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“ASPECTOS CLiNICO-LABORATORIAIS E INFLAMATORIOS DA INJEGAO
INTRAPERITONEAL DE LIPOPOLISSACARIDEO (LPS) EM EQUINOS: EFEITOS
DA LIDOCAINA” - RESUMO

A endotoxemia € a maior causa de mortalidade em equinos. O
desencadeamento da endotoxemia clinica nos equinos é frequente em decorréncia
da elevada sensibilidade desta espécie aos lipopolissacarideos (LPS) da membrana
externa de bactérias Gram-negativas liberados para a circulagdo durante o processo
de choque séptico. Em resposta a esta agressao, o organismo libera substancias pro-
inflamatdrias, as citocinas, na corrente circulatéria. Dentre estas, o fator de necrose
tumoral (TNF) tem sido implicado como a principal citocina no desencadeamento do
quadro endotoxémico dos equinos, sendo encontrados niveis elevados desta
citocina, tanto séricos como peritoneais, em equinos com colica. Os anestésicos
locais, com o grupamento amidico em sua estrutura molecular, tém exibido ag¢ao
inibitéria sobre a resposta inflamatéria por bloqueio da resposta funcional da
atividade dos polimorfonucleares na liberagdo das citocinas. A lidocaina tem sido
utilizada com sucesso, como anestésico local, na prevencdo da vasoconstricio
mesentérica durante o choque endotdxico em caes, assegurando protecéo a esta
agressao e demonstrando ser efetiva no tratamento de processos inflamatorios
localizados no intestino delgado quando aplicada topicamente na serosa, ou na
forma de “bolus” seguida de infusdo continua para o tratamento do ileus adindmico.
O principal objetivo deste ensaio foi estudar os efeitos da infusdo continua de
lidocaina, sobre a resposta clinica, laboratorial e na resposta inflamatdria, avaliados
através da producdo do TNF alfa, antes e apds a injecao intraperitoneal de LPS em
equinos, e avaliar a segurancga desta dose de lidocaina neste modelo experimental.
Com base nos achados clinicos e laboratoriais deste estudo, concluiu-se que a
utilizacao da lidocaina apds a administracdo do LPS foi mais efetiva na inibicdo da
producdo do TNF-o, muito embora ndo tenha impedido o aumento do numero de

células inflamatérias no liquido peritoneal.

Palavras-Chave: endotoxemia, lidocaina, TNF-a, liquido peritoneal, equinos.
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“CLINICAL, LABORATORY AND INFLAMMATORY ASPECTS OF THE
INTRAPERITONEAL INJECTION OF LIPOPOLYSACHARIDE (LPS) IN HORSES:
EFFECTS OF LIDOCAINE” — ABSTRACT
Endotoxemia is the major cause of mortality in horses. The onset of signs of

endotoxemia in horses occurs frequently due to their sensitivity to the release of
lipopolysaccharides (LPS) of the outer membranes of gram negative bacteria during
the septic shock. In response, the host releases proinflammatory cytokines into the
bloodstream. Tumor necrosis factor-a is an important cytokine released during the
onset of endotoxemia and increased levels of TNF can be found in peritoneal fluid as
in serum of colicky horses. Amide local anaesthetics have shown to inhibit
polymorphonuclear release of cytokines. Lidocaine has also been shown to be an
effective method for treating small intestine inflammatory conditions when injected as
an intravenous “bolus” followed by continuous infusion or acting as a prokinetic drug
during postoperative ileus.

The main goal of this study was to evaluate the effects of lidocaine continuous
infusion on clinical, laboratory responses and inflammatory response, in terms of
TNF-alpha activity, before and after intraperitoneal injection of lypopolisaccharides in
horses. Based on the clinical and laboratory findings in this study, we concluded that
lidocaine administered after LPS was more effective in inhibiting TNF-alpha activity,
although it was not able to avoid the increasing of inflammatory cells in the peritoneal

fluid.

Keywords: endotoxemia, lidocaine, TNF-a, peritoneal fluid, horses.



1 INTRODUGAO E REVISAO DA LITERATURA

A endotoxemia € a maior causa de mortalidade em equinos (MORRIS et al.,
1990; MOORE, 2001). Varios autores tém utilizado os termos endotoxina e
lipopolissacarideo (LPS) como sindnimos; contudo, é extremamente importante
reconhecer que estes dois produtos bacterianos podem ser significativamente
diferentes, em relacdo a composigdo quimica e a atividade biologica, que varia de
acordo com o método de extraggo (MORRISON e ULEVITCH, 1978). A fragao
lipopolissacaridica refere-se ao glicolipidio purificado, enquanto que a endotoxina
contém pequenas quantidades de proteinas da membrana celular, lipidios, lipoproteinas
e polissacarideos associados ao lipopolissacarideo (FINK e HEARD, 1990). Assim,
estes dois termos também serdo utilizados como sindnimos neste trabalho.

As endotoxinas, oriundas da membrana externa de bactérias Gram-negativas,
sao compostas por uma cadeia lateral de polissacarideos relativamente constantes
entre enterobacteriaceas, um oligossacarideo central que confere antigenicidade
especifica e pelo lipidio A, conhecido como o componente téxico da molécula de
endotoxina (BURROWS, 1981; SEARLE, 1989; HENRY e MOORE, 1990; MacKAY et
al.,, 1991; ASTIZ et al., 1993; ASTIZ et al.,, 1995; COLLATOS, 1995; MOORE et al.,
1995; OLSON et al., 1995; BARTON, 1998; MOORE e BARTON, 1998). Embora a
endotoxina permanega intimamente associada a membrana externa na bactéria viva,
ela é liberada quando ocorre replicacdo bacteriana rapida, lise ou morte do
microrganismo (MOORE et al., 1981; HENRY e MOORE, 1990; OLSON et al., 1995;
SHUSTER et al., 1997).

As endotoxinas tém sido implicadas como o componente principal do choque
séptico/endotoxico (OCHALSKI et al., 1993; ASTIZ et al.,, 1994; STEVERINK et al.,
1994; ASTIZ et al., 1995) ou do choque circulatério (ASTIZ et al., 1995; MOORE, 1995;
OPAL e YU Jr, 1998). A endotoxina € uma molécula que estimula o sistema imune do
hospedeiro vertebrado na presenca de bactérias Gram-negativas invasoras no
organismo, ativando as defesas imunes inata e adaptativa num esforgo para eliminar o
patdgeno microbiano. Este mecanismo de defesa fisiolégico evoluiu como uma

estratégia de sobrevivéncia para localizar, conter e erradicar os patdgenos bacterianos



invasores. Infelizmente, algumas das respostas imunolégicas as endotoxinas que
servem para proteger o hospedeiro em infec¢gdes bacterianas podem precipitar um
processo inflamatério sistémico generalizado e potencialmente fatal na presenca de
infeccdo causada por organismos Gram-negativos na corrente circulatoria (OPAL e YU
Jr, 1998).

A endotoxemia e a septicemia por Gram-negativos sdo quadros clinicos
importantes em suinos, ruminantes, cdes, gatos e em humanos. Na verdade, o
aparecimento da endotoxina na circulacédo parece ser o fator desencadeante do choque
séptico clinico durante a endotoxemia/bacteremia. Na fisiopatologia da endotoxemia e
do choque séptico, os mecanismos bioquimicos, celulares e humorais envolvidos na
deterioragdo da fungéo cardiovascular ndo estdo bem compreendidos (OLSON et al.,
1995). Acredita-se que a endotoxina induz a ativagdo de numerosos mecanismos de
defesa do hospedeiro levando a inflamagéo tecidual excessiva, a disfungdo e falha
generalizada dos 6rgéos, incluindo colapso cardiovascular, faléncia renal aguda e ileo
adinédmico (BEUTLER et al., 1986; HENRY e MOORE, 1990; SEETHANATHAN et al.,
1990; MOORE et al., 1995; OLSON et al., 1995; OPAL e YU Jr, 1998).

Nos estagios iniciais do choque séptico e da endotoxemia/bacteremia
experimental, ocorre ativagdo das células mononucleares fagocitarias. Além disso,
neutrofilos e plaquetas sao sequestrados na microcirculacdo, onde podem contribuir
para a injuria vascular em associacdo com as células endoteliais, macréfagos e
mondcitos circulantes (OLSON et al.,, 1995; MORRESEY, 2001). Ocorrem, ainda, a
producao de citocinas proé-inflamatérias e a ativacdo do sistema complemento, da
cascata da coagulagcdo extrinsica e do sistema fribrinolitico, do fator ativador de
plaquetas (PAF), das cininas, das prostaglandinas e leucotrienos, de espécies reativas
de oxigénio, do oxido nitrico e, provavelmente, de outros mediadores ainda nao
determinados (OPAL e YU Jr, 1998).

Existem diferengas marcantes entre espécies tanto na sensibilidade a endotoxina
quanto na dose requerida para se obter 100% de letalidade (DL1gp). Os suinos e
ruminantes sao extremamente sensiveis a endotoxina, uma vez que doses baixas de
LPS (< 5ug/kg) induzem efeitos marcantes sobre o sistema cardiovascular,

particularmente na circulagdo pulmonar. Kenison et al. (1991) e Olson et al. (1988)



citados por Olson et al. (1995) acreditam que estes efeitos podem estar relacionados a
presenca de macrofagos intravasculares, localizados na circulagdo pulmonar em
suinos, ruminantes e equinos.

Os efeitos cardiovasculares da endotoxemia em gatos, coelhos e péneis também
sao marcantes; contudo, ndo tdo dramaticos quanto aqueles verificados em suinos e
ruminantes (HARDIE e KRUSE-ELLIOT, 1990; CULLOR, 1992; BOURY et al., 1997).
Deve-se mencionar, contudo, que a infusdo de doses baixas de endotoxina (0,03-0,10
ug/’kg) em cavalos é suficiente para induzir hipertensdo pulmonar moderada e diminuir
significativamente o fluxo sanguineo para o tecido intestinal, sem induzir hipotenséo
arterial sistémica e choque (CLARK e MOORE, 1989; CLARK et al., 1991; MOORE e
MORRIS, 1992; BAXTER, 1995). Contrariamente, Burrows (1981), King e Gerring
(1988), Bochsler et al. (1992), MacKay et al. (1991) e Moore et al. (1995) descreveram
uma sensibilidade maior dos equinos aos efeitos do LPS administrado parenteralmente,
mesmo em doses baixas, e é provavel que a endotoxina exer¢ga um papel principal na
patogenia de um grande numero de doengas nessa especie.

As endotoxinas sao frequentemente detectadas em alta concentragdo no liquido
peritoneal de equinos com doenga gastrintestinal aguda e no sangue de potros
septicémicos (KING e GERRING, 1988; BARTON et al., 1993; COLLATOS et al., 1994;
COLLATOS et al., 1995), devido a alteragdes na barreira mucosa intestinal, a qual
constitui a defesa primaria contra a absor¢do de endotoxina, iniciadas por pequenos
desequilibrios no ciclo de fermentagao coldnica, facilitando a passagem de endotoxinas
do lumen intestinal para a corrente circulatéria (CUEVAS e FINE, 1972; KING e
GERRING, 1988; COLLATOS, 1995; MOORE, 1995).

Quando a permeabilidade do intestino inflamado ou isquémico esta aumentada,
a endotoxina liberada induz a sintese de muitos mediadores inflamatorios pelas células
do hospedeiro, as quais, por sua vez, medeiam a patogénese da endotoxemia
(MORRIS e MOORE, 1989; SEETHANATHAN et al., 1990; MORRISON et al., 1994;
MOORE, 1995; MOORE et al., 1995; ROBERTS, 1995; BARTON et al., 1996; PEIRO,
1997; BARTON e COLLATOS, 1999; MORRESEY, 2001).

As concentragbes de endotoxina no sangue e no liquido peritoneal de cavalos

com doencas gastrintestinais agudas e no sangue de potros septicémicos, mensuradas



por King e Gerring (1988) e Collatos et al. (1995), mostraram indicios da passagem da
endotoxina do lumen intestinal para o liquido peritoneal, e sua drenagem para a
circulagcéo sistémica através dos vasos linfaticos da cavidade abdominal (OLOFSSON
et al., 1986; COLLATOS, 1995; MOORE e BARTON, 1998).

O lipopolissacarideo interage com o receptor CD14, presente em
monadcitos/macréfagos e neutrdfilos. A proteina ligante de LPS (LBP), uma proteina
sérica de fase aguda, facilita a transferéncia do LPS para o receptor CD14 (FENTON e
GOLENBOCK, 1998) ou auxilia na remogdo do LPS da circulagdo. Nas populagdes
celulares que nao expressam CD14, como as células endoteliais, os receptores CD14
soluveis (sCD14) atuam como ponte para o reconhecimento de superficie do complexo
LPS-LBP. A molécula que reconhece o complexo de LPS-LBP-sCD14 ainda n&o foi
identificada em células CD14". O receptor CD14 ndo possui uma por¢ao citoplasmatica;
tem-se demonstrado que um receptor “toll-like” 4 € o responsavel para a transducao do
sinal do complexo LPS-CD14 para o interior da célula (AKIRA, 2000; BARTON, 2000;
KRUTZIK et al., 2001; MOORE, 2001). Os receptores “toll-like” representam uma familia
conservada de receptores para o reconhecimento da resposta imune inata. Estes
receptores estdo associados com a via de sinalizagao, resultando na ativagao de genes
que medeiam a resposta imune inata (MEANS et al., 2000). Concentragbes baixas de
LPS requerem CD14 para a ativagao celular; contudo, uma alta concentragcdo de LPS
pode estimular as células via independente do receptor CD14. O mecanismo da via de
sinalizagao independente do CD14 ainda é desconhecido, contudo acredita-se que os
receptores “toll-like” estejam envolvidos (MOORE, 2001; MORRESEY, 2001).

Varios mediadores derivados das células do hospedeiro sdo responsaveis para a
maioria das manifestacées da endotoxemia. As citocinas pré-inflamatoérias, como o fator
de necrose tumoral-a (TNF-a), IL-1B, IL-6, IL-8, IL-12 e INF-y, possuem um papel
importante nas respostas inflamatérias (HACK et al., 1997). Algumas quimiocinas estao
envolvidas no desenvolvimento da lesao tecidual induzida pelo LPS. Varios mediadores
lipidicos como o PAF, prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos, que exercem
efeitos importantes durante a endotoxemia, assim como o Oxido nitrico (NO),
responsavel por varias outras respostas além da hipotensao, tém sido muito estudados
recentemente. (MOORE, 2001; MORRESEY, 2001).



