de 

seis horas, sendo que as reações foram maiores nos animais que receberam 

uma dose de 400 ng/Kg (BRIARD, 1999).  

Sabe-se que em equinos, as frequências cardíacas e respiratórias 

aumentam rapidamente nas primeiras 4 a 6 horas após a inoculação de LPS e 

podem apresentar um pico ao redor de 50% acima dos valores normais antes 

de começarem a declinar. Até a primeira hora, as mucosas estão pálidas e o 

pulso periférico é forte (fase de vasoconstrição periférica). Na fase hipotensiva 

da endotoxemia (inicia-se 1 hora após a injeção subletal de LPS), as mucosas 

tornam-se progressivamente congestas, o tempo de preenchimento capilar está 

prolongado e uma linha escura forma-se ao redor das margens gengivais 

(VALADÃO, 2005). 

Segundo Valadão (2005), evidências clínicas de desidratação e sinais de 

insuficiência circulatória, bem como os sinais de depressão, persistem por 
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várias horas após a inoculação de LPS em eqüinos e a temperatura retal pode 

permanecer elevada por até 18 horas. À medida que o fluxo sanguíneo torna-

se comprometido, a temperatura decresce de valores normais a subnormais. 

Além disso, notam-se mucosas congestas, pulsos periféricos fracos e rápidos, 

extremidades frias, sudoreses e, ocasionalmente, fasciculações musculares e 

decúbito. 

Os sinais clinicopatológicos da endotoxemia não são específicos e 

refletem alterações da perfusão tecidual, disfunção orgânica ou homeostasia 

desordenada (ROBERT, 2006). Além das lesões pulmonares, a endotoxemia 

acarreta o comprometimento funcional de outros órgãos, como fígado e rins. A 

liberação, na corrente sangüínea, de substâncias capazes desensibilizar o 

organismo (endotoxinas) leva à produção de substâncias mediadoras do 

processo inflamatório, causando uma “Síndrome de Resposta Inflamatória 

Sistêmica”, o que resulta na vasodilatação periférica, acompanhada do 

aumento dapermeabilidade vascular. Esse processo ocasiona a diminuição do 

volume do fluido intravascular que, associado à liberação de um fator 

depressor do miocárdio (produzido pelo pâncreas isquêmico), resulta na 

redução drástica da perfusão sanguínea tecidual, causando isquemia, hipóxia 

de vários órgãos e morte do animal (BRANDÃO et al., 1999; KOGIKA et al., 

2001). 

 

III. MATERIAIS E MÉTODOS 
 

3.1. Caracterização dos animais 
 

Foram utilizadas dez ovelhas, com 4 anos de idade, obtidos da região 

comercial de Araçatuba. Esses animais foram divididos em dois grupos, GC= 

grupo controle (n= 4), que receberam solução salina (NaCl 0,9%) e GT= grupo 

tratado (n= 6), inoculados com LPS de E. coli. Durante o período experimental, 

os animais ficaram alojados em baias e foram alimentados com silagem de 

milho, sal mineral para ovinos e água de boa qualidade à vontade. Realizou-se 

o exame físico dos animais, imediatamente antes da inoculação, bem como 
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coleta de sangue para perfil bioquímico e hematológico, e os dados foram 

registrados em fichas individuais. 

 

3.2. Inoculação 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 solução fisiológica 0,9 % de Cloreto de Sódio (NaCl). 

O LPS foi diluído em 2mL de solução salina (NaCl 0,9%), antes de sua 

administração, realizou-se a sua sonicação (Kondortech® CD-4820) em três 

pulsos de 480 segundos cada. A administração do LPS e da solução salina foi 

feita em bolus, por via intravenosa na veia jugular, a qual foi canulada com 

catéter 18G.  

