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AVALIACAO DO PERFIL SERICO DE CITOCINAS E DA TEMPERATURA
SUPERFICIAL CORPOREA DE OVINOS SUBMETIDOS A ENDOTOXEMIA
EXPERIMENTAL

RESUMO - O presente estudo teve como objetivo avaliar o perfil sérico de
citocinas e da temperatura da superficie corpérea de ovinos submetidos a
endotoxemia experimental. Foram empregados dez ovinos, com
aproximadamente quatro anos de idade do Setor de Grandes Animais da
Faculdade de Medicina Veterinaria de Aracatuba. Os animais foram
segregados aleatoriamente em dois grupos compostos por cinco animais cada:
grupo tratado inoculado com LPS (Escherichia coli 055: B5: Sigma, St. Louis,
MO) na dose de 400 ng/Kg; grupo controle inoculado com 2 mL de solucao
fisiolégica 0,9% de cloreto de sédio (NaCl). Foi realizado o exame fisico dos
animais, no momento de sua admissédo, bem como a coleta de sangue para o
perfil de citocinas (TNF-a, IL-183, IL-2 e IL-13), e as 2, 4, 6, 12, 24, 36, 48 e 60
horas, apGs a administragdo do LPS ou solucédo fisioldgica. As citocinas foram
mensuradas pelo teste de ELISA. A temperatura retal foi avaliada por um
termbémetro clinico de mercurio. A temperatura de superficie corpérea foi
avaliada por termometro infravermelho de mao e de ndo contato e por
termografia de imagem infravermelha nas regiées da fronte, dorso, axilar, face
externa e interna da coxa, e perineo. As concentracdes séricas de citocinas
nao sofreram alteracdes significativas. A temperatura retal atingiu o pico de
40,6°C em 4 horas apo6s a inoculacdo do LPS. A temperatura da superficie
corpOrea, mensurada pela termografia por imagem infravermelha, foi
inicialmente aumentada em 6 horas apos a inoculacdo do LPS, entretanto a
temperatura méaxima da pele foi registrada em 12 horas. Esta situacdo ocorreu
com a temperatura das regides da fronte, dorso, axilar, face externa e interna
da coxa dos ovinos. Este foi o primeiro trabalho relacionado ao perfil sérico de
citocinas de ovinos submetidos a endotoxemia. Conclui-se que a termografia
por imagem infravermelha pode ser utilizada para a andlise de temperatura da

pele dos ovinos, assim esta técnica deveria ser incorporada a rotina clinica dos
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meédicos veterinarios como ferramenta auxiliar de diagnéstico precoce da

endotoxemia.

Palavras-chave: ovinos, lipopolissacarideos, endotoxemia, perfil de citocinas,

termometria, termografia.



XiX

EVALUATION OF SERUM CYTOKINE PROFILE AND BODY
TEMPERATURE DURING EXPERIMENTAL ENDOTOXEMIA IN SHEEP

SUMMARY - The present study aimed to evaluate the serum cytokine profile
and the temperature of the body surface of sheep undergoing experimental
endotoxemia. Ten suffolk sheep with approximately four years of age were
used. The animals were randomly separated into two groups comprising five
animals each: one group was treated with LPS (Escherichia coli 055: B5:
Sigma, St. Louis, MO) at a dose of 400 ng/kg, the control group was inoculated
with 2 mL of 0.9% physiological solution of sodium chloride (NaCl). We
conducted a physical examination of animals at the time of his admission, and
blood collection for the profile of cytokines (TNF-a, IL-183, IL-2 and IL-13), and at
2, 4, 6, 12, 24, 36, 48 and 60 hours after administration of LPS or saline.
Cytokines were measured by ELISA. Rectal temperature was measured by a
clinical thermometer. The body surface temperature was measured by infrared
hand-held and non-contact thermometer and thermography and infrared
imaging were done in regions of the forehead, back, underarm, face external
and inner thigh, and perineum. Serum levels of cytokines did not change
significantly. Rectal temperature peaked at 40.6°C in 4 hours after the LPS
inoculation. The body surface temperature, measured by infrared thermography
was initially increased at 6 hours after the LPS inoculation, however, the
maximum skin temperature was recorded at 12 hours. This situation occurred
with the temperature regions of the forehead, back, underarm, face external and
internal thigh sheep. This study show for the first time the cytokine profile of
sheep submitted to endotoxemia. The results obtained in this study show for the
thermography infrared imaging can be used for the analysis of skin temperature
of the sheep, so this technique should be incorporated into routine clinical

veterinarians as auxiliary tool for early diagnosis of endotoxemia.

Keywords: sheep, lipopolysaccharide, endotoxemia, cytokine profile,

thermometry, thermography.
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I. INTRODUCAO

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

A ovinocultura é uma atividade agropecuaria em ascensdo em todo o
territdrio nacional, visto que o Brasil possuia 15,5 milhdes de cabecas ovinas
(VIANA, 2008) e atualmente possui aproximadamente 17,6 milhGes de cabecas
ovinas (IBGE, 2011). Os ovinos estdo concentrados em grande numero no
estado do Rio Grande do Sul e na regido nordeste. No entanto, a criagdo ovina
nos estados de Sao Paulo, Parand e na regido Centro-Oeste € crescente,
possuindo estas regides, grande potencial para a producao de carne ovina. No
estado de Sdo Paulo, a ovinocultura é uma atividade que vem despertando
enorme interesse constatando alternativa viavel ao agronegécio, principalmente
para pequenas propriedades (CARDOSO et al., 2011). Segundo o IBGE
(2011), o estado de Sao Paulo possui aproximadamente 452 mil ovinos dos
quais 7.100 animais se concentram na cidade de Aragatuba.

A infec¢do, geral ou localizada, € uma causa importante de morbidade e
mortalidade em animais pecuarios. Durante a sepse, a liberacdo de
endotoxinas bacterianas resulta em superativacdo do sistema imunolégico do
hospedeiro e liberacdo descontrolada de mediadores endogenos. Essa
resposta precipita a ocorréncia de uma cascata de alteracbes metabdlicas e
hemodinamicas, que frequentemente resultam em falha mdultipla dos 6rgéos
(VAALA & HOUSE, 2006). A endotoxemia € um problema substancial na
medicina veterinaria (STAUB et al, 2001) e a deteccdo precoce do tipo de
bactéria ou material infeccioso é importante para a sobrevida do paciente
(AURELL & WISTROM, 1998).