Pesquisas e dados clinicos sugerem que uma citocina produzida por
monadcitos/macrofagos, o fator de necrose tumoral (TNF), ou caquexina (CARSWELL et
al. 1975 citado por FLICK e GIFFORD, 1984), seja um mediador inicial importante nas
respostas biolégicas as endotoxinas (MORRIS et al., 1991; CARGILE et al., 1995a;
MOORE et al., 1995). Embora o TNF-a seja predominantemente secretado por
mondcitos/macréfagos e células T e B, ele também € produzido por varias outras
células. O TNF-a € o regulador central das interagdes entre as citocinas. O RNAm
constitutivo para TNF-a € expresso em varios tecidos com um aumento minimo durante
a endotoxemia (GIROIR, 1993).

Uma vez liberado para os tecidos ou para a circulagdo, o fator de necrose
tumoral medeia uma gama diversa de efeitos inflamatdrios e metabdlicos, incluindo-se a
ativagao, a aderéncia ao endotélio e a degranulagao de neutrofilos, a indugéo de febre,
0 aumento da sintese das catecolaminas, a expressdo de antigenos da superficie das
células endoteliais e aumento da atividade pro-coagulante resultando em
microtrombose, extravasamento capilar e necrose hemorragica em oOrgaos vitais
(HARDIE e KRUSE-ELLIOT, 1990; MOORE, 1995; BARTON et al., 1996; PEIRO, 1997;
BARTON, 1998; BARTON e COLLATOS, 1999; MABIKA e LABURN, 1999;
MORRESEY, 2001).

E importante ressaltar que o fator de necrose tumoral (TNF) tem sido implicado
como a citocina primaria envolvida na sequéncia de eventos celulares e
microvasculares da resposta inflamatéria (SEETHANATHAN et al., 1990; MacKAY et
al., 1991; MORRIS et al., 1991; MOORE, 1995), sendo encontrados niveis elevados
desta citocina, tanto séricos como peritoneais, em equinos com célica (MOORE et al.,
1981; EDWARDS et al., 1991).

As concentragdes seéricas de TNF-a comegcam a aumentar 15 minutos apds a
inducdo da endotoxemia, alcancando um pico ao redor de 1-2h decrescendo
progressivamente apos 4 horas (HARDIE e KRUSE-ELLIOT, 1990; BAXTER, 1995;
PEIRO, 1997; BARTON, 1998).

As células mononucleares fagocitarias quando expostas a endotoxina liberam IL-
1, uma proteina que difere bioquimica e imunologicamente do TNF-a. O fator de

necrose tumoral-a, por sua vez, promove a liberagédo de IL-1 pelos macréfagos, células



endoteliais e células sanguineas. Inversamente, as células mononucleares estimuladas
com IL-1 podem iniciar a liberagao autdcrina de IL-1 adicional, TNF-a e outras citocinas,
resultando em uma amplificacdo e potenciacdo evidentes do sinal biolégico da
inflamagéo (SEETHANATHAN et al., 1990; OLSON et al., 1995; MORRESEY, 2001).

Os picos de IL-1 geralmente ocorrem aproximadamente 90 minutos apds o pico
do TNF-a (aproximadamente 3h do inicio do processo). Assim como o TNF-a, a IL-1
tem um espectro de atividade amplo e potente e pode induzir injurias ao tecido do
hospedeiro durante a sepse (SEETHANATHAN et al., 1990; OLSON et al., 1995).

Muitos dos efeitos flogisticos durante a endotoxemia sdo mediados através da
liberagdo secundaria de produtos do metabolismo do acido aracdénico, um constituinte
normal das membranas celulares, que € liberado pelas células lesadas do organismo
através das vias ciclooxigenase e lipoxigenase, resultando na producdo de
eicosanodides (FLETCHER, 1993), uma familia de acidos graxos com 20 atomos de
carbono, responsaveis pelas respostas celular e sistémica que contribuem para as
manifestacbes da resposta inflamatoria sistémica (BULGER e MAIER, 2000). A via
ciclooxigenase (COX) leva a formagéo de tromboxano A,, prostaglandinas Ey, |, e Fa,.
O tromboxano A; e a PGF,, causam vasoconstricdo, enquanto que a PGE, promove
uma vasodilatagdo devido ao aumento de AMPc no interior das células da musculatura
lisa vascular (MOORE e MORRIS, 1992). A enzima COX ocorre em duas formas: COX-
1 e COX-2. A COX-1 é a enzima constitutiva responsavel por muitas funcoes
fisiologicas. O gene para a COX-2, contudo, € altamente induzido sob condi¢des
inflamatadrias. A via lipoxigenase (LOX) resulta na formacéo dos leucotrienos B4, C4, Dy
e E4 e de proteases (SEETHANATHAN et al., 1990; FLETCHER, 1993; MOORE, 1995;
MOORE et al., 1995; OLSON et al., 1995). A maioria dos efeitos hemodinamicos iniciais
da endotoxemia s&do mediados pelos metabdlitos do acido aracddnico derivados da via
COX (MOORE e MORRIS, 1992).

A endotoxemia estimula as células endoteliais a expressarem glicoproteinas
(selectinas e integrinas) presentes na superficie de neutrofilos, promovendo a aderéncia
de neutrofilos ao endotélio vascular (MEUER, 1994 citado por ZINKL e KABBUR, 1997).
Uma vez aderidos, os neutrofilos marginados sdo ativados pela exposicdo a

mediadores inflamatérios (TNF-o. e LB4). Os neutréfilos marginalizados ativados



lesionam os vasos tornando-os permeaveis pela descarga de seus granulos e espécies
reativas de oxigénio e de nitrogénio toxicas para o endotélio adjacente e membranas
basais (MORRIS et al., 1990; MacKAY, 1992; CARGILE et al., 1995; TANIGUCHI et al.,
1996; MORRESEY, 2001). Os neutrdfilos ativados pela exposicdo aos mediadores da
endotoxemia geralmente sao descritos como téxicos devido sua aparéncia (HARDIE e
KRUSE-ELLIOT, 1990; MacKAY, 1992; LASSEN e SWARDSON, 1995).

A producéo e a liberagao de neutrofilos a partir da medula 6ssea s&o estimuladas
pelos fatores estimuladores de colénias (CSF) e outros mediadores (neutropoietina).
Assim, inicialmente ocorre leucopenia consequente a uma neutropenia seguida por
leucocitose neutrofilica com desvio a esquerda do tipo regenerativo (WARD et al., 1987;
MORRIS et al.,, 1990; MacKAY, 1992; COLLATOS, 1995; LASSEN e SWARDSON,
1995).

Paralelamente a resposta inflamatéria, ocorre uma elevagdo dos niveis da
glicose plasmatica devido ao aumento da glicogendlise estimulada pelo aumento de
catecolaminas circulantes (SPURLOCK et al., 1985) ap6s 30 minutos de uma dose
subletal de endotoxina. Uma vez depletados os estoques de glicogénio, os niveis
plasmaticos de glicose retornam a valores normais ou subnormais. Esta tendéncia a
hipoglicemia é mais evidente em potros neonatos com infec¢gdes bacterianas Gram-
negativas. A hipoglicemia ocorre como resultado do grande aumento da utilizagdo da
glicose pelos tecidos, particularmente pelos leucécitos inflamatérios e musculos
esqueléticos. Devido em grande parte da utilizagdo da glicose pelos leucdcitos ser via
anaerobica, desenvolve-se acidose latica. O aumento da disponibilidade do acido latico
associado ao aumento das concentragcbes plasmaticas dos hormdnios do estresse
(glucagon, catecolaminas e glicocorticéides) estimulam a gliconeogénese aumentando
a disponibilidade da glicose (MacKAY, 1992).

Os sinais clinicos da endotoxemia experimental podem variar de febre sem mal
estar evidente a falha multipla de 6rgéaos, dependendo da dose de LPS. Em um cavalo
exposto a um “bolus” intravenoso de dose subletal de endotoxina (1ug/kg), ha um
periodo de taquipnéia discreta. Ao redor de uma hora, depressao, inquietacédo e
inapeténcia manifestam-se gradualmente, verificando-se um aumento progressivo da
temperatura corpérea ao final de 2 horas (MacKAY et al., 1991; MacKAY, 1992). Os



sons intestinais cessam abruptamente, podendo permanecer suprimidos por varias
horas. Sinais intermitentes de coélica sao observados e podem levar o animal ao
decubito, geralmente sem rolamento. O animal pode eliminar pequenas quantidades de
fezes amolecidas, porém de aspecto nao diarreico (HENRY e MOORE, 1990; MORRIS
et al., 1990; MacKAY, 1991; MaCKAY, 1992; COLLATOS, 1995).

As frequéncias cardiaca e respiratéria aumentam rapidamente nas primeiras 4 a
6 horas apos a injecao de LPS e podem apresentar um pico ao redor de 50% acima dos
valores normais antes de comecarem a declinar (MacKAY, 1992; PEIRO, 1997).

Até a primeira hora, segundo Henry e Moore (1990), as membranas mucosas
visiveis estao palidas e o pulso periférico é forte (fase de vasoconstricdo periférica). Na
fase hipotensiva da endotoxemia (inicia-se 1 hora apés a inje¢ao subletal de LPS), as
membranas mucosas tornam-se progressivamente mais congestas, o tempo de
preenchimento capilar esta prolongado e uma linha escura pode tornar-se aparente ao
redor das margens gengivais dos dentes (WILSON e GORDON, 1987). Evidéncias
clinicas de desidratagao, provavelmente, tornar-se-ao aparentes neste momento. Estes
sinais de insuficiéncia circulatéria, como também os sinais de depressao e mal estar,
persistem por varias horas apds a injecdo, enquanto a temperatura retal pode
permanecer elevada por mais de 18 horas (SMITH, 1978; MacKAY, 1992).

Os sinais de falha circulatéria e transtornos homeostaticos dominam o quadro
clinico em animais ambulatoriais ou experimentais com endotoxemia severa induzida
por doses letais de LPS (100 nug/kg). Geralmente estes animais apresentam-se
letargicos e totalmente anoréxicos. A medida que o fluxo sangiiineo torna-se mais
comprometido, a temperatura pode cair para valores normais a subnormais. Além das
membranas mucosas congestas, escuras, outros sinais incluem pulsos periféricos
fracos e rapidos, extremidades frias, sudorese e, ocasionalmente, fasciculagdes
musculares e decubito (MacKAY, 1992; COLLATOS, 1995).

Um sinal de progndstico ruim € o desenvolvimento de hipercoagulabilidade,
durante a qual a venopungéo ou a colocacao de cateter pode resultar em trombose ao
longo das veias jugulares ou de outras veias superficiais (COLLATOS et al., 1995). Se
0s animais, moderada a gravemente, afetados sobrevivem por mais de 24 horas,

geralmente observa-se edema visivel do abdémen ventral e dos membros pélvicos. Os



sinais de laminite podem primeiro tornar-se evidentes nesta fase e podem progredir em
gravidade mesmo quando os outros sinais sistémicos de endotoxemia melhoram
(SPROUSE et al., 1987; MacKAY, 1992; BAXTER, 1995; COLLATOS, 1995).

A avaliacéo fisico-quimica e citoldgica do liquido peritoneal € um método auxiliar
importante no diagndstico de doengas abdominais agudas em equinos, tem sido bem
documentada (HAMILTON e HARDENBROOK, 1973; BROWNLOW et al.,, 1981;
BROWNLOW et al., 1982; TULLENERS, 1983; JUZWIAK et al., 1991; VALADAO et al.,
1996; PEIRO, 1997; GARMA-AVINA, 1998; MENDES et al., 1999; PEIRO et al., 1999) e
geralmente é considerada uma técnica in6cua. Porém, Tulleners (1983) descreveu
complicagbes em quatro cavalos (laceragcdo linear em uma alga estrangulada,
perfuragdo do estbmago, celulite e areas de abscedagao no abdémen e perfuragdo de
alca com formacédo de abscesso na linha branca). Da mesma forma, Swanwick e
Wilkinson (1976) relatam apenas dois acidentes (perfuragdo de alga) em 100 coletas
realizadas. A perfuragao acidental de um segmento de al¢a nao distendido e saudavel,
provavelmente, é inconsequente, pois o pequeno orificio é selado rapidamente.
Contudo, o extravasamento de conteudo e consequente peritonite podem ocorrer se a
viscera estiver muito distendida e desvitalizada (TULLENERS, 1983; JUZWIAK et al.,
1991).

A resposta inicial a inflamagdo intra-abdominal ou a oclusdo vascular
mesentérica € o extravasamento de proteinas do plasma para o liquido peritoneal. Em
condigdes normais, o liquido peritoneal € amarelo-palha, transparente e contém menos
de 2,5 g/dL de proteinas, e pouco mais de 5000 células nucleadas/uL. O liquido
peritoneal torna-se turvo quando o numero de células nucleadas e a taxa de proteinas
aumentam (RICKETTS, 1983; WILSON e GORDON, 1987; SPIER e SNYDER, 1992;
MENDES et al., 1999; PEIRO, 1997). Nelson (1979) e Garma-Avifia (1998) sugeriram
que qualquer valor de proteina total acima de 1,5 g/dL indicaria altera¢des no liquido
peritoneal. Milne et al. (1990) recomendam taxas de 0,63 a 1,13 g/dL como valores
normais para proteina total no liquido peritoneal, enquanto valores inferiores a 2,5 g/dL
nao descartariam a presenca de um processo inflamatério.

Por sua vez, concentragdes de fibrinogénio superiores a 100 mg/dL, no liquido

peritoneal, sao indicadoras de um processo inflamatério agudo ou contaminagéo por
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sangue (WILSON e GORDON, 1987). A lesao vascular progressiva faz com que as
hemacias sejam extravasadas para a cavidade peritoneal e, consequentemente,
aumente a migracéo de leucdcitos (VALADAO et al., 1995).

As defesas celulares da cavidade peritoneal sdo providas principalmente pelos
macrofagos peritoneais e pelas células mesoteliais (BOWMAN, 1990). Os macréfagos
peritoneais possuem atividade antimicrobiana em consequéncia de seus receptores
para o complemento, fungdo fagocitica e participacdo nas respostas imunes
dependentes das células T. Além disso, participam no processo de quimiotaxia de
neutréfilos e indugdo da coagulagdo que ajudam no aprisionamento das bactérias. As
células mesoteliais, uma fonte rica de ativadores do plasminogénio, sdo responsaveis
pela atividade fibrinolitica normal na superficie do peritébnio (BOWMAN, 1990).