 

3.3. Avaliação Clínica 

 

Os ovinos foram avaliados imediatamente antes da inoculação (M0) e a 

partir daí, após 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 após a inoculação. Os parâmetros avaliados foram: frequências cardíaca e 

respiratória, hidratação, coloração de mucosas, temperatura corpórea, 

movimentos ruminais e apetite. A temperatura foi aferida por meio de 

termômetro clínico e o peso corporal dos animais foi mensurado no início e ao 

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

 

Foram colhidas amostras de 5 mL de sangue pelo sistema a vácuo em 

frascos de vidro siliconizados contendo ácido etilenodiaminotetraacético 

(EDTA), para a realização de hemograma e 20 mL de sangue em tubo sem 

anticoagulante, para as análises bioquímicas do soro sangüíneo, 

proteinograma e dosagem de IL-6. As amostras de sangue sem anticoagulante 

foram centrifugadas a 1.000 G durante 10 minutos, obtendo-se alíquotas de 1,5 

mL e 150 L de soro, que foram armazenadas em microtubos de 1,5 mL, 

previamente identificados, e congeladas (-18ºC e a – 80 °C respectivamente), 

até o momento da realização das análises. 

 

3.5. Análises Laboratoriais 

 

3.5.1 Perfil Hematológico 

De cada amostra de sangue venoso colhida com anticoagulante 

EDTA, foram aferidos os dados relativos às contagens de hemácias, 

leucócitos e plaquetas e teor de hemoglobina, em aparelho automático 

(BCVet-2800). A contagem diferencial de leucócitos foi realizada a partir da 

contagem em esfregaço sanguíneo corado de 200 células, em microscopia 

óptica (GARCIA-NAVARRO, 1994). 

 

3.5.2 Perfil Bioquímico 

 

Foram avaliadas as concentrações 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 bioquímicos Labtest®. A dosagem 

de glicemia foi realizada em todos os momentos por meio de um monitor de 

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

 

3.5.3 Proteinograma 

 

A concentração de proteína total e teor plasmático de fibrinogênio foram 

obtidos pelo método de precipitação pelo calor e leitura em refratômetro 

(MILLAR et al., 1971).  As concentrações de proteínas plasmáticas avaliadas 

(ceruloplsamina, haptoglobina, glicoproteína-ácida, albumina e transferrina) 

foram determinadas por meio da técnica de eletroforese em gel de 

poliacrilamida com dodecil sulfato de sódio (SDS-PAGE).  

O gel de separação consistiu de 15 mL de água 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 separação foi polimerizado pela adição de 15 L de tetrametil-etilenodiamina 

(TEMED) e 0,3 ml de persulfato de amônio a 10%.  O gel de empilhamento foi 

polimerizado pela adição de 20 L de TEMED e 0,1 mL de persulfato de amônio 

a 10%. O tampão do eletrodo superior possuía 30 mM de Tris base, 150 mM de 

glicina, SDS a 0,1% e o tampão inferior continha 75 mM de glicina, SDS a 

0,1%. O pH de ambos os tampões foi 8,5.  

As amostras de soro (5 L) foram preparadas em 40 l de solução salina 

tampão-fosfato de Dulbecco e 10 l de tampão de amostra (10% de água, 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 análise consistiu de um de gel vertical 8 x 8 e a fonte 

programada a 35 mA enquanto as amostras permaneceram no gel de 

empilhamento e aumentada para 50 mA quando as amostras foram movidas no 

gel de corrida.  

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

Coomassie composto por metanol (50%), água (40%), ácido acético glacial 
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(10%) e azul de Coomassie (0,25%) e descorados em ácido acético a 7% até 

que 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 análise ImageQuant TL   

(GE-Healthcare®). 

As proteínas foram identificadas pelo uso de marcadores de referência 

com pesos moleculares de 29.000, 45.000, 66.000, 97.400, 116.000 e 205.000 

Da e pela comparação com a mobilidade eletroforética da albumina purificada, 

fibrinogênio, transferrina, haptoglobulina e 1-antitripsina. 

 

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

 

A concentração sérica de IL-6 foi quantificada através do teste de ELISA 

captura1, utilizando-se um kit comercial humano, já que este apresenta 

reatividade cruzada com citocinas de origem animal, com homologia maior que 

69% (SCHEERLINCK, 1999), seguindo-se as recomendações do fabricante.  

 

IV. Análises Estatísticas 

 

Os dados foram submetidos à análise de variância, sendo as médias 

comparadas por meio do teste de Tukey. Os dados foram testados quanto à 

normalidade e homogeneidade de variâncias pré-requisitos necessários para a 

análise de variância. Os valores da coloração de mucosa foram analisados 

usando o teste de Mann-Whitney para comparar os grupos em cada momento. 