A endotoxina possui lipopolissacarideo (LPS) na sua composi¢do

quimica. Este € um dos principais componentes das bactérias Gram-negativas
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e seu maior fator de viruléncia. O LPS tem se mostrado potente estimulador da
resposta inflamatoria do sistema imune, bem como modulador de diversas
citocinas e horménios (HODGSON, 2006). Dessa forma, as bactérias Gram-
negativas sdo responsaveis pelos mecanismos que se desenvolvem na sepse
e no choque séptico.

Pouco se sabe sobre os mecanismos fisiopatologicos da endotoxemia
em ovinos e diante da gravidade desse disturbio sistémico, torna-se necesséria
a caracterizacdo mais especifica das alteracdes clinicas e laboratoriais da
endotoxemia nos ovinos, possibilitando o diagnostico e tratamento mais
precoce com prognostico menos reservado. A utilizacdo de métodos mais
especificos, como a analise do perfil de citocinas e o exame termografico,
tornam mais preciso o diagnéstico preciso e auxiliam a deteccdo e
monitoramento da progressdo e da gravidade de processos inflamatérios.
Desta forma, tenta-se interferir de maneira mais rapida e eficiente, contra essa
enfermidade. Evitam-se prejuizos econ6micos as criagbes ovinas, devido a
mao-de-obra adicional, gastos com medicamentos e suplementacao alimentar
e, principalmente, diminuicdo da producédo de la e carne. Permitindo que a
atividade continue se expandindo na regido de forma progressiva.

O fato dos ovinos em situacfes relacionadas a disturbios pulmonares
responderem fisiologicamente de forma similar aos humanos e demonstrarem a
mesma sensibilidade pulmonar ao LPS (FERNANDEZ-BUSTAMANTE et al.,
2012), permite que os estudos experimentais com esta espécie ndo fiquem
limitados apenas a avangos na veterinaria, mas também em medicina humana.

A escassez de estudos sistematicos relacionados ao diagnostico
precoce da endotoxemia em animais pecuarios por meio de exames
complementares mais eficazes e a importancia econbmica e sanitaria da
ovinocultura motivaram o presente estudo, que se propds a avaliar o perfil
sérico de citocinas (TNF-a, IL-1B, IL-2 e IL-13), da temperatura retal e da
temperatura da superficie corpérea de ovinos submetidos a endotoxemia
experimental pela infusédo intravenosa de 400 ng/Kg de LPS de Escherichia

coli.
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ll. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Estrutura e Antigenicidade do LPS

Um dos componentes celulares do folheto externo da membrana das
bactérias Gram-negativas é o LPS, também conhecido como endotoxina. Uma
Unica célula de Escherichia coli, contém aproximadamente 3,5 x 10° moléculas
de LPS (RIETSCHEL et al., 1994). Cada molécula de LPS possui trés dominios
estruturais: regiao “O”, constituida por polissacarideo polar, que se projeta em
direcdo ao ambiente aquoso do meio extracelular; regido “A”, de natureza
lipidica com caracteristicas hidrofébicas, imersa na membrana externa da
bactéria; e, por fim, a regido central, também constituida por
glicopolissacarideos (RAETZ, 1993; AURELL & WISTROM, 1998).

A regido “O” é altamente variavel e contém antigenos especificos para
cada cepa bacteriana, embora seja de baixa viruléncia (OSLON et al., 1995). A
extensdo do antigeno “O” é bastante diversificada, decorrente das diferentes
caracteristicas morfolégicas das bactérias, por exemplo, colbnias lisas
apresentam antigenos “O” mais extensos que col6nias rugosas (RAETZ, 1993).

A regido central glicolipidica é relativamente constante entre as
bactérias. Ela pode ser subdividida em um nucleo externo constituido por
acucares comuns e um interno formado por duas ou mais unidades do acucar
acido 2-ceto-3-deoxioctbnico, cuja abreviatura em lingua inglesa é KDO (VAN
AMERSFOORT et al., 2003). Esta regidao é mediadora de grande parte dos
efeitos toxicos das endotoxinas (ROBERT, 2006).

A regiao “A” lipidica € o componente do LPS com variagao minima entre
as bactérias Gram-negativas (OSLON et al., 1995; ERRIDGE et al., 2002).
Estudos demonstram que o lipidio “A” € o responsavel pela indu¢ao dos efeitos
fisiopatologicos do LPS (KOYAMA, 1999; HODGSON, 2006). Quando ele é
exposto as células imunes, desencadeia a produgdo de citocinas e outros
mediadores, como prostaglandinas, leucotrienos, perdoxido de hidrogénio e
oxido nitrico (KOYAMA, 1999; VAN AMERSFOORT et al, 2003).
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2.2. Interacdo do LPS com Componentes do Sistema Imune

Segundo Robert (2006), embora a endotoxina seja onipresente no
ambiente, isoladamente ou como componente das bactérias Gram-negativas,
normalmente a porta de entrada da mesma no organismo animal ocorre
através da mucosa intestinal, caso esta estrutura esteja danificada ou infectada
por bactérias. Nesta situacdo, a endotoxina poderd chegar a circulacdo
sanguinea em concentracdes suficientes para causar os sinais clinicos da
enfermidade.

No organismo o0 LPS se associa as proteinas de ligacdo de LPS (LPS
Binding Protein - LBP) (VIRIYAKOSOL & KIRKLAND, 1995) e a proteinas do
sistema de complemento, em especial ao fator 3 (C3) (JOINER et al., 1984),
presentes na corrente sanguinea. Anticorpos circulantes também se ligam ao
LPS. Anticorpos naturais, especialmente da classe M sdo descritos como 0s
principais responsaveis pela sua neutralizacdo (PLOEGART, 2011).