A concentragdo das enzimas fosfatase alcalina, aspartato aminotransferase e
desidrogenase latica quando aumentada no liquido peritoneal de cavalos reflete lesdes
em o6rgaos como o figado, musculos e intestino (WITTWER, 1988; MacKAY, 1992).
Contudo, a importancia clinica destas alteragdes na deteccdo da isquemia intestinal
inicial € considerada limitada. As concentragdes pareadas de glicose plasmatica e
peritoneal raramente sdo determinadas em casos de cdlica. Entretanto, sua avaliagao,
combinada com a contagem total de células nucleadas e a mensuragao das proteinas
totais, podem fornecer informagdes importantes com relagdo ao grau de isquemia
intestinal e estado cardiovascular (PARRY e BROWNLOW, 1992; PEIRO et al., 1999).

Dentre as respostas as injecoes de LPS em baixas concentragdes, a liberagao de
mediadores inflamatérios como o TNF-o, aliado a outros, parece ter um papel
importante na lesao tecidual generalizada e no desenvolvimento do complexo choque-
endotoxemia que pode levar o animal a morte (WARD et al., 1987; CARGILE et al.,
1995a).

A fim de se obter um modelo experimental para a endotoxemia, varios
pesquisadores vém propondo diferentes doses e vias de administragcédo de LPS em
equideos anestesiados ou conscientes (BURROWS, 1970; BURROWS e CANNON,
1970; BURROWS, 1971; BURROWS, 1979; MOORE et al., 1981; BOTTOMS et al.,
1982; TEMPLETON et al., 1987; VALADAO et al., 1995; MENDES et al., 1999; PEIRO,
1997; PEIRO et al., 1999; MENDES et al., 2000). Os modelos experimentais para
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endotoxemia através da infusdo intraperitoneal de LPS parecem estar relacionados
mais intimamente com os problemas clinicos dos equinos do que a via intravenosa.

Assim, os objetivos do tratamento a ser instituido incluem a prevencdo da
passagem transmural de endotoxinas, a sua neutralizagdo antes que esta interaja com
as células inflamatorias, a prevencao da ativacado celular induzida pela endotoxina,
evitando a sintese, a liberacdo e a acdo de mediadores inflamatérios. Os
antiinflamatorios esteroidais e nao-esteroidais (AINEs) tém sido utilizados para tratar
tais reacdes inflamatdrias; contudo, estes farmacos exibem efeitos colaterais evidentes
mesmo quando utilizados em doses terapéuticas (SEMRAD et al., 1987; TEMPLETON
et al, 1987; MacKAY et al., 1991; GIROIR, 1993; SINCLAIR et al, 1993;
CUNNINGHAM e LEES, 1994; MORRESEY, 2001). Além disso, em alguns casos estas
substancias mascaram os sinais clinicos indicativos de endotoxemia, retardando a
decisdo para a cirurgia reduzindo a chance de sobrevivéncia do animal (MOORE,
1988). Altas doses de esterdides tém demonstrado aumentar a mortalidade quando
comparados aos AINEs (ZENI et al., 1997 citado por MORRESEY, 2001).

Embora os mecanismos exatos ainda ndo tenham sido explicados (FISHER et
al., 2001), dados recentes demonstram que os anestésicos locais amidicos possuem
propriedades antiinflamatérias com poucos efeitos colaterais nas concentragcbes
utilizadas na pratica clinica (SINCLAIR et al., 1993). Bloqueiam a resposta neural e
exercem efeitos antiinflamatérios nos quais inclui-se a inibicdo de varias respostas
funcionais aos granulécitos polimorfonucleares, cujos possiveis mecanismos envolvem
0 antagonismo da acao das prostaglandinas na area inflamada, a inibicdo da migragao
e do metabolismo de leucdcitos. Inclui-se, ainda, a inibicdo da liberacdo de enzimas
lisossomais dos neutrofilos, da produgédo de espécies reativas de oxigénio
(MacGREGOR et al., 1980; RIMBACK et al., 1988; RIMBACK et al., 1990; SASAGAWA,
1991; SINCLAIR et al., 1993; TANIGUCHI et al., 1996; HYVONEN e KOWOLIK, 1998;
AZUMA et al., 2000) e da liberacdo de mediadores (PECK et al, 1985; CEDERHOLM et
al, 1994; HATTORI et al., 1997; FISCHER et al., 2001), além de afetar linfocitos e
macrofagos peritoneais (DICKSTEIN et al., 1985).

A lidocaina inibe a migragao de leucdcitos para o foco inflamatério (SCHREINER
e HOPEN, 1979; MacGREGOR et al., 1980), como na peritonite e em feridas cirurgicas.
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Um mecanismo possivel para a inibicdo da migragcao e do acumulo de leucdcitos pelos
anestésicos locais poderia ser a redugcdo da aderéncia dos leucdécitos ao endotélio
vascular in vivo e superficies n&o-bioldgicas in vitro (SINCLAIR et al., 1993; SCHMIDT
et al.,, 1997). Além disso, pesquisas tém demonstrado que a lidocaina atenua a
producao de prostaglandinas (GOEL et al., 1994), leucotrienos (SINCLAIR et al., 1993)
e tromboxanos (SCHREINER e HOPEN, 1979), diminuindo, também, a liberacdo de
proteases pelos neutréfilos e macréfagos através da estabilizagdo de membranas
celulares (WACHTFOGEL et al., 1987).

A lidocaina tem sido utilizada com sucesso, como anestésico local, na prevengao
da vasoconstricdo mesentérica durante o choque endotdxico em caes, assegurando
protecdo a esta agressédo (FLETCHER e RAMWELL, 1978). Demonstrou ser efetiva no
tratamento de processos inflamatorios localizados no intestino delgado quando aplicada
topicamente na serosa (NELLGARD et al., 1996), na forma de “bolus” seguida de
infusdo continua para o tratamento do ileus adindmico (MALONE et al., 1994; MALONE
et al., 1998; MEYER e HANSON, 2000) ou durante a sindrome da angustia respiratéria
aguda (ARDS) (KIYONARI et al., 2000). Além disso, alguns pesquisadores tém
investigado os efeitos imunomoduladores da lidocaina em doengas alérgicas (OHNISHI
et al., 1996; OKADA et al., 1998; DECCO et al., 1999; WEDI et al., 2000).

Os efeitos inibitérios da lidocaina sobre leucécitos humanos in vitro tém sido bem
documentados. Este farmaco reduz a liberacdo de mediadores inflamatérios
quimiotaticos para leucocitos, como IL-1, leucotrieno B4, anion superéxido e enzimas
lisossomais de leucdcitos, além de inibir a aderéncia de neutréfilos normais ao endotélio
(MacGREGOR et al.,, 1980; PECK et al.,, 1985; SINCLAIR et al., 1993). Evidéncias
adicionais para mecanismos antiinflamatérios alternativos da lidocaina incluem a
inibicdo da atividade das células “natural killer’ (RENZI e GINNS, 1990) e a inibicdo das
respostas de eosindfilos a interleucina-5 (BANKERS-FULBRIGHT et al., 1998; OKADA
et al., 1998) ou inibicdo de outras citocinas pré-inflamatérias, como o fator estimulador
de colbnias de granuldcitos (OHSAKA et al., 1994).

Devido as suas propriedades estabilizadoras de membranas, a lidocaina pode
ser benéfica no tratamento do choque endotoxico (FETTMAN et al.,, 1984a). Os

anestésicos locais sdo substéncias estabilizadoras de membrana que afetam o
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polimorfismo lipidico, promovem a expansdo da membrana, deslocam os ions Ca*? dos
sitios de ligacdo e diminuem os fluxos facilitados de solutos através das membranas
celulares. A maior propriedade dos anestésicos locais, o bloqueio da condugio nervosa,
é refletida pela sua estrutura quimica. Alteracdes quimicas dos anestésicos produzem
alteracdes quantitativas nas suas propriedades fisicoquimicas, isto €, a solubilidade
lipidica e a ligagao a proteinas, as quais, por sua vez, alteram o perfil anestésico dos
componentes (TAKMAN et al., 1974 citados por SASAGAWA, 1991). Os anestésicos
locais agem sobre muitas células imunocompetentes, inibindo a transformagéo de
linfécitos induzida por mitégenos (FERGUSON et al., 1976 citados por SASAGAWA,
1991; AZUMA et al., 2001).

O mecanismo pelo qual a lidocaina inibe a aderéncia de polimorfonucleares
(PMN) permanece em aberto. Uma publicacdo recente demonstra que a lidocaina in
vitro inibe a estimulagdo do CD11b/CD18 e a liberagao do radical superéxido (02°) pelos
PMNs humanos (OSHAKA et al., 1994), sugerindo que a lidocaina pode interferir com a
via de transducgao do sinal pos-receptor. A lidocaina inibe os canais de sddio rapidos e
lentos (JOSEPHSON, 1988 citado por SCHIMID et al., 1996). Os eventos iniciais da
ativacdo sdo semelhantes nas células endoteliais e leucécitos. Um aumento do Ca*?
citosolico livre tanto nos leucdcitos quanto nas células endoteliais € um sinal inicial
importante na aderéncia de leucdcitos as células endoteliais. Nas células endoteliais
ativadas, o aumento do Ca* citosdlico livre tem uma fungdo reguladora sobre a
permeabilidade vascular, a aderéncia e a migragdo de PMNs. Nos mondcitos, o
aumento do Ca*? citosdlico regula a funcdo de alta afinidade do CD11b/CD18. A
lidocaina poderia ser efetiva na inibicao dos sinais da ativacdo das células endoteliais
como também dos PMNs (SCHMID et al., 1996)

A lidocaina tem sido amplamente utilizada na pratica clinica, possui baixo custo e
seguranga alta. Um problema clinico potencial é a toxicidade da droga. Concentracdes
plasmaticas téxicas de lidocaina (5 — 10 pg/mL) produzem vasodilatagao periférica,
depressao direta do miocardio ou bradicardia com hipotensdo. Efeitos colaterais da
lidocaina no SNC também ocorrem de maneira dose-dependente, induzindo convulsdes

quando a concentracdo plasmatica de lidocaina excede 5 ug/mL, observando-se
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depressao do SNC, apnéia e parada cardiaca quando a concentragao de lidocaina
excede a 10 ug/mL (KIYONARI et al., 2000).

Em consequéncia do interesse pela utilizacdo da infusao intravenosa continua da
lidocaina em equinos, varias questdes tém sido levantadas com relacdo a dose
sistémica segura maxima que pode ser administrada e quais os efeitos produzidos
quando esta dose for excedida. Segundo dados de literatura, existe uma ampla
variagao sobre os niveis séricos de lidocaina entre espécies que produzem sinais de
intoxicacdo (MEYER et al.,, 2001). Além disso os dados para a espécie equina sao
escassos e as poucas informacdes publicadas foram extrapoladas de dados de caes
(SKARDA, 1991). Em um estudo recente, Meyer et al. (2001) observaram algumas
alteragdes comportamentais nos momentos finais da experimentacdo com infuséo
continua de lidocaina, como alteracdo na fungdo visual, movimentos rapidos porém
intermitentes de piscar de olhos, ansiedade e tentativas de inspecionar mais de perto
objetos. Um animal desenvolveu ataxia severa e decubito esternal subito momentos
apods o inicio do piscar de olhos, recuperando-se dez minutos apds a interrupgao da
administragao da lidocaina, sendo capaz de levantar-se e caminhar sem auxilio. Sete
animais pareciam levemente sedados no tempo médio do estudo, enquanto outros dez
nao manifestaram alteracbes comportamentais. A recuperacao rapida da sobredose de
lidocaina é justificada pela curta meia-vida deste farmaco (40 minutos) no eqtino
(ENGELKING et al., 1987).

Embora varios relatos descrevam a influéncia da lidocaina sobre a funcéo de
leucdcitos in vitro, existe pouca informacio sobre a resposta da lidocaina a endotoxina
in vivo.

Assim, neste ensaio objetivou-se estudar os efeitos da infusdo continua de
lidocaina, sobre a resposta clinica, laboratorial e na resposta inflamatéria, antes e apds
a injecao intraperitoneal de LPS em equinos, medida através da produc¢do do TNF-alfa,

e avaliar a seguranga desta dose de lidocaina neste modelo experimental.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Animais - Foram utilizados 18 cavalos machos, raga Mangalarga Paulista, com
idade variando entre 2 e 3 anos. Os animais foram distribuidos em trés grupos: Gl
(controle) e GllI e Glll (experimentais). Todos receberam a mesma alimentagao, agua ad
libitum e foram vermifugados com ivermectina. A contagem global e diferencial de
células, a quantificagdo das concentragdes da proteina total e do fibrinogénio do liquido
peritoneal e hemograma completo foram determinados antes da realizagdo do
experimento para assegurar a uniformidade dos grupos. Somente animais com valores

dentro dos limites normais para esta raca foram incluidos neste estudo.

2.2 Equipamentos - Para minimizar complicagdes potenciais induzidas pela sobredose
de lidocaina, os parametros clinicos descritos no item “Avaliagdo clinica” foram
monitorados. Para isso utilizou-se o sistema de diagndstico programavel modelo SDM -
2000 neo', composto de um canal para eletrocardiograma, respiragéo, dois canais para
temperatura e dois canais para pressao invasiva.

Devido ao grande volume e a necessidade de precisao das doses
de lidocaina e solugao fisiologica a serem infundidos nos periodos propostos para
diferentes tratamentos, foi utilizada uma bomba de infusdo continua para seringas com

escala de 0,15 - 60 m/°.
2.3 Delineamento Experimental

2.3.1 Indugao da endotoxemia (IE) - A endotoxemia foi induzida em todos os grupos
através de 500 ng/kg de endotoxina de E. coli 055:B5° diluida em 50 ml de soro
fisiolégico, infundida durante 5 minutos, por uma canula mamaria estéril, introduzida na
cavidade peritoneal, por puncéo da regido paralombar direita, respeitando-se todas as

normas de assepsia.

' DIXTAL Biomédica Ltda, Sio Paulo.
2 SAGE — Thomas Scientific, Inglaterra.
3 Sigma, Estados Unidos.
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2.3.1.1 Grupo | (controle) - Nos animais do grupo controle foi,
inicialmente, administrada solugéo salina i.v., por um periodo de 5 minutos, em igual
volume programado para a lidocaina a 2 %* a ser administrado aos grupos
experimentais. Subsequentemente, procedeu-se a inje¢do i.p. de endotoxina como
descrita anteriormente (IE). Decorridos 20 minutos da aplicagdo da endotoxina, injetou-
se em cada animal solugao salina i.v., em igual volume calculado para a lidocaina a 2%
no GlII (1,3 mg/kg), durante 5 minutos. Em seguida, infundiu-se salina em volume
equivalente ao da lidocaina (0,05 ml/kg/min) nos grupos Il e lll, utilizando-se uma

bomba de infusdo para seringas, durante 6 horas.