As estatísticas foram consideradas significativas quando P < 0,05. As análises 

estatísticas foram efetuadas empregando-se o programa SAS (Statistical 

Analysis System). 

 

                                                 
1 IL-6 Human Biotrak Easy ELISA, GE Healthcare, RPN5968, Viena, Áustria. 
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V. RESULTADOS 

 

Houve aumento significativo na concentração da interleucina 6 60 horas 

pós-inoculação (M60) no grupo tratado (GT), quando comparado ao grupo 

controle (GC) (Tabela 1 e Figura 1).  

Tabela 1 - Média ( ) e desvio padrão (S) da concentração de Interleucina-6 (IL-6), em pg/mL, 
segundo os grupos em cada momento de avaliação 

Momento 
IL-6 (   S) 

GC GT 
M0 1,50 ± 0,83 Aa 3,30 ± 2,31 Aa 
M2 1,43 ± 0,88 Aa 2,85 ± 2,01 Aa 
M4 1,64 ± 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 maiúscula na linha e minúscula na coluna, não diferem entre 
si pelo teste de Tukey (P > 0,05). 

 

 

Figura 1.  Concentração sérica média de Interleucina 6 do grupo controle (NaCl 0,9%, IV) e do 
grupo tratado (400 ng/Kg de LPS de E coli, IV) ao longo do tempo. 
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Quanto à temperatura retal (TR), notou-se um aumento gradativo, 

durante os três primeiros momentos (M0, M2 e M4), dos animais do GT, sendo 

que o pico febril ocorreu quatro horas pós-inoculação de LPS (M4) (Tabela 2 e 

Figura 2).  

 
Tabela 2 - Média ( ) e desvio padrão (S) da temperatura Retal, em ºC, segundo os grupos em 
cada momento da avaliação 

Momento 
TR (   S) 

GC GT 
M0 38,8 ± 0,2 Aa 38,7 ± 0,2 Ad 
M2 39,4 ± 0,2 Aa 39,6 ± 0,4 Ab 
M4 39,2 ± 0,3 Ba 40,6 ± 0,8 Aa 
M6 39,4 ± 0,1 Aa 39,5 ± 0,4 Ab 

M12 39,3 ± 0,3 Aa 39,3 ± 0,3 Abc 
M24 39,2 ± 0,4 Aa 38,8 ± 0,2 Acd 
M36 39,4 ± 0,6 Aa 39,1 ± 0,2 Abcd 
M48 39,1 ± 0,2 Aa 38,9 ± 0,1 Acd 
M60 39,0 ± 0,3 Aa 39,2 ± 0,3 Abcd 

Médias seguidas de mesma letra maiúscula na linha e minúscula na coluna, não diferem entre 
si pelo teste de Tukey (P > 0,05).  

 

 

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 concentração de proteína total em GT foi significativamente menor 

quatro e seis horas (M4 e M6) após a inoculação de LPS, quando comparada 

aos mesmos momentos do GC. Dentro do grupo tratado, sua concentração foi 

menor quatro horas após a inoculação (M4), quando comparada ao momento 

zero (M0) (Tabela 3 e Figura 3). 

Tabela 3 - Média ( ) e desvio padrão (S) da concentração de Proteína Total (PT), em g/dL, 
segundo os grupos em cada momento de avaliação  

Momento 
PT (   S) 

GC GT 
M0 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 7,50 ± 0,577 Aab 7,63 ± 0,924 Aab 
M24 7,75 ± 0,300 Aa 7,60 ± 0,438 Aab 
M36 7,35 ± 0,443 Aab 7,40 ± 0,551 Aab 
M48 7,65 ± 0,252 Aa 7,20 ± 0,379 Aab 
M60 7,10 ± 0,258 Aab 7,00 ± 0,456 Aab 

Médias seguidas de mesma letra maiúscula na linha e minúscula na coluna, não diferem entre 
si pelo teste de Tukey (P > 0,05). 

 

 

 

Figura 3. Concentração média de proteína total 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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Quanto à concentração sérica de proteínas de fase aguda, houve 

variação na concentração de Albumina e Glicoproteína Ácida (Tabelas 4 e 5 e 

Figuras 4 e 5).  