Apés a formacdo do complexo endotoxina-LBP ocorre a ligacdo ao
receptor protéico CD14. O CD14 existe tanto na forma solavel como
constituinte de membrana de mondcitos e macrofagos (ANTAL-SZALMAS et
al., 1997). Evidéncias experimentais apontam os macréfagos pulmonares e as
células de Kupffer (LIU et al., 1998) como os principais alvos desta ligacéo.
Tanto o CD14 solavel no plasma, quanto o ligado a membrana de células da
linhagem histiocitica funcionam como receptores de LPS (BREKKE et al.,
2008).

2.3. Acdo do LPS sobre o Sistema Imune Inato

Apos a ligagdo do LPS com o CD14 na membrana de macréfagos ocorre
a associagao deste complexo com receptores Toll Like do tipo 4 (TLR-4), por
intermédio da ligagcdo com a proteina adaptadora extracelular fator mieléide de
diferenciacdo 2 (MD2) (KIM et al., 2007). Assim, a ligacdo do LPS induz a

formacdo de um receptor multimérico na forma de letra M, composto por duas
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copias do complexo TLR4-MD-2-LPS, arranjados simetricamente (PARK et al.,
2009).

O LPS interage com um grande bolso hidrofébico da proteina MD-2 e se
conecta diretamente a dois componentes do multimero. Cinco das seis cadeias
lipidicas de LPS sao enterradas profundamente no bolso hidrofébico da
proteina MD-2, enquanto a cadeia remanescente fica exposta a superficie da
mesma proteina, formando uma interacdo hidrofébica com as fenilalaninas
conservadas do TLR4 (KIM et al., 2007; OHTO et al., 2007). Desta forma, a
proteina MD-2 sofre alteracdo estrutural na fragdo F126, para suportar a
interface hidrofobica do nucleo e as interacfes hidrofilicas do TLR4 (PARK et
al., 2009).

A comparacédo entre as estruturas de antagonistas tetra-acilados ligadas
a MD-2 indicam que duas outras cadeias lipidicas do LPS tém a capacidade de
deslocar a glicosamina fosforilada (KOBAYASHI et al., 2006; KIM et al., 2007).
Esta mudanca estrutural permite que os grupos de fosfato de LPS possam
contribuir com a dimerizacédo do receptor pela formacéo de interacbes ionicas
com um conjunto de residuos carregados positivamente em TLR4 e MD-2
(PARK et al., 2009).

Na sequéncia desses eventos, ocorre a ativacdo da via de sinalizagéo
intracelular, que desencadeara a resposta inflamatéria sistémica. O primeiro
passo desta via de sinalizacao se inicia com a clivagem da proteina adaptadora
citoplasmatica, conhecida por fator de diferenciacdo mieléide 88 (MyD88),
através da interagdo de duas regides citoplasmética de moléculas de TLR4
(KAGAN & MEDZHITOV et al., 2006). Estas interacdes resultam na formacao
de ligagbes homotipicas entre os dominios ricos em tirosina das moléculas de
TLR4 (GRAY et al., 2006).

A proteina adaptadora citoplasméatica, MyD88, interage com uma cinase-
4 associada a receptor de Interleucina-1 (IRAK-4) (JANSSENS & BEYAERT,
2003), em seguida as proteinas IRAK-4 se ligam a outra cinase da mesma
familia, IRAK-1, que é fosforilada e ativada. Apds este evento a IRAK-1 se

desacopla do complexo protéico e se associa com a proteina fator 6 associado
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a TNF (TRAF-6), ativando-a (MANSELL et al., 2004). Este processo resultara
na ativacao do fator nuclear kappa beta (NF-kB) (KAWAI & AKIRA, 2007).

Em células em repouso, dimeros de NF-kB estdo presentes em estado
inativo, isto ocorre porque nesta condicdo os mesmos estéo ligados a proteinas
inibidoras denominadas de IkBs (KARIN & BEN-NERIAH et al., 2000). A
ativacdo de NF-kB é iniciada pela degradagdo das proteinas inibidoras,
realizada por um complexo enzimatico chamado de IkB cinase (Inibitor Kappa
Beta Kinase - IKK) (ZANDI et al., 1997).

A ativacdo do NF-kB leva a expressao de diversos genes associados a
resposta inflamatéria do hospedeiro. O resultado final da ativacdo desta
cascata € a liberacdo de citocinas proé-inflamatérias, como fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a) e interleucina 1 (IL-1), pelas células de Kupffer WERLING
& JUNGI, 2003). Essas citocinas ativam o eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal,
desencadeando a liberacdo de outros mediadores quimicos envolvidos na
inflamacé&o (YOU, 2008).

2.4. Producédo de Citocinas a partir da Acdo do LPS sobre o Sistema

Imune Inato

As citocinas sdo hormonios protéicos secretados pelas células da
imunidade inata e adaptativa que regulam muitas das atividades destas células.
Elas também sao consideradas mediadores inflamatérios (NAOUM, 2009).
Seus efeitos podem ser locais ou sistémicos e incluem inducéo de proliferacéo
celular, quimiotaxia, apoptose e diferenciacao celular (MATSUDA & HATTORI,
2006). O grupo de citocinas se subdivide em interleucinas e interferons
(NAOUM, 2009).

Apoés a acao do LPS sobre os macréfagos do figado, a primeira citocina
identificada no plasma sanguineo € o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a)
(JACOBI, 2002). A producao desta citocina se inicia em torno de 30 minutos
com o pico em 1 hora no modelo experimental humano. Enquanto ocorre o pico

de TNF-a no sangue, inicia-se a deteccdo da interleucina-1 beta (IL-1B) que
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atinge o pico em 2 horas (GLUCK & OPAL, 2004). Efeitos sistémicos da acao
dessas citocinas ja podem ser percebidos, especialmente os fenémenos
vasculares, como diapedese e ativacdo da cascata de coagulacéo
(VESTWEBER et al., 2007).