2.3.1.2 Grupo Il (experimental) — Inicialmente, os animais deste grupo
receberam lidocaina i.v., na dose de 1,3 mg/kg, ao longo de 5 minutos. A seguir foi
administrada uma injecdo de endotoxina i.p. como descrito anteriormente (IE),
aguardando-se 20 minutos para a administracdo da solugcdo salina, em volume
equivalente ao calculado para a lidocaina a 2% no Glll (1,3 mg/kg), durante 5 minutos.
A seguir, procedeu-se a infusdo continua de lidocaina i.v., a uma taxa de 0,05

mg/kg/min durante 6 horas, através de uma bomba de infusdo para seringas.

2.3.1.3 Grupo lll (experimental) - Os animais deste grupo receberam
solucao salina i.v., em volume equivalente ao calculado para a lidocaina aplicada no Gl
(1,3 mg/kg), durante 5 minutos, Em seguida, administrou-se a endotoxina i.p. conforme
descrito anteriormente (IE). Decorridos 20 minutos foi administrada lidocaina i.v., na
dose de 1,3 mg/kg, ao longo de 5 minutos, seguida da infusdo continua de lidocaina i.v.,
através de uma bomba de infus&o para seringas, a uma taxa de 0,05 mg/kg/min durante

6 horas.

2.3.2 Colheita de liquido peritoneal - Apds tricotomia ventral do abdbémen,
caudalmente ao apéndice xiféide, uma area de 10x10 cm foi preparada assepticamente.

Em seguida, 5 mL de bupivacaina® foram injetados na pele e no tecido subcutaneo.

* Lidocaina - Ariston, So Paulo.
5 Neocaina - Abbott, S3o Paulo.
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Posteriormente, uma canula mamaria foi inserida na cavidade abdominal através de
uma pequena incisao de pele e linha alba praticada com lamina de bisturi. Procedida a
paracentese, o liquido peritoneal foi colhido em tubos estéreis antes da injecdo
intraperitoneal de LPS (momento 0) e aos 20, 60, 120, 180, 240, 300 e 360 minutos a
partir de cada procedimento experimental. Nas amostras do liquido peritoneal, colhidas
sem anticoagulante, foram dosados os seguintes elementos bioquimicos: glicose e
fosfatase alcalina através de quimica seca®, creatina quinase utilizando-se “kit’
colorimétrico’, proteina total por refratometria e fibrinogénio®. Das amostras colhidas
com anticoagulante (EDTA) foram quantificados e qualificados os elementos celulares

(polimorfonucleares, mononucleares e hemacias).

2.3.3 Colheita do sangue — As amostras de sangue foram colhidas, por venopungao
jugular, utilizando-se tubos a vacuo® contendo solugdo anticoagulante (EDTA) para
realizacdo de hemograma completo. Uma amostra de plasma foi utilizada para a
determinagdo da glicose através de quimica seca’. Todas as colheitas foram

coincidentes aquelas do liquido peritoneal.

2.3.4 Mensuracao do TNF-alfa sérico e peritoneal - As amostras de sangue venoso
foram obtidas através de tubos a vacuo® sem EDTA. A atividade do TNF alfa foi
determinada utilizando-se uma modificacdo de um bioensaio de citotoxidade in vitro,
usando-se WEHI 164 clone 13 de células de fibrossarcoma murino. As células WEHI
foram suspendidas em meio RPMI 1640 (Sigma, USA) contendo 10% de soro fetal
bovino e penicilina, e entdo colocados em placas de 96 pocos, numa concentragao de 6
x 10* células/poco em volume de 100 pL/poco. As amostras de soro a serem testadas
(100 plL) foram adicionadas aos pogos e incubadas durante 20 horas a 37°C, em estufa
de CO; a 5%. Adicionaram-se 20 uL de sal tetrazolium MTT, numa concentragdo de 5
mg/mL em PBS a cada pogo e as placas foram incubadas em estufa por mais 4 horas

nas mesmas condi¢des anteriormente citadas. O sobrenadante foi desprezado,

6 Reflotron IV — Boehringer, Alemanha

" Labtest S.A., MG

¥ Coagulator — Organon Teknika, Estados Unidos
? Vacutainer — BD, So Paulo.
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adicionando-se em seguida 200 uL de isopropanol a 0,04 N HCI a cada pogo. Logo
apos a dissolugao adequada dos cristais de formazan, as densidades 6pticas dos pogos
foram lidas em leitor de ELISA no comprimento de onda de 570 nm. Uma curva padrao
foi construida a partir da regressdo de uma concentragdo de TNF alfa recombinante
humano vs. densidade éptica (DO). A regresséo linear foi feita para cada diluigao vs.
DO, e a concentragdo da amostra (ng/ml) da atividade do TNF alfa foi estimada a partir

da diluicao que produz a DO média na curva padrao.

2.3.5 Avaliagao clinica - Todos os animais foram examinados para a verificagado de
sinais clinicos de endotoxemia, registrando-se a frequéncia cardiaca por
eletrocardiografia e pressdo arterial pelo método invasivo, temperatura retal por
termometria clinica antes da injecéo intraperitoneal de LPS (momento 0) e aos 20, 60,

120, 180, 240, 300 e 360 minutos apds o inicio do experimento.

2.3.6 Analise estatistica - Os dados obtidos para cada parametro estudado, nos
diferentes grupos experimentais, foram submetidos a analise de variancia pelo
Delineamento Inteiramente Casualizado (DIC) com parcelas subdividas através do
programa SAS (Statistical Analysis Systems), seguida da comparagao das médias pelo

teste de Tukey (p < 0,05) para os diferentes tempos.
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3. RESULTADOS

3.1. AVALIAGAO CLINICA

Em resposta a administracdo de LPS, os cavalos apresentavam-se deprimidos e
alguns tiveram sinais de dor abdominal de leve a moderada, principalmente no grupo
controle. Tais alteragbes foram mais intensas entre 60 e 360 minutos apds a injegao
(MAI) de LPS nos grupos | e Ill. No grupo pré-tratado com lidocaina, os sinais de
depressao somente foram observados 2 horas apds a aplicagéo de LPS.

A congestdo de mucosas, no grupo controle, foi evidente a partir de 1 hora da
aplicagdo do LPS. Nos demais grupos, os animais apresentaram palidez ou congestao
de mucosas a partir de 20 MAI, sendo que cianose pbéde ser detectada a partir de 120
MAI nos trés grupos. No grupo Il, trés animais apresentaram fezes amolecidas dos 120
aos 180 MAI.

A temperatura retal elevou-se dos 240 aos 360 MAI no Gl em relagao aos valores
basais (p < 0,05) (Tabela e Figura 1).

Elevacéo da frequéncia cardiaca ocorreu dos 240 aos 300 MAI em relagdo aos
valores anotados no inicio do experimento (p < 0,05) em todos os grupos (Tabela e
Figura 2).

A frequéncia respiratéria elevou-se aos 240 MAI no Gl em relagdo aos valores
basais (p < 0,05). A frequéncia respiratoria no Glll foi significativamente maior, de 0 a
60 MAI em relacao aos Gl e GlI (Tabela e Figura 3).

N&o foram detectadas diferengas significantes na pressao arterial média entre os

trés grupos estudados (Tabela e Figura 4).

3.2. AVALIAGAO LABORATORIAL

Apds a anadlise laboratorial do sangue periférico registrou-se variagdes no
numero de leucécitos totais, ocorrendo uma diminuicdo no numero de leucécitos nos
animais do Glll dos 180 aos 300 MAI em relacdo ao momento inicial, sendo que aos

300 MAI esta diminuigao foi estatisticamente significante em relagdo ao Gl (Tabela e
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Figura 5). Também foram registradas variagcbes no numero de neutréfilos bastonetes,
ocorrendo um aumento significante no numero destas células em todos os grupos dos
240 aos 360 MAI (Tabela e Figura 7). No tocante ao numero de linfocitos, ocorreu uma
diminuicdo significante no numero destes em todos os grupos dos 60 aos 360 MAI
(Tabela e Figura 10). Nao foram observadas alteragbes no numero de neutréfilos
segmentados, basodfilos, eosindfilos, mondcitos e hemacias nos diferentes tempos de
observagéao (Tabelas e Figuras 6, 8, 9, 11 e 12, respectivamente).

Os teores de hemoglobina e a taxa do hematdcrito nos diferentes grupos
permaneceram estaveis ao longo deste experimento (Tabelas e Figuras 13 e 14,
respectivamente). Houve uma diminuicdo significante na concentragcdo de proteinas
totais plasmaticas em todos os grupos estudados dos 120 aos 360 MAI (Tabela e
Figura 15). A taxa de glicose plasmatica aumentou nos diferentes grupos, aos 360 MAI,
em relagdo ao momento inicial (Tabela e Figura 16).

Apos o exame laboratorial dos elementos celulares e bioquimicos no liquido
peritoneal, foi observado aumento significante no numero células nucleadas peritoneais,
em todos os grupos dos 180 aos 360 MAI em relagcéo ao tempo inicial (Tabela e Figura
17) com destaque para o aumento dos polimorfonucleares e de mondcitos-macrofagos
peritoneais, em todos os grupos dos 180 aos 360 MAI em relagdo ao tempo inicial
(Tabelas e Figuras 18 e 19, respectivamente).

A taxa de glicose peritoneal diminuiu significativamente dos 180 aos 360 MAI em
todos os grupos e a concentragdo das proteinas totais peritoneais aumentou
significativamente em todos os grupos dos 120 aos 360 MAI em relagao ao tempo inicial
(Tabelas e Figuras 20 e 21, respectivamente).

Na analise do liquido peritoneal foram também observadas variagdes na taxa de
fibrinogénio peritoneal, ocorrendo um aumento significante dos 60 aos 360 MAI para
todos os grupos (Tabela e Figura 22). Foram observadas variagdes nas atividades da
creatina quinase e da fosfatase alcalina, ocorrendo um aumento significante aos 360
MAI (Tabela e Figura 23) e dos 180 aos 360 MAI para todos os grupos em relagéo ao

tempo inicial, respectivamente (Tabela e Figura 24).
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3.3. MENSURAGAO DA CONCENTRAGAO DO TNF-a

A concentragdo sérica do TNF-a aumentou (p < 0,05), no Glll, aos 240 MAI em
relacdo aos demais (Tabela e Figura 25). A mensuragao da atividade do TNF-a. em
todos os grupos aos 120 e aos 240 MAI evidenciou uma diminuicdo (p < 0,05) na
concentragédo do TNF-a (ng/mL) no liquido peritoneal aos 120 MAI no Glll em relagao

aos outros grupos (Tabela e Figura 26).
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TABELA 1 - Valores médios de temperatura retal (°C) obtidos nos equinos dos grupos |
(Sal-LPS-Sal-Sal), Il (Lido-LPS-Sal-Lido), lll (Sal-LPS-Lido-Lido) atée 360
minutos apoés a injegao (MAI) intraperitoneal de 500 ng/kg de LPS de E. coli.
Jaboticabal, 2002.

GRUPOS Momento MAI MGG
0 20 60 120 180 240 300 360
Gl 37,6” | 37.9%% 38,0™% 381  384™ 387" 387" 387" 38,3
Gll 381" | 381" 384" 388" 389" 394 391"  391* 38,7
Gl 38,6°* | 386%™ 385 391 393 391"  391*  392* 39,1
MGT 38,3 38,4 38,4 38,6 38,8 38,9 39,0 39,0

Médias seguidas da mesma letra nao diferem entre si (Teste de Tukey, p< 0,05).
(Letras minusculas para as comparagdes na horizontal e maiusculas na vertical)
MGT - Média geral dos grupos em cada momento

MGG - Média geral de cada grupo, nos diferentes momentos

Tratamentos

—@— Sal-LPS-Sal-Sal
—#— Lido-Sal-Sal-Lido
Sal-LPS-Lido-Lido

40.5

40.0 4

39.5 #

Temperatura (°C)

37.0 5

36.5 T T T T T T 1
020 60 120 180 240 300 360

Minutos apés injecdo

Figura 1 - Variacbes da temperatura retal média (°C), ao longo do tempo, apds a
injecao intraperitoneal de 500 ng/kg de LPS de E. coli em equinos. *Diferenca
significante em relagdo ao valor basal (Teste de Tukey, p < 0,05). #Diferenga

significante entre os grupos no momento indicado.
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TABELA 2 - Valores médios de frequéncia cardiaca (batimentos/minuto) obtidos nos
equinos dos grupos | (Sal-LPS-Sal-Sal), Il (Lido-LPS-Sal-Lido), Ill (Sal-LPS-
Lido-Lido) até 360 minutos apos a injegcao (MAI) intraperitoneal de 500 ng/kg
de LPS de E. coli. Jaboticabal, 2002.

GRUPOS Momento MAI MGG
0 20 60 120 180 240 300 360
al 44 44 47 59 48 53 53 50 50
Gl 42 52 50 49 51 56 56 57 51
Glil 50 59 59 61 63 67 67 64 61
MGT 45P 517 527 567 547 59° 59° 577

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si (Teste de Tukey, p< 0,05).
MGT - Média geral dos grupos em cada momento
MGG - Média geral de cada grupo, nos diferentes momentos

Tratamentos

—&— Sal-LPS-Sal-Sal
—&— Lido-LPS-Sal-Lido
Sal-LPS-Lido-Lido

100

80

Freqiiéncia cardiaca (batimentos/minuto)

0 1 1 1 1 1 1 1

020 60 120 180 240 300 360

Minutos apés injecao

Figura 2 - Variagbes da frequéncia cardiaca (batimentos/minuto) média, ao longo do
tempo, apds a injegao intraperitoneal de 500 ng/kg de LPS de E. coli em
equinos. *Diferenca significante em relagao ao valor basal (Teste de Tukey, p
<0,05).
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TABELA 3 - Valores médios de frequéncia respiratéria (movimentos/minuto) obtidos nos
equinos dos grupos | (Sal-LPS-Sal-Sal), Il (Lido-LPS-Sal-Lido), Il (Sal-LPS-
Lido-Lido) até 360 minutos apos a injecao (MAI) intraperitoneal de 500 ng/kg
de LPS de E. coli. Jaboticabal, 2002.