 

Tabela 4 - Média ( ) e desvio padrão (S) da concentração sérica de Albumina (AB), em g/dL, 
segundo os grupos em cada momento de avaliação 

Momento 
AB (   S) 

GC GT 
M0 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 3,519 ± 0,512 Aab 

M12 3,619 ± 0,196 Aa 3,867 ± 0,872 Aa 
M24 4,019 ± 0,451 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 maiúscula na linha e minúscula na coluna, não diferem entre 
si pelo teste de Tukey (P > 0,05).  

 

 

Figura 4. Concentração média de albumina do grupo controle (NaCl 0,9%, IV) e grupo tratado 
(400 ng/kg de LPS de E. coli, IV). 
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Tabela 5 - Média ( ) e desvio padrão (S) da concentração sérica de Glicoproteína Ácida (GA), 
em g/dL, segundo os grupos em cada momento de avaliação  

Momento 
GA (   S) 

GC GT 
M0 0,043 ± 0,026 Aa 0,036 ± 0,016 Aa 
M2 0,059 ± 0,019 Aa 0,040 ± 0,022 Aa 
M4 0,059 ± 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 maiúscula na linha e minúscula na coluna, não diferem entre 
si pelo teste de Tukey (P > 0,05).  

 

 

Figura 5. Concentração média de glicoproteína ácida do grupo controle (NaCl 0,9%,IV) e grupo 
tratado (400 ng/kg de LPS de E. coli, IV). 
 

Notou-se, também aumento significativo do fibrinogênio, 12 horas após a 

inoculação do LPS e uma diminuição de suas concentrações, 48 horas pós-

inoculação, tanto entre os grupos, como dentro do mesmo grupo tratado (M48) 

(Tabela 6 e Figura 6).  
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Tabela 6 - Média ( ) e desvio padrão (S) do Fibrinogênio (FB), em g/dL, segundo os grupos 
em cada momento de avaliação  

Momento 
FB (   S) 

GC GT 
M0 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 maiúscula na linha e minúscula na coluna, não diferem entre 
si pelo teste de Tukey (P > 0,05).  

 

 

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

 

 Em relação ao perfil hematológico, o GT apresentou uma leucopenia, 

duas horas pós-inoculação (M2), seguida por um aumento gradativo, atingindo 

seu pico 24 horas (M24) pós-inoculação, nos três momentos finais (M36, M48 e 

M60) notou-se uma nova diminuição de leucócitos (Tabela 7 e Figura 7). 

Contatou-se uma redução no número de neutrófilos segmentados (Tabela 8 e 

Figura 8), linfócitos (1,77; 1,56 e 1,68 109/L) e monócitos (0,06 e 0,03 109/L) 
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duas horas após a indução endotoxêmica, que se manteve até quatro horas, 

exceto para linfócitos, a qual se estendeu por mais duas horas. Já na série 

vermelha, não houve nenhuma alteração significativa, todos os resultados 

foram considerados normais para espécie. 

 
Tabela 7 - Média ( ) e desvio padrão (S) do Leucócitos (L), 109/L, segundo os grupos em 
cada momento de avaliação 

Momento 
L (   S) 

GC GT 

M0 5,70 ± 0,82 Aa 7,17 ± 1,08 Acd 
M2 6,03 ± 0,71 Aa 2,67 ± 1,41 Be 
M4 6,60 ± 0,77 Aa 3,25 ± 1,54 Be 
M6 6,65 ± 1,32 Aa 5,23 ± 1,59 Ade 

M12 6,40 ± 0,87 Ba 10,25 ± 1,46 Aabc 
M24 5,85 ± 0,70 Ba 12,25 ± 2,57 Aa 
M36 5,70 ± 0,71 Ba 11,37 ± 3,20 Aab 
M48 6,13 ± 0,70 Ba 9,05 ± 1,73 Abc 
M60 5,93 ± 0,98 Ba 8,55 ± 1,62 Abc 

Médias seguidas de mesma letra maiúscula na linha e minúscula na coluna, não diferem entre 
si pelo teste de Tukey (P > 0,05). 