Apé6s 2 horas do estimulo por LPS, macréfagos hepaticos humano
iniciam a producao de interleucina-12 (IL-12) cujo pico ocorrerd em torno de 3
horas (ROGGE et al., 1997). Como resultado da atividade bioldgica da IL-12
tem-se a producéo de interferon gama (IFN-y) a partir de células natural killer
(NK) e células T (DOFFINGER et al., 2002). Esta producgédo de IFN-y, ativa os
macrofagos a destruirem os microrganismos fagocitados, o que levarad a
consequéncias mais tardias da resposta imune inata (TRINCHIERI, 1998).

A IL-12 e o IFN-y também estimulam a resposta de imunidade adaptativa
subsequente e a direcionam para as células Thl, as quais sdo as mediadoras
da imunidade celular e a resposta mais efetiva para destruir bactérias
intracelulares e o LPS das bactérias gram-negativas (DOFFINGER et al.,
2002).

O TNF-a tem sido considerado como a principal citocina produzida a
partir da acdo do LPS sobre o organismo. Este evento ocupa uma posi¢ao
central na cascata fisiopatolégica da endotoxemia juntamente com a produc¢ao
e secrecgdo das interleucinas IL-1B3, IL-6, IL-12 e Interferon gama (IFN-y) em
resposta ao LPS (ROSSOL et al., 2011).

2.5. Fator de Necrose Tumoral Alfa (TNF-a)

O TNF-a é uma citocina de acao inflamatdria, que se apresenta de duas
formas distintas: a primeira esta ligada a membrana de 26 kDa; enquanto a
segunda é soluvel. Esta ultima forma possui peso molecular de 17 kDa e €&
derivada da primeira, a partir de um processo de clivagem promovido pela acao

da enzima metaloproteinase conversora de TNF-a (BRADDLEY, 2008).
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A principal fonte celular de TNF-a sdo os mondcitos e macrofagos
ativados, embora células T estimuladas por antigenos, células NK e mastdcitos
também possam secretar essa proteina (AGGARWAL, 2003).

O TNF-a esta envolvido em diversos processos celulares, incluindo a
producdo de outras citocinas, sintese de proteinas de fase aguda, inducédo de
expressao de moléculas de adesao, proliferacéo celular, diferenciacdo e morte
celular (LIU, 2005), contribuindo assim para a ocorréncia de processos
fisiopatologicos como o choque séptico.

O TNF-a apresenta importante papel no desencadeamento dos
fendmenos inflamatorios ligados a hipertermia (DINARELLO et al., 1996). Esta
citocina tem propriedade biologica de atuar sobre as mesmas células que a
secretam, fagécitos mononucleares, a fim de estimular a producdo de IL-1.
Estas duas citocinas também atuam de forma conjunta na sintese de proteinas
de fase aguda no figado (GRUYS et al., 2005).

O TNF-a provoca protedlise periférica através do catabolismo muscular,
0 que favorece a captacdo de aminoacidos pelo figado. Esta citocina também
causa hiperglicemia induzida pelo glucagon (GRUYS et al., 2005). A IL-1B,
mediada por glicocorticoides, ativa o sistema pituitario-adrenal favorecendo o
fluxo de aminoacido ao organismo (PETERSEN et al, 2004). Como
consequéncia ocorre a sintese de proteinas de fase aguda positiva, por
exemplo, fibrinogénio e proteina amildide A do soro.

As células de Kupffer passam a desempenhar papel intermediario, visto
gue também possuem a capacidade de secretar IL-6. Esta citocina deprime o
sistema fagocitico mononuclear e causa diminuicdo da producdo de TNF-a e
IL-18, e assim permite a liberagcdo das proteinas de fase aguda pelos
hepatocitos (PALTRINIERI, 2007).

A producdo de TNF-a induzida por LPS pode ser aumentada e
estabilizada pelos mondcitos a partir da producdo de IFN-y, e assim bloqueia
ativamente a acdo da IL-10, uma citocina endogena e com propriedades
antiinflamatérias (DONNELLY et al., 1995).
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2.6. Interleucina-1 Beta (IL-1B)

A IL-1 se apresenta na forma de uma proteina precursora associada a
membrana de fagdcitos mononucleares e peso molecular de aproximadamente
31 KDa. Esta citocina sofre processo de clivagem pela protease cisteina
caspase-1 que resultard na forma solivel e plasmatica da IL-1, reconhecida
como IL-1B8, com um potencial de acdo inflamatério e peso molecular de 17
KDa (MARTINON et al., 2002).

A IL-1B8 tem a principal funcdo semelhante ao TNF-a, com acao
mediadora da resposta inflamatéria do hospedeiro a infec¢bes, tanto na
imunidade natural quanto na inflamacdo (OSLON et al., 1995). Os efeitos
biolégicos semelhantes ocorrem devido aos receptores para ambas citocinas
sinalizarem para proteinas homodlogas e ativarem os mesmos fatores de
transcricdo (VAN DER POLL et al., 1997). Entretanto também ha diferencas
entre TNF-a e IL-1B, visto que a IL-1B ndo induz a morte apoptética das
células, e mesmo em concentracfes plasmaticas elevadas ndo causa as
alteracdes fisiopatoldgicas do choque séptico (HOFMANN et al., 2002).

A IL-1B é secretada por fagdcitos mononucleares, principalmente
mondcitos e macréfagos, induzidos por LPS ou mediada pela acdo de outra
citocina, como o TNF-a. Entretanto, a IL-1B também pode ser produzida por
células endoteliais vasculares (DINARELLO, 1996).

A IL-1B estimula as células T a secretarem IL-2, aumenta as atividades
quimiotaticas e fagocitarias de mondocitos e macréfagos, promove a regulagao
da leucopoiese a partir de neutrofilos da medula 0ssea, induz a produgéo de IL-
6, 0 que auxiliara o processo de trombocitose e, novamente, assim como na
acdo do TNF-a levara a secrec¢éo de proteinas de fase aguda pelos hepatécitos
(NAOUM, 2009).

Contudo, a atividade biolégica mais importante desempenhada pela IL-
18 é a atuagdo como pirdgeno enddgeno para causar febre, por meio de sua
ligacdo a receptores celulares da rede vascular do hipotdlamo, e assim

estimular a sintese da prostaglandina (DINARELLO, 2004). Para a ocorréncia
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desse efeito enddcrino torna-se necessario a elevada concentracéo de IL-1B na
corrente sanguinea.