GRUPOS Momento MAI MGG
0 20 60 120 180 240 300 360
Gl 207 20 2178 29°% 387" 457 36™" 407" 31
Gll 2648 24%8 25%8 33 324 8933* 324 33 30
Glll 394 43% 374 30 38 38 39 38" 38
MGT 29 29 27 31 36 39 36 37

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si (Teste de Tukey, p< 0,05).
(Letras minusculas para as comparagdes na horizontal e maiusculas na vertical)
MGT - Média geral dos grupos em cada momento

MGG - Média geral de cada grupo, nos diferentes momentos
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Figura 3 - Variagdes da frequéncia respiratéria (movimentos/minuto) média, ao longo do

tempo, apds a injecao intraperitoneal de 500 ng/kg de LPS de E. coli em

equinos. *Diferenga significante em relagdo ao valor basal (Teste de Tukey, p

< 0,05). #Diferenca significante entre os grupos no momento indicado.
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TABELA 4 - Valores médios da pressao arterial média (mmHg) obtidos nos equinos dos
grupos | (Sal-LPS-Sal-Sal), Il (Lido-LPS-Sal-Lido), 11l (Sal-LPS-Lido-Lido) até
360 minutos apods a inje¢cao (MAI) intraperitoneal de 500 ng/kg de LPS de E.

coli. Jaboticabal, 2002.

GRUPOS Momento MAI MGG
0 20 60 120 180 240 300 360
Gl 116 105 112 95 98 87 91 92 100
Gl 99 96 79 86 90 91 86 92 90
Glll 119 119 117 107 105 100 107 100 109
MGT 112 107 104 97 98 94 95 95

MGT - Média geral dos grupos em cada momento
MGG - Média geral de cada grupo, nos diferentes momentos
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Figura 4 - Variagbes da pressao arterial (mmHg) média, ao longo do tempo, apds a

injecdo intraperitoneal de 500 ng/kg de LPS de E. coli em equinos. *Diferencga

significante em relagéo ao valor basal (Teste de Tukey, p < 0,05).
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TABELA 5 - Valores médios de leucdcitos totais (n x 10°)/uL obtidos no sangue de
equinos dos grupos | (Sal-LPS-Sal-Sal), Il (Lido-LPS-Sal-Lido), Ill (Sal-LPS-
Lido-Lido) até 360 minutos apés a injecdo (MAI) intraperitoneal de 500 ng/kg
de LPS de E. coli. Jaboticabal, 2002.

GRUPOS Momento MAI MGG
0 20 60 120 180 240 300 360

Gl 13,48*" | 13,93* 1367 11,75 10,78 12,50 13,90 13,70 12,96

Gll 13,70* | 13,65** 12,78 10,18 10,13"* 11,15 11,85"® 1295 12,05

Gl 14,18%" | 13,45 12,75°* 11,02** 940" 918"  962°® 10,55 11,27
MGT 13,79 13,68 13,07 10,98 10,10 10,94 11,79 12,40

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si (Teste de Tukey, p< 0,05).
(Letras minusculas para as comparagdes na horizontal e maiusculas na vertical)
MGT - Média geral dos grupos em cada momento

MGG - Média geral de cada grupo, nos diferentes momentos

Tratamentos
—@— Sal-LPS-Sal-Sal

—&— Lido-LPS-Sal-Lido
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Figura 5 - Variagdes do nimero médio de leucdcitos totais (n x 10%)/uL, ao longo do
tempo, apos a injecéo intraperitoneal de 500 ng/kg de LPS de E. coli em
equinos. *Diferenga significante em relagéo ao valor basal (Teste de Tukey, p

< 0,05). #Diferenca significante entre os grupos no momento indicado.
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TABELA 6 - Valores médios de neutréfilos segmentados (n x 10°)/uL obtidos no sangue
de equinos dos grupos | (Sal-LPS-Sal-Sal), Il (Lido-LPS-Sal-Lido), Il (Sal-
LPS-Lido-Lido) até 360 minutos apds a injegao (MAI) intraperitoneal de 500
ng/kg de LPS de E. coli. Jaboticabal, 2002.

GRUPOS Momento MAI MGG
0 20 60 120 180 240 300 360

Gl 5,68 6,54 6,96 6,01 5,51 7,29 7,88 8,07 6,74

Gl 7,05 7,79 7,02 5,18 5,34 6,03 6,61 7,3 6,54

Gl 8,26 7,79 7,60 6,21 4,77 4,99 5,32 6,14 6,39
MGT 7,00 7,38 7,19 5,80 5,21 6,10 6,60 7,14

MGT - Média geral dos grupos em cada momento
MGG - Média geral de cada grupo, nos diferentes momentos

Tratamentos
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Figura 6 - Variagdes do nimero médio de neutrdfilos segmentados (n x 10°)/uL, ao

longo do tempo, apds a injecéo intraperitoneal de 500 ng/kg de LPS de E. coli

em equinos.
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TABELA 7 - Valores médios de neutréfilos bastonetes (n x 10°)/uL obtidos no sangue de
equinos dos grupos | (Sal-LPS-Sal-Sal), Il (Lido-LPS-Sal-Lido), Il (Sal-LPS-
Lido-Lido) até 360 minutos apds a injecao (MAI) intraperitoneal de 500 ng/kg
de LPS de E. coli. Jaboticabal, 2002.

GRUPOS Momento MAI MGG
0 20 60 120 180 240 300 360

Gl 0,08 0,10 0,26 0,22 0,07 0,23 0,26 0,47 0,21

Gll 0,07 0,12 0,14 0,28 0,31 0,41 0,31 0,43 0,26

Gl 0,06 0,12 0,17 0,16 0,38 0,43 0,65 0,65 0,33
MGT 0,07° 0,11° 0,19 0,22 0,25 0,36% 0,417 0,52°

Médias seguidas da mesma letra nao diferem entre si (Teste de Tukey, p< 0,05).

MGT - Média geral dos grupos em cada momento
MGG - Média geral de cada grupo, nos diferentes momentos
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Figura 7 - Variagdes do nimero médio de neutrdfilos bastonetes (n x 10%)/uL, ao longo

do tempo, apds a injecao intraperitoneal de 500 ng/kg de LPS de E. coli em

equinos. *Diferenca significante em relagao ao valor basal (Teste de Tukey, p
<0,05).
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TABELA 8 - Valores médios de baséfilos (n x 10°)/uL obtidos no sangue de eqiinos dos
grupos | (Sal-LPS-Sal-Sal), Il (Lido-LPS-Sal-Lido), 11l (Sal-LPS-Lido-Lido) até
360 minutos apos a injecao (MAI) intraperitoneal de 500 ng/kg de LPS de E.
coli. Jaboticabal, 2002.

GRUPOS Momento MAI MGG
0 20 60 120 180 240 300 360

Gl 0,02 0,00 0,00 0,02 0,00 0,02 0,00 0,00 0,01

Gl 0,02 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Gl 0,00 0,04 0,02 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00 0,01
MGT 0,01 0,01 0,01 0,01 0,00 0,01 0,00 0,00

MGT - Média geral dos grupos em cada momento
MGG - Média geral de cada grupo, nos diferentes momentos

Tratamentos
—@— Sal-LPS-Sal-Sal

0.30 —=— Lido-LPS-Sal-Lido
Sal-LPS-Lido-Lido
0.25
0.20
S 0.15
X
3
FRCELE
2
el
©
& 005 -
0.00 J /E\_ 2
-0.05 -

T T T T T T 1
020 60 120 180 240 300 360

Minutos apés injegao

Figura 8 - Variagdes do nimero médio de baséfilos (n x 10%)/uL, ao longo do tempo,

apos a injecao intraperitoneal de 500 ng/kg de LPS de E. coli em equinos.
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TABELA 9 - Valores médios de eosindfilos (n x 10°)/uL obtidos no sangue de eqiiinos
dos grupos | (Sal-LPS-Sal-Sal), Il (Lido-LPS-Sal-Lido), Il (Sal-LPS-Lido-Lido)
até 360 minutos apods a injecao (MAI) intraperitoneal de 500 ng/kg de LPS de
E. coli. Jaboticabal, 2002.

GRUPOS Momento

MAI MGG
0 20 60 120 180 240 300 360
Gl 0,10 0,19 0,08 0,02 0,08 0,08 0,06 0,00 0,08
Gl 0,05 0,03 0,05 0,08 0,02 0,04 0,02 0,02 0,04
Glll 0,09 0,07 0,07 0,09 0,05 0,02 0,02 0,00 0,05
MGT 0,08 0,09 0,06 0,06 0,05 0,04 0,03 0,01
MGT - Média geral dos grupos em cada momento
MGG - Média geral de cada grupo, nos diferentes momentos
Tratamentos
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Figura 9 - Variacdes do nimero médio de eosindfilos (n x 10%)/uL, ao longo do

tempo,

equinos.

apos a injegao intraperitoneal de 500 ng/kg de LPS de E. coli em
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TABELA 10 - Valores médios de linfocitos (n x 10°)/uL obtidos no sangue de eqiiinos
dos grupos | (Sal-LPS-Sal-Sal), Il (Lido-LPS-Sal-Lido), Il (Sal-LPS-Lido-Lido)
até 360 minutos apods a injecao (MAI) intraperitoneal de 500 ng/kg de LPS de
E. coli. Jaboticabal, 2002.

GRUPOS Momento MAI MGG
0 20 60 120 180 240 300 360

Gl 7,60 7,01 6,28 5,35 5,02 4,80 5,66 5,07 5,85

Gll 6,44 5,70 5,49 4,59 4,37 4,62 4,84 5,08 5,14

Gl 5,77 5,43 4,86 4,52 4,18 3,72 3,59 3,71 4,47
MGT 6,60° 6,04% 5,54° 4,82% 4,52° 4,38° 4,70° 4,62°

Médias seguidas da mesma letra nao diferem entre si (Teste de Tukey, p< 0,05).
MGT - Média geral dos grupos em cada momento

MGG - Média geral de cada grupo, nos diferentes momentos
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Figura 10 - Variagdes do nimero médio de linfécitos (n x 10%)/uL, ao longo do tempo,

apos a injecao intraperitoneal de 500 ng/kg de LPS de E. coli em equinos.

*Diferencga significante em relagédo ao valor basal (Teste de Tukey, p < 0,05).
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TABELA 11 - Valores médios de mondcitos (n x 10°)/uL obtidos no sangue de eqiinos
dos grupos | (Sal-LPS-Sal-Sal), Il (Lido-LPS-Sal-Lido), Il (Sal-LPS-Lido-Lido)
até 360 minutos apods a injecao (MAI) intraperitoneal de 500 ng/kg de LPS de
E. coli. Jaboticabal, 2002.

GRUPOS Momento MAI MGG
0 20 60 120 180 240 300 360

Gl 0,16 0,09 0,09 0,13 0,10 0,08 0,04 0,11 0,01

Gl 0,06 0,02 0,10 0,06 0,08 0,04 0,07 0,12 0,07

Gl 0,00 0,00 0,04 0,04 0,02 0,03 0,04 0,05 0,03
MGT 0,08 0,04 0,07 0,07 0,07 0,05 0,05 0,09

MGT - Média geral dos grupos em cada momento
MGG - Média geral de cada grupo, nos diferentes momentos
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Figura 11 - Variacdes do nimero médio de mondcitos (n x 10%)/uL, ao longo do tempo,

apos a injecao intraperitoneal de 500 ng/kg de LPS de E. coli em equinos.
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TABELA 12 - Valores médios de hemacias (n x 10°)/uL obtidos no sangue de eqiiinos
dos grupos | (Sal-LPS-Sal-Sal), Il (Lido-LPS-Sal-Lido), Il (Sal-LPS-Lido-Lido)
até 360 minutos apods a injecao (MAI) intraperitoneal de 500 ng/kg de LPS de
E. coli. Jaboticabal, 2002.

GRUPOS Momento

MAI MGG
0 20 60 120 180 240 300 360
Gl 7,87 7,86 7,62 7,64 7,63 7,77 7,70 7,97 7,76
Gll 8,38 8,29 7,96 7,68 7,77 8,05 7,94 8,16 8,03
Glll 7,62 7,91 7,96 7,78 7,81 8,03 8,31 8,17 7,95
MGT 7,95 8,02 7,84 7,70 7,74 7,95 7,98 8,10
MGT - Média geral dos grupos em cada momento
MGG - Média geral de cada grupo, nos diferentes momentos
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Figura 12 - Variagdes do niimero médio de hemacias (n x 10°)/uL, ao longo do tempo,

apos a injecéao intraperitoneal de 500 ng/kg de LPS de E. coli em equinos.
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TABELA 13 - Valores médios dos teores de hemoglobina (g/dL) obtidos no sangue de
equinos dos grupos | (Sal-LPS-Sal-Sal), Il (Lido-LPS-Sal-Lido), Il (Sal-LPS-
Lido-Lido) até 360 minutos apds a injecao (MAI) intraperitoneal de 500 ng/kg
de LPS de E. coli. Jaboticabal, 2002.

GRUPOS Momento MAI MGG
0 20 60 120 180 240 300 360

Gl 12,83 12,85 12,78 13,40 12,78 12,86 13,18 13,01 12,96

Gl 13,65 13,63 13,83 12,63 13,63 14,13 13,67 13,47 13,58

Gl 12,70 12,97 13,16 13,08 13,42 13,22 13,87 13,35 13,22
MGT 13,06 13,15 13,26 13,04 13,28 13,40 13,57 13,28

MGT - Média geral dos grupos em cada momento
MGG - Média geral de cada grupo, nos diferentes momentos
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Figura 13 - Variagdes dos teores médios de hemoglobina (g/dL), ao longo do tempo,

apos a injecao intraperitoneal de 500 ng/kg de LPS de E. coli em equinos.
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TABELA 14 - Valores médios de hematdcrito (%) obtidos no sangue de equinos dos
grupos | (Sal-LPS-Sal-Sal), Il (Lido-LPS-Sal-Lido), 11l (Sal-LPS-Lido-Lido) até
360 minutos apos a injecao (MAI) intraperitoneal de 500 ng/kg de LPS de E.
coli. Jaboticabal, 2002.