 

 

  

Figura 7. Quantidade média de leucócitos do grupo controle (NaCl 0,9%,IV) e grupo tratado 
(400 ng/kg de LPS de E. coli, IV). 
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Tabela 8 - Média ( ) e desvio padrão (S) de Neutrófilos Segmentados (NS), 109/L, segundo os 
grupos em cada momento de avaliação 

Momento 
NS (   S) 

GC GT 

M0 1,47 ± 1,01 Aa 1,41 ± 1,00 Acd 
M2 2,20 ± 0,80 Aa 0,79 ± 0,48 Bd 
M4 2,98 ± 0,65 Aa 1,14 ± 0,97 Bcd 
M6 3,08 ± 0,73 Aa 2,80 ± 1,60 Abcd 

M12 2,90 ± 1,09 Ba 7,40 ± 1,41 Aa 
M24 2,07 ± 0,77 Ba 7,44 ± 2,26 Aa 
M36 1,86 ± 1,20 Aa 5,36 ± 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 maiúscula na linha e minúscula na coluna, não diferem entre 
si pelo teste de Tukey (P > 0,05). 

 
 
 
 
 

 
Figura 8. Quantidade média de neutrófilos segmentados do grupo controle (NaCl 0,9%,IV) e 
grupo tratado (400 ng/kg de LPS de E. coli, IV). 
 

No perfil bioquímico, todas as enzimas analisadas mantiveram-se em 

níveis considerados normais para a espécie ovina. Em relação à concentração 

de glicose notou-se um aumento significativo duas horas pós-inoculação no GT 

em relação ao GC e esse aumento também foi considerado significativo 

quando comparados aos demais momentos dentro de GT, exceto para M0 e 

M48. Após seis horas de inoculação do LPS houve uma diminuição significativa 
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na concentração de glicose entre os grupos e também em relação aos demais 

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

Tabela 9 - Média ( ) e desvio padrão (S) da concentração de Glicose (G), em mg/dL, segundo 
os grupos em cada momento de avaliação 

Momento 
G (   S) 

GC GT 
M0 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 ± 4,32 Aab 50,00 ± 15,77 Abc 

Médias seguidas de mesma letra maiúscula na linha e minúscula na coluna, não diferem entre 
si pelo teste de Tukey (P > 0,05).  

 

 

Figura 9. Concentração 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 relação aos parâmetros vitais, a frequência cardíaca manteve-se 

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

A frequência respiratória elevou-se significativamente a partir de seis horas 
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pós-inoculação de LPS e manteve-se elevada até o último momento (Tabela 10 

e Figura 10).  

Tabela 10 - Média ( ) e desvio padrão (S) da Frequência Respiratória (FR), mpm, segundo os 
grupos em cada momento de avaliação  

Momento 
FR (   S) 

GC GT 
M0 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 maiúscula na linha e minúscula na coluna, não diferem entre 
si pelo teste de Tukey (P > 0,05).  

 

 

Figura 10. Frequência Respiratória média do grupo controle (NaCl 0,9%,IV) e grupo tratado 
(400 ng/kg de LPS de E. coli, IV). 

 

 

Observou-se uma diminuição da frequência dos movimentos ruminais 

após duas, quatro e seis horas pós-inoculação de LPS. Dentro dos grupos 

houve uma variação ao longo dos momentos (Tabela 11 e Figura 11). Houve 

variação da coloração de mucosa ao longo dos momentos (Tabela 12). Todos 
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os animais apresentaram hidratação normal ao longo do experimento e dois 

animais manifestaram fasciculação muscular duas horas após a inoculação de 

LPS e houve uma leve diminuição do apetite dos animais 

Tabela 11 - Média ( ) e desvio padrão (S) dos Movimentos Ruminais (MR), em mov/min, 
segundo os grupos em cada momento de avaliação 

Momento 
MR (   S) 

GC GT 
M0 1,0 ± 0,50 Aabc 1,0 ± 0,63 Aa 
M2 2,0 ± 0,00 Aa 0,0 ± 0,52 Bb 
M4 1,5 ± 0,58 Aab 0,5 ± 0,55 Bab 
M6 1,5 ± 0,58 Aab 1,0 ± 0,52 Bab 

M12 1,0 ± 0,00 Abc 1,0 ± 0,41 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 maiúscula na linha e minúscula na coluna, não diferem entre 
si pelo teste de Tukey (P > 0,05).  