A resposta de mondcitos a IL-18 também esta sujeito a regulacdo em
etapas posteriores da resposta imune. Na resposta imune adaptativa sob
estimulacao da IL-1pB, seréo produzidas IL-4 e IL-13, citocinas estimuladoras de
células Th2, as quais diminuirdo a atividade dos mondcitos. Este mecanismo
de controle é amplificado através da acdo destas citocinas, aumentando a
expressao dos receptores de IL-1 (IL-1R1). Em contrapartida, IFN-y, que é uma
citocina estimuladora de célula Th1l, inibird a expressao dos receptores de IL-1
(IL-1R1), reduzindo a acdo de IL-1B (DICKENSHEETS & DONNELLY, 1997).

2.7. Interleucina-2 (IL-2)

A IL-2 ¢é sintetizada principalmente por células T ativadas,
especificamente do tipo CD4+, sendo produzida em menor quantidade por
células B e mondcitos. Esta citocina atua sobre as mesmas células que a
produzem, isto é, funciona como um fator de crescimento autocrino, e também
possui uma acao paracrina (NAOUM, 2009).

A IL-2 é responsavel pelo periodo de transicdo entre a imunidade inata e
a imunidade adaptativa. Assim, a IL-2 caracteriza-se como o principal fator
estimulador de células T, pois induz expansao clonal deste tipo celular e ainda
estimula a proliferacdo e ativacdo de células natural killer (NK) (MA et al.,
2006). Esta citocina estimula as células B na sintese de anticorpos (NAOUM,
2009).

2.8. Interleucina-13 (IL-13)

A IL-13 é secretada pelas células T auxiliares, principalmente do tipo 2
(Th2) e CD8+. Esta citocina pode ser considerada um dos marcadores da

imunidade adaptativa em suas etapas mais tardias (NAOUM, 2009).
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A IL-13 estimula a liberacdo de quimiocina, por exemplo, eotaxina, cuja
funcdo é o recrutamento de eosindfilos para agdes imunoldgicas. Esta citocina
inibe a atividade quimiotatica e fagocitaria de macrofagos, o que reduz a
expressdo de citocinas proé-inflamatérias, como TNF-a, IL-18 e IL-6 (VAN
DYKEN & LOCKSLEY, 2013).

A IL-13 também induz a diferenciagdo de mondcitos e de células B, o
que permite as trocas de isétipos de imunoglobulina, e assim aumenta o0s
niveis de IgM e 1gG (WILLS-KARP, 2004).

2.9. Efeito da Via de Administracdo e da Dose do LPS sobre a Cinética do
TNF-a e IL-1B

O estudo dos efeitos do LPS in vivo € realizado a partir da sua
administracdo por via intravenosa, principalmente através da canulacado da veia
jugular externa. Esse procedimento pode ser executado por duas
metodologias: infusdo continua lenta por aproximadamente 30 minutos ou
infusdo imediata rapida, denominada in bolus.

A administracdo intravenosa de LPS por infusdo continua lenta tende a
simular o que ocorre durante o quadro de infec¢do natural por bactérias gram-
negativas, visto que a liberacdo do LPS ocorre de forma lenta e gradativa na
circulacdo sanguinea. Na fase inicial pode se verificar a diminuicdo do débito
cardiaco associada a reducdo da resisténcia vascular sistémica (TRABER et
al., 1989).

Em contrapartida, a administragdo intravenosa de LPS in bolus causa o
aumento imediato da resposta inflamatoéria sistémica que poderia desencadear
quadro clinico superagudo dos sinais clinicos referente ao processo infeccioso.
Esses efeitos sdo evidenciados por depressdo do miocéardio causado pela
reducdo do débito cardiaco e pelo aumento da hipertensdo pulmonar que
culminam com elevacédo da resisténcia vascular sistémica. Outro fator relevante

€ a ocorréncia de um quadro de neutropenia severa (TRABER et al., 1989).
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A dose de LPS, utilizada para inducao de endotoxemia experimental em
modelos animais, varia de acordo com a espécie. Em animais de laboratorio, a
dose para ratos pode oscilar entre 5 uyg/lKg e 1 mg/Kg enquanto que para
coelhos, a dose é de 60 pg/Kg (GIVALOIS et al., 1994). Em suinos, a dose esta
em torno de 100 pg/Kg (WRIGHT et al., 2000).

Para ruminantes, a dose pode estender-se entre 2 ng/Kg e 10 ug/Kg,
entretanto para ovinos a dose limite é 3 pg/Kg (KABAROFF et al., 2006). Estes
animais sao extremamente sensiveis a endotoxina uma vez que dosagens
relativamente baixas de LPS tém a capacidade de induzir efeitos sobre o
sistema cardiovascular, em particular a circulacdo pulmonar (OSLON et al.,
1995).

A concentracdo sérica de TNF-a atinge o pico em aproximadamente 1 a
2 horas em diversas espécies de mamiferos com quadro clinico de
endotoxemia apOs a inoculacdo experimental ou a exposicdo natural ao LPS
(VAN AMERSFOORT et al., 2003; HODGSON, 2006). A concentracdo sérica
méaxima de IL-1B ocorre 90 minutos apds o pico de TNF-a, ou seja, em torno de
3 a 4 horas (OSLON et al., 1995).

A administragdo de LPS por via intravenosa in bolus na dose de 0,5
mg/Kg em camundongos demonstra um pico da concentracdo sérica
plasmatica de TNF-a em torno de 2000 ng/mL, em 1 hora apés a inoculacdo do
LPS (SU et al., 2010).

Em ovinos adultos que apresentavam fistulas linfaticas pulmonares
cronicas, a administracdo de LPS por via intravenosa in bolus na dose de 1
Mg/Kg resulta na concentracdo plasmatica maxima de TNF-a em 0,6 ng/mL,
entre 1 e 2 horas apoés a inoculacdo do LPS (STAUB et al., 2001).