GRUPOS Momento MAI MGG
0 20 60 120 180 240 300 360

Gl 34,50 34,83 34,00 34,00 33,83 34,33 34,33 34,50 34,29

Gl 34,50 34,00 34,33 32,17 32,17 33,33 33,00 33,50 33,38

Gl 32,83 33,67 33,67 33,83 34,50 34,50 35,50 35,00 34,19
MGT 33,94 34,16 34,00 33,33 33,50 34,06 34,28 34,33

MGT - Média geral dos grupos em cada momento
MGG - Média geral de cada grupo, nos diferentes momentos
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Figura 14 - Variagdes dos valores médios do hematécrito (%), ao longo do tempo, apos

a injecao intraperitoneal de 500 ng/kg de LPS de E. coli em equinos.
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TABELA 15 - Valores médios das concentracdes de proteinas totais plasmaticas (g/dL)
obtidos nos equinos dos grupos | (Sal-LPS-Sal-Sal), Il (Lido-LPS-Sal-Lido), Il
(Sal-LPS-Lido-Lido) até 360 minutos apds a injecao (MAI) intraperitoneal de

500 ng/kg de LPS de E. coli. Jaboticabal, 2002.

GRUPOS Momento MAI MGG
0 20 60 120 180 240 300 360
Gl 7,17 7,10 7,13 6,97 6,87 6,95 6,85 6,98 7,00
Gl 7,00 6,92 6,83 6,38 6,38 6,38 6,47 6,70 6,63
Gl 6,62 6,62 6,47 6,33 6,23 6,22 6,25 6,22 6,37
MGT 6,93° 6,88" 6,827 6,56° 6,49° 6,52° 6,52° 6,63

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si (Teste de Tukey, p< 0,05).
MGT - Média geral dos grupos em cada momento
MGG - Média geral de cada grupo, nos diferentes momentos

Tratamentos

—e— Sal-LPS-Sal-Sal
—&— Lido-LPS-Sal-Lido
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Figura 15 - Variagdes dos valores médios das concentracbes de proteinas totais
plasmaticas (g/dL), ao longo do tempo, apds a injegao intraperitoneal de 500
ng/kg de LPS de E. coli em equinos. *Diferenga significante em relacdo ao
valor basal (Teste de Tukey, p < 0,05).
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TABELA 16 - Valores médios da taxa de glicose plasmatica (mg/dL) obtidos nos
equinos dos grupos | (Sal-LPS-Sal-Sal), Il (Lido-LPS-Sal-Lido), Il (Sal-LPS-
Lido-Lido) até 360 minutos apds a injecao (MAI) intraperitoneal de 500 ng/kg
de LPS de E. coli. Jaboticabal, 2002.

GRUPOS Momento MAI MGG
0 20 60 120 180 240 300

Gl 130,02 138,33 139,33 135,17 144,83 137,50 138,17 138,23

Gl 131,33 134,50 132,17 123,50 127,87 131,83 132,67 131,34

Gl 136,33 146,67 141,67 146,50 141,83 144,83 150,67 145,48

MGT  132,56° | 139,83® 137,72 135,06® 138,18 138,06 140,50

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si (Teste de Tukey, p< 0,05).

MGT - Média geral dos grupos em cada momento
MGG - Média geral de cada grupo, nos diferentes momentos
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Figura 16 - Variagbes da taxa média da glicose plasmatica (mg/dL), ao longo do tempo,
apos a injecao intraperitoneal de 500 ng/kg de LPS de E. coli em equinos.

*Diferenca significante em relagéo ao valor basal (Teste de Tukey, p < 0,05).
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TABELA 17 - Valores médios do nimero de células nucleadas peritoneais (n x 10%)/uL
obtidos nos equinos dos grupos | (Sal-LPS-Sal-Sal), Il (Lido-LPS-Sal-Lido), Il
(Sal-LPS-Lido-Lido) até 360 minutos apds a injecao (MAI) intraperitoneal de
500 ng/kg de LPS de E. coli. Jaboticabal, 2002.

GRUPOS Momento MAI MGG
0 20 60 120 180 240 300 360
Gl 1,33 1,38 1,52 6,28 17,73 28,38 35,47 42,00 16,76
Gll 1,17 1,32 1,62 11,08 24,20 33,92 44,78 59,87 22,24
Gl 1,43 1,67 2,57 10,47 33,15 50,57 61,82 67,60 28,66
MGT 1,31° 1,46° 1,90° 9,28° 25,03° 37,62° 47,36® 56,497

Médias seguidas da mesma letra nao diferem entre si (Teste de Tukey, p< 0,05).
MGT - Média geral dos grupos em cada momento
MGG - Média geral de cada grupo, nos diferentes momentos
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Figura 17 - Variacdes do nimero médio de células nucleadas peritoneais (n x 10%)/uL,
ao longo do tempo, apds a injecdo intraperitoneal de 500 ng/kg de LPS de E.
coli em equinos. *Diferencga significante em relagao ao valor basal (Teste de
Tukey, p < 0,05).
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TABELA 18 - Valores médios do nimero de polimorfonucleares peritoneais (n x 10°)/uL
obtidos nos equinos dos grupos | (Sal-LPS-Sal-Sal), Il (Lido-LPS-Sal-Lido), Il
(Sal-LPS-Lido-Lido) até 360 minutos apds a injecao (MAI) intraperitoneal de
500 ng/kg de LPS de E. coli. Jaboticabal, 2002.

GRUPOS Momento MAI MGG
0 20 60 120 180 240 300 360
Gl 0,94 0,88 0,98 5,44 15,91 25,36 31,36 36,80 14,71
GlI 0,66 0,71 0,91 9,63 20,98 30,80 39,99 50,43 19,26
Gl 0,75 0,85 1,33 8,76 30,47 48,03 56,00 61,85 26,00
MGT 0,78° 0,81° 1,08° 7,94° 22,45°  3473°  4245® 49697

Médias seguidas da mesma letra nao diferem entre si (Teste de Tukey, p< 0,05).
MGT - Média geral dos grupos em cada momento
MGG - Média geral de cada grupo, nos diferentes momentos
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Figura 18 - Variacdes do nimero médio de polimorfonucleares peritoneais (n x 10%)/uL,
ao longo do tempo, apds a injecdo intraperitoneal de 500 ng/kg de LPS de E.
coli em equinos. *Diferencga significante em relagdo ao valor basal (Teste de
Tukey, p < 0,05).
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TABELA 19 - Valores médios do numero de mondcitos-macréfagos peritoneais (n x
10%)/uL obtidos nos eqiinos dos grupos | (Sal-LPS-Sal-Sal), Il (Lido-LPS-Sal-
Lido), Il (Sal-LPS-Lido-Lido) até 360 minutos apds a injecao (MAI)
intraperitoneal de 500 ng/kg de LPS de E. coli. Jaboticabal, 2002.

GRUPOS Momento MAI MGG
0 20 60 120 180 240 300 360

Gl 0,40 0,53 0,54 0,84 1,82 3,02 4,10 5,20 2,06

GlI 0,51 0,61 0,70 1,46 3,22 3,12 4,80 9,44 2,98

Gl 0,69 0,81 1,23 1,71 2,73 2,54 5,82 5,75 2,66
MGT 0,53° 0,65° 0,82  1,34°°  259% 2,89° 4,91° 6,80°

Médias seguidas da mesma letra nao diferem entre si (Teste de Tukey, p< 0,05).
MGT - Média geral dos grupos em cada momento
MGG - Média geral de cada grupo, nos diferentes momentos
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Figura 19 - Variagbes do numero médio de mondcitos-macréfagos peritoneais (n x
103)/ML, ao longo do tempo, apds a injecao intraperitoneal de 500 ng/kg de
LPS de E. coli em equinos. *Diferenga significante em relagéo ao valor basal
(Teste de Tukey, p < 0,05).
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TABELA 20 - Valores médios da taxa de glicose peritoneal (mg/dL) obtidos nos equinos
dos grupos | (Sal-LPS-Sal-Sal), Il (Lido-LPS-Sal-Lido), Il (Sal-LPS-Lido-Lido)
até 360 minutos apoés a injegao (MAI) intraperitoneal de 500 ng/kg de LPS de
E. coli. Jaboticabal, 2002.

GRUPOS Momento MAI MGG
0 20 60 120 180 240 300 360
Gl 168,67 | 170,50 17417 17583 15500 142,33 14517 144,67 159,54
Gll 168,67 | 178,83 184,17 161,00 148,50 137,83 132,50 138,33 156,23
Gl 176,67 | 186,33 179,57 17500 154,83 141,17 136,17 143,00 161,65
MGT  171,33% [ 178,72 179,30° 170,61° 152,78° 140,44° 137,94° 142,00°

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si (Teste de Tukey, p< 0,05).
MGT - Média geral dos grupos em cada momento
MGG - Média geral de cada grupo, nos diferentes momentos

Tratamentos
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Figura 20 - Variagdes da taxa média de glicose peritoneal (mg/dL), ao longo do tempo,
apos a injecao intraperitoneal de 500 ng/kg de LPS de E. coli em equinos.

*Diferencga significante em relagédo ao valor basal (Teste de Tukey, p < 0,05).
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TABELA 21 - Valores médios das concentragdes das proteinas totais peritoneais (g/dL)
obtidos nos equinos dos grupos | (Sal-LPS-Sal-Sal), Il (Lido-LPS-Sal-Lido), Il
(Sal-LPS-Lido-Lido) até 360 minutos apds a injecdo (MAI) intraperitoneal de
500 ng/kg de LPS de E. coli. Jaboticabal, 2002.

GRUPOS Momento MAI MGG
0 20 60 120 180 240 300 360

Gl 0,60 0,58 0,53 1,18 1,55 1,80 2,00 2,03 1,28

GlI 0,60 0,57 0,77 1,38 1,70 1,97 2,00 2,10 1,39

Glll 0,53 0,48 0,57 1,47 1,82 2,12 2,47 2,90 1,54
MGT 0,58° 0,54° 0,62° 1,34° 1,69 1,967 2,16™ 2,34°

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si (Teste de Tukey, p< 0,05).

MGT - Média geral dos grupos em cada momento

MGG - Média geral de cada grupo, nos diferentes momentos

Proteina total peritoneal (g/dL)

Tratamentos

—&— Sal-LPS-Sal-Sal
—&— Lido-LPS-Sal-Lido
Sal-LPS-Lido-Lido

020 60

120

180 240 300 360

Minutos apés injegao

Figura 21 - Variagdes dos valores médios das concentracbes de proteinas totais

peritoneais (g/dL), ao longo do tempo, apds a injecéo intraperitoneal de 500

ng/kg de LPS de E. coli em equinos. *Diferenga significante em relacdo ao

valor basal (Teste de Tukey, p < 0,05).
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TABELA 22 - Valores médios da taxa de fibrinogénio peritoneal (mg/dL) obtidos nos
equinos dos grupos | (Sal-LPS-Sal-Sal), Il (Lido-LPS-Sal-Lido), Il (Sal-LPS-
Lido-Lido) até 360 minutos apés a injecdo (MAI) intraperitoneal de 500 ng/kg
de LPS de E. coli. Jaboticabal, 2002.

GRUPOS Momento MAI MGG
0 20 60 120 180 240 300 360
Gl 27,00 114,50 159,92 166,58 140,08 224,33 211,83 185,83  153,76°
Gl 37,75 101,95 134,35 144,83 101,60 108,60 94,68 156,02  109,97%
Gl 0,00 0,00 0,00 35,54 56,81 60,21 55,20 36,79 30,57°
MGT 21,58" 72,15 98,09° 115,65° 99,50° 131,05° 120,57 126,21°

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si (Teste de Tukey, p< 0,05).
MGT - Média geral dos grupos em cada momento

MGG - Média geral de cada grupo, nos diferentes momentos
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Figura 22 - Variacbes da taxa média de fibrinogénio peritoneal (mg/dL), ao longo do
tempo, apds a injegao intraperitoneal de 500 ng/kg de LPS de E. coli em

equinos. *Diferencga significante em relagdo ao valor basal (Teste de Tukey, p

<0,05).
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TABELA 23 - Valores médios da atividade da creatina quinase peritoneal (Ul) obtidos
nos equinos dos grupos | (Sal-LPS-Sal-Sal), Il (Lido-LPS-Sal-Lido), Il (Sal-
LPS-Lido-Lido) até 360 minutos apods a injegao (MAI) intraperitoneal de 500
ng/kg de LPS de E. coli. Jaboticabal, 2002.

GRUPOS Momento MAI MGG
0 20 60 120 180 240 300 360
Gl 38,21 26,02 17,98 48,09 57,88 53,06 7445 10521 52,61
Gll 16,07 29,43 40,64 31,85 67,52 108,85 82,26 78,85 56,93
Glil 43,44 26,18 51,27 91,87 110,08 149,21 291,75 378,77 142,82
MGT 32,57° | 27,20° 36,63° 57,27® 7850C 103,71® 14949 187,61

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si (Teste de Tukey, p< 0,05).
MGT - Média geral dos grupos em cada momento
MGG - Média geral de cada grupo, nos diferentes momentos
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Figura 23 - Variagbes da atividade da creatina quinase peritoneal (Ul), ao longo do

tempo, apds a injegao intraperitoneal de 500 ng/kg de LPS de E. coli em

equinos. *Diferenca significante em relagao ao valor basal (Teste de Tukey, p

< 0,05).
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TABELA 24 - Valores médios da atividade da fosfatase alcalina peritoneal (Ul) obtidos
nos equinos dos grupos | (Sal-LPS-Sal-Sal), Il (Lido-LPS-Sal-Lido), Il (Sal-
LPS-Lido-Lido) até 360 minutos apods a injegao (MAI) intraperitoneal de 500
ng/kg de LPS de E. coli. Jaboticabal, 2002.

GRUPOS Momento MAI MGG
0 20 60 120 180 240 300 360
Gl 7,37 5,77 5,90 46,53 161,97 255,83 372,00 523,75 172,39
Gll 12,43 11,05 9,28 77,52 185,52 308,37 37518 629,42 201,10
Gl 11,25 7,50 11,67 62,50 186,83 400,00 576,67 731,50 248,50
MGT 10,35° 8,11° 8,95° 62,18  178,11° 321,40° 441,28° 628,22°

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si (Teste de Tukey, p< 0,05).
MGT - Média geral dos grupos em cada momento
MGG - Média geral de cada grupo, nos diferentes momentos
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Figura 24 - Variagbes da atividade da fosfatase alcalina peritoneal (Ul), ao longo do
tempo, apds a injegao intraperitoneal de 500 ng/kg de LPS de E. coli em
equinos. *Diferenca significante em relagao ao valor basal (Teste de Tukey, p
<0,05).
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TABELA 25 — Valores médios de TNF-a sérico (ng/mL) anotados nos equinos dos
grupos | (Sal-LPS-Sal-Sal), Il (Lido-LPS-Sal-Lido), lll (Sal-LPS-Lido-Lido) aos
120 e aos 240 minutos apods a injegcao (MAI) intraperitoneal de 500 ng/kg de
LPS de E. coli. Jaboticabal, 2002.