 

 

 Figura 11. Frequência 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 - Coloração da mucosa dos grupos controle (NaCl 0,9%, IV) e tratado (400 ng/Kg de 
LPS de E. coli, IV), ao longo do tempo  

Momento Coloração de 
mucosa GC GT P(1) 

M0 
Rósea Clara 4 - 0,0048 Rósea - 6 

M2 
Rósea Clara 1 - 

0,2667 Rósea 3 4 
Hiperêmica - 2 

M4 
Rósea Clara 1 - 

0,0190 Rósea 3 1 
Hiperêmica - 5 

M6 
Rósea Clara 1 - 

0,0048 Rósea 3 - 
Hiperêmica - 6 

M12 
Rósea 4 - 0,0048 Hiperêmica - 6 

M24 
Rósea 4 1 0,0476 Hiperêmica - 5 

M36 
Rósea 4 1 0,0476 Hiperêmica - 5 

M48 
Rósea Clara 1 - 

0,0190 Rósea 3 1 
Hiperêmica - 5 

M60 
Rósea 1 1 1,0000 Hiperêmica 3 5 

(1) Teste de Mann-Whitney 
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VI. DISCUSSÃO  

 

O principal objetivo com esse trabalho foi avaliar se a quantificação das 

concentrações séricas de IL-6 e o proteinograma podem ser utilizados como 

exames complementares para diagnosticar, em ovinos, endotoxemia induzida 

experimentalmente pela inoculação 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 concentração de IL-6 ocorreu 60 horas após a 

inoculação de LPS. Em contraste com nosso trabalho, Kabaroff e 

colaboradores (2006) mostraram em seu estudo que a inoculação de 400 ou 

600 ng/kg em ovinos causou um aumento na concentração sérica de IL-6 três a 

sete horas pós-inoculação, no entanto essa elevação não estava 

correlacionada com a resposta febril, resultado esse também observado em 

nosso trabalho. 

Uma das possíveis explicações para o aumento tardio da IL-6 seria que 

os momentos de coleta escolhidos, em nosso estudo, não englobavam o 

período de maior concentração de IL-6, visto que os momentos determinados 

para coleta estavam abaixo ou acima daqueles que tiveram maiores 

concentrações de IL-6 (3 a 7 horas) encontrados por outros pesquisadores. A 

segunda explicação, provavelmente, esteja relacionada ao mecanismo de 

tolerância a endotoxemia desenvolvido pelos animais utilizados. Isso porque 

esses ovinos poderiam ter sido expostos a desafios anteriores que levaram ao 

desenvolvimento de um quadro inflamatório intenso e consequente tolerância à 

endotoxina, levando assim a uma resposta mais branda quando expostos a 

endotoxemia experimental. Lembrando que a tolerância à endotoxina 

caracteriza-se por redução da produção (CAVAILLON; CONQUY, 2006) e da 

liberação de citocinas como TNF- , IL-6 e outras em resposta ao LPS (CHEN; 

IVASHKIV, 2010).  

Em relação ao processo febril, de acordo com os resultados obtidos fica 

claro que a ocorrência de febre não depende exclusivamente de altas 

concentrações de IL-6, uma vez que o pico febril ocorreu quatro horas pós-

inoculação de LPS e a maior concentração de IL-6 foi diagnosticada 60 horas 

pós-indução endotoxêmica. Assim como no presente estudo, Yates e 
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colaboradores (2011) obtiveram o mesmo resultado inoculando, por via 

intravenosa, 0,75 g/kg e 1,50 g/kg de LPS em ovinos. 

Sabe-se que o processo febril ocorre devido à ação não só da IL-6, mas 

também de outras citocinas de efeito pirogênico como IL-1, TNF- , INF e 

outras. Diante disso, pode-se dizer que o aumento na temperatura corpórea 

dos animais do presente estudo, estaria relacionado à ação de citocinas 

pirogênicas que elevam suas concentrações logo no início do processo 

inflamatório, como o TNF-  e a IL-1. Em equinos, a concentração de TNF-  

pode elevar-se a partir de 15 minutos e seu pico ocorre por volta de uma hora e 

meia após a indução endotoxêmica. No caso da IL-1 seu pico pode ocorrer 90 

minutos após o pico de TNF-  (MOORE, 2005; VALADÃO, 2005). 