A administracdo de LPS por infusdo continua por 30 minutos pela via
intravenosa na dose de 1 pug/Kg (FENG et al., 2009) e 2 pg/Kg (FENG et al.,
2010) em ovinos neonatos demonstra respectivamente um pico de TNF-a, 78
ng/mL e 75 ng/mL, apos 1 hora de inoculagéo do LPS.

A administracdo de LPS por infusdo continua por 30 minutos pela via

intravenosa na dose de 10 pg/Kg em ovinos adultos com intuito de verificar a
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inflamacé&o pulmonar regional apresenta o pico de IL-1B na concentragéo
plasmatica em torno de 700 ng/mL (FERNANDEZ-BUSTAMANTE et al., 2012).

Quando bezerros de aproximadamente 20 dias de idade s&o submetidos
a administracado de LPS por via intravenosa in bolus na dose de 0,1 ug/Kg, o
pico de TNF-a, 240 Ul/mL, ocorre em torno de 2 horas apds a inoculagao
seguida de seu retorno ao nivel basal em 4 horas (BIENIEK et al., 1998).

A administracdo de LPS por via intravenosa in bolus na dose de 2,5
pHg/Kg em garrotes (CARROLL et al., 2009) e novilhas (CARROLL et al., 2011)
da raca Angus demonstrou um pico de TNF-a, respectivamente de 7500 pg/mL
e 8000 pg/mL, em 1,5 horas apos a inoculacéo. A IL-13 atinge a concentracao
maxima plasmatica de 50 pg/mL para garrotes e 45 pg/mL para novilhas, apos
3 horas de inoculagdo do LPS. Entretanto, quando a avaliacao € realizada para
novilhas da raca Romosinuano, a concentracdo sérica de TNF-a atinge 7000
pg/mL, em 2 horas apds a inoculacéo, e a IL-1B se eleva a 90 pg/mL apds 3
horas de inoculagcéo do LPS (CARROLL et al., 2011).

Em vacas adultas lactantes da raca Holandesa, a administracao de LPS
por via intravenosa in bolus na dose de 2,5 pg/Kg resultou na concentracao
sérica de TNF-a e IL-1B, 558 U/mL e 91 U/mL respectivamente, em 2 horas
apos a inoculacéo do LPS (OHTSUKA et al., 1997).

Contudo, a administracdo de LPS na dose de 1 pg/mL em células de
Kupffer bovinas in vitro induz a secrecdo de TNF-a e IL-13, que aumentam
gradativamente a concentracdo a partir de 3 horas apds a inoculacédo de LPS,
atingindo respectivamente 90 pg/mL e 360 pg/mL. O pico de TNF-a ocorre em
12 horas com concentracdo de 250 pg/mL, enquanto a concentracdo maxima
de IL-1B é atingida em 24 horas por 680 pg/mL (YOSHIOKA et al., 1998).

Em polimorfonucleares de vacas lactantes da raga Holandesa
submetidos a inoculagéo de LPS nas doses de 1, 10 e 100 pg/mL, in vitro, ha
aumento da sintese de TNF-a que atinge o pico de 1 pg/mL, 1 pug/mL, 1,2
pg/mL, respectivamente. Entretanto, a concentracdo de IL-1 alcanga o pico de
600 pg/mL, 640 pg/mL e 700 pg/mL para as mesmas doses de LPS (SOHN et
al., 2007).
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2.10. Modificacdo da Temperatura Corporal em Resposta ao LPS

O LPS liberado durante quadro de infeccado, localizada ou sistémica,
invade a circulagdo sanguinea pela via venosa, principalmente por veias
pulmonares, hepaticas e intestinais, chega ao coracdo, e posteriormente,
através da artéria carétida atinge o 6rgdo circunventricular (OVLT). Esta
estrutura anatdmica, localizada na regido anterior do hipotalamo, possui a
funcé@o de manutencgéo da termorregulagéo (BLATTEIS, 1992).

Desta forma, existem dois mecanismos de acdo do LPS que resultam no
aumento da temperatura corporal. O primeiro € uma acdo direta dessa
substancia sobre a regido do cértex denominada OVLT. Isto acontece gracas a
presenca de receptores do tipo TLR-4 no endotélio fenestrado do OVLT que
sao alvos de ligacdo do LPS (MATSUMURA & KOBAYASHI, 2004).

O segundo ocorre a partir da acdo de citocinas, cuja secrecao também
foi estimulada pelo LPS, em macréfagos pulmonares e células de Kupffer.
Estas citocinas pirogénicas, especialmente TNF-a, IL-1B8, e IL6, também
possuem receptores na regiao OVLT (SCHILTZ & SAWCHENKO, 2003).

Os dois mecanismos levardo a ativacao da enzima ciclooxigenase tipo 2
(COX-2) (SCHILTZ & SAWCHENKO, 2002), cuja atividade sobre os lipideos de
membrana resultardo na sintese de prostaglandina E; (PGE;) (IVANOV &
ROMANOVSKY, 2004), que atuara no receptor 3 de PGE, (EPR-3) do OVLT
do hipotalamo (LAZARUS, 2006). A sintese desta prostaglandina leva a
producdo de um segundo mensageiro, denominado adenosina monofosfato
ciclico (AMPc) (ELMQUIST et al., 1996).

O AMPc, em concentragéo intracelular elevada, atuard nos neurbnios
efetores periféricos termossensiveis contribuindo para o processo de
despolarizacdo celular. Este evento tem a finalidade de ativar os mecanismos
fisioloégicos para a conservacdo do calor, por exemplo, a vasoconstricdo da
circulacdo periférica e o consequente aumento da temperatura do centro
termorregulador hipotalamico (BOULANT, 1998).
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Em ruminantes, principalmente bovinos e ovinos, o aumento da
temperatura retal poderia ser considerado febre a partir de 39,7°C e 40,5°C,
respectivamente (JONES et al., 1989).