GRUPOS Momento MAI MGG
0 120 240

Gl 0 0,04 0,135 0,09

Gll 0 0,07 0,12° 0,10

Glll 0 0,94 2,63" 1,79
MGT 0 0,35 2,88

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si (Teste de Tukey, p< 0,05).
(Letras minusculas para as comparagdes na horizontal e maiusculas na vertical)
MGT - Média geral dos grupos em cada momento

MGG - Média geral de cada grupo, nos diferentes momentos
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Figura 25 - Variagdes dos valores médios de TNF-a sérico (ng/mL), ao longo do tempo,

apos a injecao intraperitoneal de 500 ng/kg de LPS de E. coli em equinos.

#Diferenca significante entre os grupos no momento indicado.
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TABELA 26 - Valores médios de TNF-a encontrados no liquido peritoneal (ng/mL)
anotados nos equinos dos grupos | (Sal-LPS-Sal-Sal), Il (Lido-LPS-Sal-Lido),
Il (Sal-LPS-Lido-Lido) aos 120 e aos 240 minutos apds a injecao (MAI)
intraperitoneal de 500 ng/kg de LPS de E. coli. Jaboticabal, 2002.

GRUPOS Momento MAI MGG
0 120 240

Gl 0 0,67% 0,30 0,49

Gll 0 0,55"8 0,23 0,39

GllI 0 0,22° 0,04 0,13
MGT 0 0,48 0,37

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si (Teste de Tukey, p< 0,05).
(Letras minusculas para as comparagdes na horizontal e maiusculas na vertical)
MGT - Média geral dos grupos em cada momento

MGG - Média geral de cada grupo, nos diferentes momentos
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Figura 26 - Variagbes dos valores médios de TNF-a encontrados no liquido peritoneal
(ng/mL), ao longo do tempo, apds a injecao intraperitoneal de 500 ng/kg de
LPS de E. coli em equinos. #Diferenca significante entre os grupos no

momento indicado.
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4 DISCUSSAO

A dose de lidocaina utilizada neste estudo foi baseada em relatos de Malone et
al. (1994) e Malone et al. (1998). Efeitos colaterais deletérios ndo foram observados
neste estudo com a dose administrada, uma vez que os niveis de lidocaina neste
delineamento é de 0,98 ug/mL (MALONE et al., 1998; MEYER e HANSON, 2000), um
valor 2 a 3 vezes inferior a dose toxica para equinos segundo Meyer et al. (2001).

A semelhanga dos efeitos fisiopatoldgicos causados por microrganismos Gram-
negativos ou por endotoxinas bacterianas torna a endotoxemia experimental um modelo
seguro para o estudo do choque séptico induzido por este grupo de bactérias (WARD et
al., 1986). Diante desta perspectiva, a administracdo de doses subletais de LPS, em
equinos, permite estudar alternativas terapéuticas para a célica equina, baseados nas
semelhancas entre o modelo experimental e esta sindrome (LOCHNER, 1986).

Desta forma, a injecdo de doses subletais de LPS mimetiza clinicamente a
endotoxemia associada com a ocorréncia natural de célica (MOORE et al., 1980;
CLARK e MOORE, 1989; WAGNER et al., 1995), sendo a febre uma das alteragdes
mais consistentes induzidas pela administracdo de LPS (FESSLER et al.,, 1989). A
endotoxina circulante, associada a liberacdo de mediadores inflamatérios pelo
organismo durante o processo endotoxémico, parece influenciar o centro
termorregulador hipotalamico, elevando a temperatura corporea. Estudos realizados por
CARGILE et al. (1995a) indicam que a endotoxina, ou outros fatores endégenos, que
nao o TNF, medeiam esta resposta em equinos, provavelmente pela liberacdo de
pirdgenos endégenos pelos neutréfilos e macréfagos (BURROWS, 1981; HENRY e
MOORE, 1990).

A resposta febril observada em todos os animais a partir dos 240 minutos
no grupo | foi tardia em relagcdo aquela observada por Clark e Moore (1989), Morris et
al. (1990), Valadao et al. (1995) e Krumrych et al. (1997) subseqlientemente a
administracao intravenosa de LPS, a despeito de neste estudo ter sido utilizada a
injecdo intraperitoneal, porém foi coincidente com a detecgao da atividade do TNF-a
sérico nos animais do grupo lll. Assim, as elevagdes da temperatura retal e das

frequéncias cardiaca e respiratoria observadas neste estudo ocorreram durante a
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atividade sérica maxima do TNF-a, as 4 horas, nos animais do GllIl (2,63 ng/mL) a
semelhancga dos achados de Kozak et al. (1998). Esta observagcédo é amparada pelo fato
do TNF-a ser o mediador primario da resposta endotoxémica, conforme descrito por
Mackay et al. (1991) e Baskett et al. (1997).

Sabe-se que o LPS pode participar na regulacao do apetite durante infec¢des por
microrganismos Gram-negativos. Esta acado poderia estar relacionada com a sintese e a
liberagao de IL-1B, IL-6 e TNF-a, mediadores que também participam na resposta febril.
Isto poderia justificar o fato de todos os animais estarem inapetentes durante o periodo
em que apresentaram elevacdes na temperatura corpérea (PLATA-SALAMAN e
BORKOSKI, 1993).

Paralelamente a hipertermia observaram-se efeitos cardio-respiratérios que
incluem taquicardia e hiperpnéia, normalmente 90 minutos apds a injegdo i.v. de LPS,
alteragdes estas que persistem por até 180-240 minutos (MOORE, 1988; CLARK e
MOORE, 1989; DURANDO et al., 1994; VALADAO et al., 1995; CARGILE et al.,
1995b). No entanto, ao contrario das citagées anteriores, foram observados aumentos
significantes nas frequéncias cardiaca e respiratoria, fato que embora tenha coincidido
com o inicio da elevagédo da temperatura retal relatada neste estudo, teve inicio mais
tardio, provavelmente devido & injecdo de endotoxina pela via intraperitoneal (PEIRO et
al., 1999).

A resposta a endotoxemia experimental varia consideravelmente entre os
individuos (LOCHNER, 1986), bastando observar que os animais de cada grupo
apresentaram sinais de endotoxemia em diferentes momentos a despeito dos diferentes
tratamentos. Baseado nestes fatos, a lidocaina parece nao ter apresentado nenhum
efeito benéfico sobre a resposta cardiovascular a endotoxina como demonstrado por
Taniguchi et al. (2000), que empregaram dose 40 vezes maior do que a utilizada neste
estudo, apesar dos relatos de Fletcher e Ramwell (1978) de que a lidocaina parece
aumentar a sensibilidade da musculatura lisa as catecolaminas circulantes, melhorando
a funcéo circulatoria em caes com choque endotoxico.

A congestdo das membranas mucosas observada a partir de 60 minutos da
injecdo de LPS, no grupo controle e posteriormente nos demais (120 MAI),

provavelmente resultou da vasodilatagdo mediada pelas prostaciclinas, quando os
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animais apresentavam as extremidades frias e as membranas mucosas congestas. Tais
alteragdes ocorrem subseqientemente a fase hiperdindmica da endotoxemia,
caracterizada pela vasoconstricdo mediada pela produc¢do de tromboxano (COLLATOS,
1995; NISHINA et al., 1995), observada aos 20 MAI para Gll e Glll. Citocinas, como IL-
1 e IL-6, podem ter sido induzidas e liberadas na fase inicial logo apds a administragao
da endotoxina, isto €, antes de se iniciar o tratamento com a lidocaina. Estas citocinas
podem ativar diversos tipos celulares, incluindo os neutréfilos e os macrofagos. A
lidocaina parece ser efetiva no controle da préxima fase relacionada as citocinas,
porque mesmo o pré-tratamento com este farmaco possui efeito parcial sobre a
atenuacao da secrecao de citocinas (NISHINA et al., 1995).

Nem a endotoxina nem a lidocaina tiveram qualquer efeito significante sobre a
pressao arterial média (PAM), resposta semelhante aquela encontrada por Fletcher e
Ramwell (1978), Lesnefsky et al. (1989) e Kiyonari et al. (2000), ao contrario de Fettman
et al. (1984a, 1984b) e Taniguchi et al. (1996) que relataram elevacdo na PAM em
animais tratados com lidocaina em relagdo ao controle endotoxémico, e sugeriram que
a administragcdo de lidocaina diminui a severidade da hipotensdo. A auséncia de
alteragcbes na PAM neste estudo parece indicar que o sistema cardiovascular dos
equinos nao é tao sensivel aos efeitos da lidocaina administrada sistemicamente como
em outras espécies, concordando com os achados de Meyer et al. (2001).

Os efeitos da endotoxemia na celularidade sanguinea geralmente s&o
acompanhados por leucopenia, devido a rapida marginagcao de neutréfilos (HENRY e
MOORE, 1990; DURANDO et al., 1994), coincidente com o aumento no numero de
hemacias circulantes devido contragdo esplénica com aumento nos valores do
hematécrito (WARD et al, 1987; MOORE, 1988; HENRY e MOORE, 1990).
Contrariamente aos dados apresentados por MOORE (1988), ndo se observou aumento
no numero de hemacias, nem nos valores médios do hematocrito e da hemoglobina,
embora se saiba que a hemoconcentragdo, na endotoxemia, ocorra secundariamente
ao aumento da atividade do sistema nervoso simpatico (COFFMAN, 1975; HENRY e
MOORE, 1990). Isto talvez possa ser explicado por uma resposta catecolaminérgica
mais atenuada diferentemente do observado quando o LPS é injetado por via

intravenosa.
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A diminuicdo do numero de leucdcitos seguida pelo aumento de neutrdfilos,
dentro dos limites normais, observada tardiamente poderia estar associada ao aumento
do numero de neutrofilos bastonetes a semelhangca dos relatos de Moore (1988) e
Henry e Moore (1990), devido ao fator estimulador de col6nias derivado de macréfagos
que aumentam a granulopoiese medular (MORRIS et al., 1990).

Por sua vez, a linfopenia anotada neste estudo durante 5 horas, a semelhanga
dos achados de Krumrych et al. (1997), talvez possa ser justificada pela liberagcdo de
corticosteréides enddgenos (LASSEN e SWARDSON, 1995; VALADAO et al., 1995;
PEIRO et al., 1999) ou ainda, pela presenca de prostaglandina E;, que atuaria
suprimindo a resposta imune e consequentemente a proliferacao de linfécitos conforme
descrito por Bottoms e Adams (1992) e Zinkl e Kabbur (1997). O numero de linfocitos
diminuiu durante 2 a 4 horas em relagdo ao valor inicial e permaneceu
aproximadamente 70% do valor inicial em todos os grupos, todavia esses valores foram
maiores do que aqueles relatados por Burrows (1979) utilizando as vias intravenosa e
intraperitoneal em péneis.

Neste estudo, o hematécrito ndo se alterou em nenhum dos trés grupos
conforme ja descrito por Cargile et al. (1995a). A reducgéo nas taxas de proteinas totais
plasmaticas observada neste estudo pode refletir uma perda destes elementos para o
peritdbnio devido a peritonite, sendo considerado um sinal desfavoravel (PARRY, 1987;
WHITE, 1990; MORRIS, 1991; VALADAO, AVILA Jr., CAMPOS FILHO, 1996; MENDES
et al., 1999), apesar desta diminuicdo estar dentro dos valores considerados normais
para a espécie (WILSON e GORDON, 1987). Reforca esta hipétese a coincidéncia
entre a reducdo plasmatica e o aumento da taxa de proteinas totais no liquido
peritoneal, caracterizando uma resposta inflamatéria aguda corroborando os achados
de Nelson (1979), Milne et al. (1990) e Garma-Avifa (1998). Schmidt et al. (1997)
demonstraram que a endotoxemia aumenta o extravasamento de albumina das vénulas
mesentéricas para o intersticio perivenular. Considerando-se o0s anestésicos locais
como inibidores potentes do extravasamento de plasma durante a peritonite (RIMBACK
et al., 1988), apds queimaduras (CASSUTO et al., 1990) ou na hipertensdo pulmonar
em coelhos endotoxémicos (MIKAWA et al., 1994) pode-se considerar que o pré-

tratamento com lidocaina parece ter atenuado o aumento da permeabilidade
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microvascular induzido pela endotoxina. O maior extravasamento de proteinas
plasmaticas para a cavidade abdominal observada neste estudo, pode ter ocorrido
devido a ativagdo do sistema complemento (BONE, 1992) e a liberagdo de histamina
(GREGA e ADAMSKI, 1991). A ativacdo do complemento é parcialmente induzida pelos
leucécitos aderidos (SCHMIDT et al., 1997) e a histamina induz o extravasamento de
proteinas independente da adesao de leucécitos (EDWARDS et al., 1992). A lidocaina
parece nao ter atenuado a ativagcdo do sistema complemento, nem a liberacdo de
histamina pelos mastocitos através de seus efeitos estabilizadores de membrana como
relatado por Schmidt et al. (1997) e por Nellgard et al. (1996).

Segundo Ricketts (1987) e Mendes et al. (1999) o aumento do numero de células
nucleadas peritoneais pode ser utilizado como indicativo de peritonite. Desta maneira, o
aumento do numero das células nucleadas peritoneais em todos os grupos a partir de
180 minutos poderia ser considerado como indicio de inflamacéo aguda peritoneal.
Assim, os polimorfonucleares encontrados compreenderam mais de 70% das células
presentes, o que caracterizou uma resposta inflamatoria aguda conforme os relatos de
Adams et al. (1980), Brownlow (1982) e Brownlow (1983). Ao contrario dos dados da
literatura (FLETCHER e RAMWELL, 1978; SMITH et al., 1978; MacGREGOR et al.,
1980; SINCLAIR et al., 1993; MATSUMORI et al., 1997; SCHMIDT et al., 1997), a
lidocaina n&o foi capaz de atenuar o extravasamento de leucdcitos para a cavidade
peritoneal, talvez pelo fato do LPS, quando administrado intraperitonealmente, ativar a
migragcdo de macrofagos para a cavidade abdominal, induzindo a participacéo de outros
fatores, além do quimiotaxico para neutréfilos derivado de macréfagos, no controle
deste processo. Desta maneira, a maior populacdo de neutréfilos peritoneais poderia
ser justificada pela quimiotaxia induzida pelo LPS “per se”, modulada pelos macrofagos
residentes, que inicialmente deflagariam a migracdo de neutréfilos (SOUZA e
FERREIRA, 1985; CUNHA et al., 1986; FACCIOLI et al., 1990; PEIRO et al., 1999).
Este aumento do numero de leucécitos poderia ter um efeito benéfico no tratamento da
endotoxemia, uma vez que a doenga se caracteriza por leucopenia (BASKETT et al.,
1997).