 Em relação às proteínas de fase aguda, Singh (2002), descreveu que a 

albumina e a transferrina são consideradas proteínas de fase aguda negativas 

tendendo a decrescer seus valores frente a condições inflamatórias. No 

presente estudo, notou-se uma diminuição significativa de albumina quatro 

horas pós-inoculação de LPS, que consequentemente resultou na redução da 

concentração de proteína total. Ao contrário da albumina a transferrina não 

alterou suas concentrações séricas.  

Sabe-se que os hepatócitos por meio da estimulação específica de 

algumas citocinas aumentam a síntese de algumas proteínas de fase aguda 

positivas, elevando suas concentrações plasmáticas. Estas são denominadas 

proteínas de fase aguda positivas, incluindo-se a haptoglobina, seromucóide, 

ceruloplasmina e o fibrinogênio (ECKERSALL; CONNER, 1988; THOMAS, 

2000, MURATA et al., 2004). No presente estudo, houve divergência deste 

conhecimento tanto para os valores séricos de haptoglobina como para os de 

glicoproteína ácida. Sendo que a primeira não apresentou alterações 

significativas e a segunda apresentou redução entre os grupos 48 horas após a 

inoculação de LPS. A ausência de aumento da haptoglobina e a diminuição da 

glicoproteína ácida podem estar relacionadas com as baixas concentrações de 

IL-6, visto que essa citocina faz parte de um grupo de mediadores 

responsáveis pele síntese das PFA.  

Possivelmente, as concentrações dessas PFA viessem a aumentar após 

60 horas de indução endotoxêmica, pois é nesse momento que encontramos 
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um aumento significativo de IL-6. Portanto, uma concentração baixa de IL-6 

nos momentos iniciais pode ter sido responsável por uma menor síntese de 

haptoglobina e glicoproteína ácida. 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 concentração destas, diante do estímulo inflamatório 

(ECKERSAL; CONNER, 1988; DINARELLO, 1984; MEDINA, 2001). 

Ao contrário do que foi observado por Kaneko (1997), onde a elevação 

de fibrinogênio ocorreu 24 a 48 horas após a indução inflamatória, o aumento 

das concentrações do fibrinogênio, no presente experimento, ocorreu 12 horas 

após a inoculação de LPS. Por outro lado, em ovinos inoculados com 400 

ng/Kg de LPS, por infusão contínua, não foram observadas alterações na 

concentração de fibrinogênio (BADIAL, 2011). O aumento na concentração do 

fibrinogênio nos momentos iniciais, mesmo na ausência da IL-6, pode estar 

relacionado à ação de outras citocinas como a IL-1. Em bovinos, a 

administração do recombinante de IL-1 resultou no aumento da concentração 

de fibrinogênio (GODSON et al., 1995).  

Em relação ao perfil hematológico, o número total de células brancas 

apresentou uma diminuição significativa duas horas após a inoculação de LPS, 

seguida de um aumento gradativo, e nos dois últimos momentos houve uma 

nova diminuição de leucócitos tendendo atingir os valores iniciais (M0). O 

mesmo comportamento foi notado em um trabalho feito com ovinos inoculados 

com 0,75 g/Kg e 1,5 g/kg de LPS, onde se notou uma menor concentração 

de leucócitos nas duas primeiras horas, seguida de um aumento gradativo até 

24 horas depois da indução endotoxêmica (YATES et al., 2011).  

A diminuição na concentração de leucócitos ocorre devido ao 

recrutamento e marginalização dessas células com o objetivo de alcançarem o 

sítio inflamatório. Independentemente da fonte inicial de infecção, a ativação 

sistêmica de leucócitos por mediadores como LPS resulta em sequestro de 

neutrófilos para a microvasculatura pulmonar e hepática, acarretando em futura 

lesão funcional desses órgãos (BROWM et al., 2006; BUTCHER, 1991, 

MCAVOY et al., 2011; WELBOURN; YOUNG, 1992). Portanto, a diminuição do 

número de leucócitos, no presente estudo, estaria correlacionada ao 

recrutamento dessas células, principalmente neutrófilos.  
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Quanto à função hepática e renal, sabe-se que a resposta inflamatória 