A administracdo de LPS por via intravenosa in bolus em ovinos adultos
nas doses de 1 ug/Kg (STAUB et al., 2001), 200 ng/Kg (BRIARD, 2009) e 400
ng/Kg (BRIARD, 1999; GERARDI, 2012) eleva a temperatura retal,
respectivamente em 42°C entre 3 e 4 horas, 41°C em 6 horas, 43°C em 6 horas
e 40,6°C em 4 horas apoés a inoculacdo do LPS.

Quando ovinos neonatos sdo empregados como modelo experimental
para a administracdo de LPS por infusdo continua durante 30 minutos pela via
intravenosa na dose de 2 ug/Kg, a temperatura retal atinge pico de 41°C apos 2
horas de inoculacdo do LPS (FENG et al., 2010).

Quando garrotes da raca Angus sao utilizados como modelo
experimental para administragdo de LPS por via intravenosa in bolus na dose
de 2,5 pg/Kg, ocorre uma elevagdo da temperatura retal até o pico de 40°C
apos 4,5 horas e retorno da mesma ao nivel basal em 8 horas apods a
inoculacédo do LPS (CARROLL et al., 2009). Entretanto, novilhas da raca Angus
e da raca Romosinuano submetidas ao mesmo desafio apresentam aumento
da temperatura retal de 39,8°C e 40,5°C, respectivamente, apos 4 horas de
inoculacéo do LPS (CARROLL et al., 2011).

Em bezerros, com idade de aproximadamente 20 dias, a temperatura
retal eleva-se até 40°C entre 2 e 5 horas ap6s a administracao de LPS por via
intravenosa in bolus na dose de 0,1 ug/Kg (BIENIEK et al., 1998).

2.11. Avaliacdo da Temperatura Corporal por meio de Termometria

Infravermelha

A mensuracao da temperatura corporea dos animais com quadro clinico
de febre é usualmente realizada com termémetro clinico de mercurio ou digital
por via retal. Entretanto, alguns paises europeus estdo restringindo o uso do

termbémetro clinico de mercurio, visto que este metal pode causar intoxicacéo
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aos animais e seres humanos, e contaminacdo ambiental (CHIAPPINI et al.,
2009).

A termometria por infravermelho tem sido empregada como meétodo
alternativo de afericdo da temperatura corpérea de humanos. Esta mensuracéo
pode ser realizada na regido da orelha, especificamente pela membrana
timpanica do ducto auricular (CRAIG et al., 2002). Entretanto, ha variacao
significativa entre as temperaturas retal e da orelha em aproximadamente
0,7°C (HAY et al., 2004; BASAK et al., 2013).

A utilizacdo do termdmetro infravermelho em humanos na regido frontal
da cabeca apresenta resultados similares ao termdémetro clinico de mercurio na
regido axilar, pois os dois métodos apresentam sensibilidade e especificidade
respectivamente de 88,7% e 89,9% (CHIAPPINI et al., 2011). Entretanto, a
sensibilidade e a especificidade podem atingir 99% em humanos de faixa etaria
entre 0 e 48 meses quando as temperaturas corpéreas sdo comparadas por
meio do termémetro clinico de mercurio pela via retal e do termdémetro
infravermelho na regi&o frontal da cabec¢a (TERAN et al., 2012).

Os termdmetros infravermelhos de n&o contato também tém sido
utilizados em macacos, das espécies Aotus sp e Macaca fascicularis, para
avaliar a temperatura corpérea das respectivas regides: axilar, umbilical e
inguinal (SHELTON et al., 2006); fronte, axilar, ombro e abdominal (SIKOSKI et
al., 2007). Entretanto, os resultados sdo considerados desfavoraveis quando
comparados a afericdo pela utilizacdo do termdmetro clinico de mercurio pela
via retal.

Em animais de producgdo, a termometria por infravermelho tem sido
aplicada em caprinos da regidao nordeste do Brasil, principalmente no clima
semiarido, com intuito de avaliar a sua adaptabilidade para a producédo de
carne e de leite por meio de respostas fisioldgicas. Destas, pode-se destacar a
temperatura superficial corpérea que vem sendo utilizada para determinar os
gradientes térmicos entre temperatura interna do animal e do pelame, assim
como a temperatura do pelame e do ambiente (SOUZA et al., 2008).

Em bovinos da raca Angus, a administragéo de LPS por via intravenosa
in bolus na dose de 2,5 pg/Kg néo apresentou alteracdes significativas da
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temperatura da superficie corporea da paleta e da coxa mensurada pelo
termémetro infravermelho, visto que permaneceram entre 28°C e 30°C durante
0s momentos de avaliacdo. Entretanto, a temperatura da superficie corpérea
da orelha apresentou diminuicdo de 30°C para 22°C em aproximadamente 1,5
horas apds a inoculacéo do LPS (CARROLL et al., 2009).

A termometria por infravermelho tem sido utilizada com sucesso em
ovinos apds tosquia com objetivo de avaliar a temperatura da superficie
corpérea nas regides da axila, face interna da coxa e perineo. Contudo, as
regides da fronte, dorso e face externa da coxa ndo apresentaram resultados
significativos (MENDES et al., 2013).

Os termOmetros infravermelhos de méao e de n&o contato tém sido
utilizados rotineiramente em animais para aferir a temperatura da superficie
corpoOrea. Esta técnica pode ser realizada a distancia e sem a necessidade de
conter o animal. Assim, reduz-se o estresse da introducdo repetida do
termdmetro clinico de mercurio pela via retal e permite 0 maior nimero de

avaliacOes, de maneira rapida, segura e confiavel (LALONI et al., 2002).

2.12. Avaliacdo da Temperatura Corporal por meio de Termografia por

Imagem Infravermelha

A termografia por imagem infravermelha € uma técnica diagndstica
moderna e nao invasiva, que permite avaliar e quantificar as alteracdes de
temperatura na superficie da pele de forma global (SANCHES, 2009). Esta
técnica é fundamentada no principio da radiacdo térmica, visto que todo objeto
pertencente ao planeta Terra transmite calor por ondas infravermelhas
detectadas por um espectro de luz. A intensidade desta radiagédo é diretamente
proporcional a temperatura do objeto e suas respectivas propriedades de
radiacdo da camada superficial (KNIZKOVA et al., 2007).