Dados recentes sugerem que o0s anestésicos locais amidicos possuem

propriedades antiinflamatérias com poucos efeitos colaterais nas concentracbes
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utilizadas na pratica clinica (SINCLAIR et al., 1993). Um mecanismo possivel para a
inibicdo da migracao e acumulo de leucdécitos pelos anestésicos locais poderia ser pela
reducdo da aderéncia dos leucécitos em superficies diferentes in vitro e in vivo.
Portanto, parte dos efeitos antiinflamatérios pelos anestésicos locais pode ser devido a
inibicdo da liberacdo de mediadores, como citocinas (como a IL-1) e leucoatraentes
(LTB4) de mondcitos e macrofagos.

A livre difusdo dos constituintes plasmaticos para o liquido peritoneal o
caracteriza como um dialisado do plasma, fato que estabelece uma alta correlacéo
entre as concentragdes plasmatica e peritoneal de diferentes substancias (PARRY e
BROWNLOW, 1992).

Foram registradas alteracbes nas taxas plasmatica e peritoneal de glicose,
comprovado-se uma maior concentracdo peritoneal deste elemento bioquimico
conforme ja havia sido descrito por Brownlow et al. (1981) e van Hoogmoed et al.
(1999). A discrepancia entre as concentragdes de glicose plasmatica e peritoneal pode
resultar do tempo insuficiente para que ocorra o equilibrio entre 0 sangue e o liquido
peritoneal e/ou da utilizacdo da glicose pelas células inflamatérias (DeHEER et al.,
2002). A diminuicao significante da glicose no liquido peritoneal talvez venha a ser
justificada pelo maior nimero de células inflamatérias em todos os grupos, que
provavelmente aumentariam o consumo da glicose disponivel que € necessaria para o
bom funcionamento das células fagocitarias (PARRY e BROWNLOW, 1992; van
HOOGMOED et al., 1999) ou também pela ndo ocorréncia de um quadro severo de
endotoxemia que talvez acarretasse maior consumo de glicose (WITTWER, 1988;
HENRY e MOORE, 1990; MacKAY, 1992; PEIRO et al., 1999). O aumento da glicose
plasmatica aos 360 MAI pode indicar o momento de equilibrio entre o plasma e o liquido
peritoneal ou de uma discreta hiperglicemia (PARRY e BROWNLOW, 1992) devido a
acao de horménios enddgenos como o glucagon, costicosterdides, catecolaminas e
uma variedade de mediadores secretados por macréfagos durante a endotoxemia
(LAVOIE et al., 1990), ou via acéo de estabilizagdo de membrana, pode ter melhorado a
perfusdo tecidual periférica e/ou metabolismo celular o suficiente para reduzir o
consumo de glicose aos 360 MAI, a semelhanca do que ocorre em suinos tratados com
lidocaina (FETTMAN et al., 1984a). Por outro lado, Webel et al. (1997) ndo encontraram
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alteragdes significantes nas taxas plasmaticas de glicose apés a injegao intraperitoneal
de LPS em suinos, na mesma dose utilizada neste estudo.

O aumento da atividade da fosfatase alcalina no liquido peritoneal € dependente
da desvitalizagdo das camadas da parede do intestino delgado. Embora a maioria dos
cavalos com colica apresentem lesao intestinal de moderada a severa, existe a
possibilidade de aumento na atividade desta enzima sem lesdes evidentes nesta porgao
intestinal. Considerando que os leucdcitos granuldcitos peritoneais possuem grandes
quantidades de fosfatase alcalina, os mesmos poderiam ser responsaveis pelo aumento
da atividade desta enzima no liquido peritoneal (FROSCHER e NAGODE, 1979;
FROSCHER e NAGODE, 1981; BEHRENS et al., 1990; STOCKHAM, 1995). Portanto,
o0 aumento da atividade da fosfatase alcalina aqui observado talvez possa ser explicado
pela maior destruicdo da populagdo de leucdcitos granulédcitos peritoneais mais
relacionada ao insulto endotoxémico do que por uma lesdo da parede intestinal,
corroborando os achados de Carlson (1996) e Peir6 et al. (1999).

De acordo com a classificacdo de Wittwer (1988), as variagdes da atividade da
fosfatase alcalina peritoneal pode caracterizar o grau de inflamagao severo em todos os
grupos, pois os valores da atividade média da fosfatase alcalina foram superiores aos
encontrados no liquido peritoneal de animais normais por Brownlow et al. (1981). Este
fato poderia estar relacionado a injegao intraperitoneal do LPS supondo-se uma
resposta maior a agressao celular ou ainda, uma maior destruicdo de granulécitos no
liquido peritoneal (FROSCHER e NAGODE, 1979; FROSCHER e NAGODE, 1981;
WITTWER, 1988; PEIRO et al., 1999).

As variagdes nas taxas da creatina quinase peritoneal, a semelhanga da
fosfatase alcalina, podem caracterizar o grau de inflamagdo na cavidade peritoneal
segundo Wittwer (1988). Pode-se classificar o grau de inflamagcdo em severo nos trés
grupos, uma vez que os valores da atividade média da creatina quinase foram
superiores aos encontrados no liquido peritoneal de animais normais por Brownlow et
al. (1981).

O liquido peritoneal normal contém uma quantidade muito pequena de
fibrinogénio (BROWNLOW et al. 1981; WILSON e GORDON, 1987; PARRY e
BROWNLOW, 1992), sendo a taxa deste elemento maior na presengca de lesbes
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inflamatoérias (COLLATOS et al.,, 1995). Desta maneira, a elevacdo da taxa do
fibrinogénio observada no grupo Ill talvez possa ter refletido a ocorréncia de
extravasamento vascular, inflamacéo ativa ou mesmo ambos, pois segundo Wilson e
Gordon (1987) e Mendes et al. (1999) estas alteracbes estariam relacionadas a taxas
de fibrinogénio superiores a 100 mg/dL. Apesar das taxas de fibrinogénio terem
aumentado em todos os grupos a partir dos 60 MAI, sendo valores muito superiores aos
relatados por Collatos et al. (1995), sugerindo uma inflamagéo ativa, observou-se no
grupo lll durante o mesmo periodo taxas até 60% menores, sugerindo talvez que a
lidocaina infundida 20 minutos apés o LPS tenha controlado esta inflamacao, fato
também encontrado em estudos de Fletcher e Ramwell (1978) talvez diminuindo a
atividade pré-coagulante dos macréfagos peritoneais (COLLATOS et al., 1995).

Apoés observarem o aumento da atividade do TNF-a no soro de cavalos até 4
horas apos a injecdo intravenosa de endotoxina, Morris et al. (1992) sugeriram uma
correlagdo positiva entre a atividade sérica do TNF e a ocorréncia de célica nos
equinos, especialmente na presencga de lesdes isquémicas ou inflamagdo da parede
intestinal. A resposta endotoxémica, avaliada através da atividade do TNF-a, observada
nos trés grupos apresentou comportamento semelhante ao descrito por Peir6 et al.
(1999), atingindo um pico por volta dos 120 minutos no liquido peritoneal.
Diferentemente, no soro destes animais, o aumento de atividade desta citocina ocorreu
aos 240 minutos. Webel et al. (1997) ndo observaram o aumento da concentragao
plasmatica do TNF utilizando a mesma dose de LPS e via de aplicacdo deste estudo.
Este efeito somente foi observado com uma dose 100 vezes superior a utilizada neste
estudo. A atividade sérica do TNF-a aumenta logo apds a exposi¢cao a endotoxina em
varias especies, incluindo equinos, seres humanos, ratos e primatas nao-humanos
(CANNON et al., 1990; MARTICH et al., 1991; MORRIS et al., 1991; van LEENEN et al.,
1993). A magnitude da atividade do TNF em equinos apds a administracdo de
endotoxina € extremamente variavel, mesmo dentro dos grupos de tratamento
(MORRIS et al., 1990). Esta variacdo foi semelhantemente observada nos animais
deste estudo. A lidocaina parece ter sido mais efetiva quando aplicada apds a injegao
de endotoxina, pois foi capaz de diminuir a atividade do TNF-a no liquido peritoneal, no

grupo lll.
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Os aumentos nos numeros de células nucleadas totais, de polimorfonucleares e
de mondcitos-macrofagos no liquido peritoneal apds a injegao i.p. de LPS podem ser
explicados pela producéo de citocinas (IL-1, TNF-a, IL-8) e eicosandides (leucotrienos),
visto que o LPS induz a liberagdo destes mediadores, os quais causam uma migragao
de neutréfilos dose e tempo-dependente em humanos (MING et al.,, 1987), ratos e
camundongos (FACCIOLI et al., 1990). Interessantemente, a migracdo de neutrdfilos
induzida pela administragdo de LPS, ou mesmo por IL-1, obedece uma curva dose-
resposta em forma de sino, ou seja, em altas doses estas substancias ndo promovem o
recrutamento de neutréfilos. A explicagdo para este fendbmeno é que devido a
lipossolubilidade do LPS ou mesmo das citocinas, quando administrados em doses
altas alcangam o sistema circulatério causando o bloqueio da migragdo de neutrdfilos
para o local inflamatdrio. Isto é verdadeiro, pois o LPS ou o TNF-a quando
administrados i.v. causam inibicdo da migracdo de leucdcitos para os sitios
inflamatorios induzida por varios estimulos, incluindo-se o préprio LPS (TAMASHIRO et
al., 1992; TAVARES-MURTA et al., 1996; CECILIO et al., 1997). O mecanismo sugerido
para a inibicdo da migragao é que o LPS ou as citocinas, quando presentes na corrente
circulatoria, estimulam o aumento da aderéncia dos neutréfilos ao endotélio vascular,
impedindo sua transmigracdo para o tecido extravascular. Este aumento da adesao
também explica a leucopenia observada durante a endotoxemia (ROCHA e FERREIRA,
1986; CECILIO et al., 1997). Neste estudo foi observada uma diminuigdo do nimero de
leucdcitos no grupo Il devido, possivelmente, a atividade do TNF-a ter sido detectada
na circulacido aos 240 MAI. Embora a resposta leucopénica em equinos expostos ao
LPS néo parecer ser totalmente mediada pelo TNF, esta citocina desempenha um papel
importante na manutencédo da resposta leucopénica em equinos e em outras espécies
(MORRIS et al., 1990; CARGILE et al., 1995a; BASKETT et al., 1997; PEIRO, 1997),
pois a quimiotaxia de fagdcitos da corrente circulatéria induzida pelo TNF contribui na
resisténcia contra agentes nocivos (MING et al., 1987).

Na resposta inflamatéria aguda, os macrofagos residentes agem como células de
alarme disparando varios mecanismos de defesa na tentativa de proteger o hospedeiro
contra os estimulos lesivos (FERREIRA, 1980). O LPS é um dos varios estimulos que

promovem a liberagdo de um fator quimitotatico para neutréfilos e de IL-1 pelos
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macrofagos. A intensidade da liberacao depende da concentragdo de LPS e, quando
injetado na cavidade abdominal de ratos, promove uma migracao de neutréfilos dose-
dependente sem efeito sobre a contagem total de mononucleares (CUNHA e
FERREIRA, 1986; WANG et al., 1998). Contrariamente, a migragdo maior ocorreu em
todos os grupos, independentemente dos tratamentos realizados neste estudo.

Joubert et al. (2001) demonstraram que os neutréfilos de equlinos expressam
RNAm para TNF-a, IL-1B e IL-6, que sao citocinas pré-inflamatdrias potentes, e para as
quimiocinas IL-8 e proteina inflamatéria de macréfago (MIP)-2, as quais tém sido
implicadas na imunomodulagédo da resposta de fase aguda (CASSATELA, 1999). Esta
expressao é tempo dependente e mesmo embora a produgéo de citocinas com base na
célula individual tenha sido demonstrada em outras espécies ser menor em neutrofilos
do que em células mononucleares, este fato pode ser compensado pela maior
predominancia de neutréfilos em muitas doencas inflamatérias de equinos. Esta
producdo de citocinas proé-inflamatérias pelos neutrofilos pode ter auxiliado no
recrutamento de mais neutrdfilos para o liquido peritoneal neste estudo.

Apesar do aumento no numero de células inflamatorias, os animais tratados com
lidocaina apés o “bolus” de LPS apresentaram uma menor atividade do TNF-a,
podendo-se supor que este tratamento seja efetivo no combate a endotoxemia, uma
vez que a lidocaina parece ter um efeito protetor no choque endotdéxico em humanos
(FLETCHER e RAMWELL, 1978). Além disso, uma combinagao de tratamentos que
nao abole completamente a producao de prostandides poderia ser util no tratamento da
endotoxemia (BASKETT et al., 1997). Devido ao tratamento de cavalos endotoxémicos
com lidocaina nao ter causado efeitos inibitérios sobre a migragdo de PMNs como
previamente relatado em estudos in vivo em outras espécies (FLETCHER e RAMWELL,
1978; SMITH et al.,, 1978; MacGREGOR et al.,, 1980; SINCLAIR et al., 1993;
MATSUMORI et al., 1997; SCHMIDT et al., 1997), é possivel que uma dose mais alta

de lidocaina seja necessaria para se obter este efeito em equinos.
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5 CONCLUSOES

Com base nos achados clinicos e laboratoriais deste estudo, pode-se concluir que:

5.1 A utilizacdo da lidocaina apds a administracdo do LPS foi mais efetiva para a
inibicdo da produgcdo do TNF-o, muito embora ndo tenha impedido o aumento do
numero de células inflamatdrias;

5.2 A lidocaina foi um farmaco seguro na dose empregada, ndo induzindo efeitos
colaterais semelhantes aos descritos na literatura;

5.3 A infusdo continua de lidocaina poderia auxiliar no tratamento de doencgas
inflamatorias da cavidade peritoneal, uma vez que as taxas de fibrinogénio estiveram
diminuidas nos animais que receberam um bolus do farmaco seguido de infuséo

continua 20 minutos apds a aplicacdo da endotoxina.
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