do sistema imune inato à síndrome séptica resulta em danos imunomediados e 

disfunção múltipla dos órgãos. Isso porque esse mecanismo ocorre dentro de 

microvasos de órgãos vitais como pulmão, fígado (MCAVAOY et al. 2011) e rim 

(KNOTEK et al., 2001). Contudo, nesse trabalho não houve nenhuma alteração 

no perfil bioquímico em ambos os grupos. Provavelmente porque a dose 

inoculada não tenha sido suficiente para causar distúrbios funcionais nesses 

órgãos ou esses só ocorreriam mais tardiamente. Um estudo realizado com 

ratos revelou que a inoculação de 0,15 mg de LPS foi suficiente para ocasionar 

um aumento na concentração sérica de uréia em 48 horas (CUNNINGHAM et 

al., 2002). 

Em relação à glicemia, observou-se um aumento na concentração de 

glicose duas horas após a inoculação de LPS, passadas seis horas da 

inoculação houve uma redução em sua concentração. Esses resultados 

também foram observados em um estudo realizado com bovinos inoculados 

com LPS de E. coli (1,5 g/Kg). Os animais também demonstraram um 

aumento na concentração de glicose nas duas primeiras horas, porém a 

diminuição ocorreu quatro horas após serem inoculados. Esse acontecimento 

sugere que há um aumento na demanda do metabolismo energético desses 

animais provavelmente em resposta a presença de LPS no organismo 

(WAGGONER et al., 2009), o que leva a mobilização do glicogênio e a 

gliconeogenese. Sendo assim, a diminuição subsequente ocorre, pois a taxa de 

consumo de glicose supera a sua taxa de produção (STEIGER et al., 1999).  

Então, pode-se dizer que o aumento da concentração de glicose inicial, 

em nossos animais, estaria relacionado à maior exigência energética do 

organismo hospedeiro devido à maior atividade do sistema imune diante do 

surgimento de um quadro endotoxêmico. E sua diminuição, horas depois, 

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

Em relação aos parâmetros vitais, a frequência respiratória elevou-se a 

partir de seis horas pós-inoculação e, assim, se manteve até o final do 

experimento e o mesmo foi observado em equinos. Nessa espécie, o aumento 

da frequência respiratória pode ocorrer de quatro a seis horas pós-indução de 

endotoxemia (VALADÃO, 2005). Sendo assim, sugere-se que a taquipnéia, 
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diagnosticada nos ovinos desse experimento, é resultado dos distúrbios 

ocasionados pelas alterações hemodinâmicas na circulação pulmonar e função 

cardiovascular promovida pela presença do LPS no organismo hospedeiro. 

Segundo Briard (1999) a administração de 400 ng/Kg, via intravenosa em 

bolus, de LPS em ovinos também levou ao aumento de frequência respiratória.  

Dentre os sinais clínicos ocasionados pela endotoxemia, anorexia é um 

deles, este distúrbio comportamental pode ocorrer pela participação de 

citocinas durante esse processo inflamatório. A IL-1, IL-6, TNF- bem como 

interferons INF-  e INF-  são consideradas responsáveis por tal 

comportamento (VELLUCCI, 2010). Então a diminuição da motilidade ruminal, 

notada nos animais do presente experimento, estaria associada a menor 

ingestão de alimentos.  

Quanto à coloração das mucosas, sabe-se que à medida que o fluxo 

sanguíneo é comprometido, as mucosas vão se tornando congestas 

(VALADÃO 2005). Alterações essas que foram notadas no presente estudo 

após quatro horas de inoculação de LPS, prolongando-se até 48 horas. 

 

VII. CONCLUSÃO 

 

Diante dos resultados obtidos, conclui-se que a dosagem de Interleucina 

6 associada ao proteinograma sérico são métodos de diagnósticos eficientes 

não só para detectar, como também monitorar a progressão e gravidade de 

processos inflamatórios provenientes de uma endotoxemia induzida 

experimentalmente em ovinos. Dentre as proteínas analisadas a albumina e o 

fibrinogênio mostraram-se marcadores fidedignos, importantes para o 

diagnóstico e acompanhamento do processo endotoxêmico. Além disso, os 

exames físicos em conjunto com os demais exames laboratoriais, aqui 

utilizados, possibilitaram a caracterização bem definida do quadro de 

endotoxemia nessa espécie. 
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