A mensuracdo da radiacdo térmica é expressa como temperatura,
medida por graus Celsius, por meio de uma camera termogréfica. Os dados

obtidos pela camera sdo processados por um software e demonstrados em
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forma de mapeamento, o qual prevé o detalhamento das analises de
temperatura superficial do objeto com as suas variacoes (PASCOE et al.,
2006).

Alguns fatores externos podem interferir nos resultados do exame
termografico, dentre eles: movimentacdo do animal e areas de tricotomia ou
tosadas; emissividade de radiacdo do animal; distancia entre animal e camera;
temperatura ambiental e umidade relativa do ar (KNIZKOVA et al., 2007;
TURNER, 2007; GLOSTER et al.,, 2011). Os animais devem ser aclimatados
em baias individuais com iluminacdo fraca durante 10 a 20 minutos. A
temperatura ambiente deve ser inferior a 30°C (TURNER, 1991), Além disso,
devem-se evitar banhos ou duchas quentes, agentes tdpicos, e exercicios ou
fisioterapia até duas horas antes do exame (BRIOSCHI, 2003).

A temperatura superficial da pele apresenta-se normalmente 5°C mais
baixa que a temperatura corpérea mensurada pela via retal. Este fenbmeno
ocorre devido a dissipac¢do do calor por radiacdo, conveccdo, conducao ou
evaporacao (TURNER, 2007).

O metabolismo tecidual €, em geral, constante, entretanto, as variacdes
da superficie corpérea da pele sdo observadas por alteracdes da perfusdo
tecidual local. O padréo térmico normal de qualquer area se baseia no grau de
complexidade de sua rede vascular, constituida de capilares, vénulas e veias, e
nos contornos da superficie avaliada. Assim as regides corporais com atividade
metabdlica intensificada apresentam temperatura mais elevada (HARPER,
2000; TURNER, 2003). Este fato deve ser levado em consideragdo durante a
interpretacdo do padrdao térmico normal de algumas regides corporeas, por
exemplo, dorso-lombar, axilar, peitoral, ventral e face interna da coxa
(TURNER, 2007; MOURA et al., 2011).

A termografia por imagem infravermelha tem sido empregada em
medicina humana desde a década de 60 para diagnosticar febre, inflamacéo e
lesGes musculoesqueléticas. Contudo, esta tecnologia ainda € pouco explorada
pela medicina veterinaria, pois a sua utilizagdo tem sido mais recorrente a partir

do final da década de 90. Como principais caracteristicas desta técnica, se
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destacam a ndo necessidade de contencdo do animal e a realizacdo do exame
a distancia maxima de 20 metros (FLEMING, 2008).

A termografia por imagem infravermelha estd se tornando uma
importante ferramenta clinica e experimental em humanos para auxiliar no
diagnéstico de diversas enfermidades. Estas podem ser enumeradas por
alteracdes dos musculos mastigatorios e trapézio superior causando disfuncao
temporomandubular (COSTA et al., 2013), doencgas vasculares como varizes e
trombose venosa (BRIOSCHI, 2003), tumores de mama (SCHAEFER et al.,
2009) e carcinoma basocelular (FLORES-SAHAGUN, 2010).

Na medicina veterinaria, a técnica da termografia foi inicialmente
empregada na clinica de equinos, visto que estes animais sdo considerados
atletas. Assim, esta ferramenta atua no diagnostico das principais
enfermidades que acometem o sistema locomotor, como abscessos
subsoleares, laminite, desmite, tendinite, sindrome do navicular, miosites e
lombalgia (JONES, 1998; EDDY et al., 2001; FANTINI et al., 2011).

Na pecuaria, especialmente na producdo de ruminantes, a termografia
por imagem infravermelha tem sido utilizada para auxiliar na compreensao dos
processos fisioloégicos da termorregulacdo em funcdo das alteracbes da
temperatura superficial da pele e o impacto das condicbes ambientais sobre o
bem-estar animal (KNIZKOVA et al., 2002; KOTRBA et al., 2007).

Esta técnica também pode ser empregada para estabelecer uma zona
de conforto térmico, através da mensuracao dos valores de umidade relativa do
ar e temperatura ambiental na qual o individuo esta inserido, e assim, compara-
los aos parametros fisiologicos considerados normais, para a temperatura retal
e as frequéncias cardiaca e respiratoria, de cada espécie animal (EUSTAQUIO
FILHO, 2011; FIORELLI et al., 2012).

Estudos recentes demonstram que a termografia por imagem
infravermelha esta sendo testada de forma positiva na nutricdo animal, com
objetivo de verificar a qualidade do processo de ensilagem do milho por meio
da elevacdo da temperatura ocorrida durante o processo de fermentacdo
(JUNGES, 2010).



39

A termografia por imagem infravermelha também tem sido aplicada,
ainda de forma experimental, como método de deteccéo precoce de algumas
doencas infecciosas. Tem-se como exemplo, bezerros infectados pelos virus
da diarréia viral bovina (SCHAEFER et al., 2004) ou com sindrome respiratoria
bovina (SCHAEFER et al.,, 2007), nos quais sdo detectados processos
inflamatorios dos seios nasais e frontais em aproximadamente 4-7 dias antes
do inicio dos sinais clinicos da enfermidade.

Vale ressaltar que a técnica da termografia se mostrou promissora para
a identificacdo precoce de bovinos infectados pelo virus da febre aftosa através
da assimetria da temperatura dos cascos. Contudo, a termografia por imagem
infravermelha poderia ser empregada apenas como método de triagem para
auxiliar o diagnostico desta enfermidade (RAINWATER-LOVETT, et al., 2009).

Na pecuaria leiteira, a termografia por imagem infravermelha tem sido
abordada para o diagnostico precoce de acidose ruminal subaguda (GATTO et
al.,, 2010) e laminite (NIKKHAH et al.,, 2005). Sabe-se que a primeira
enfermidade € uma condicdo pré-existente para o aparecimento dos sinais
clinicos de claudicacdo em vacas durante o periodo de lactacdo devido a
consequente inflamacao das laminas do casco.

Em vacas lactantes, a verificagdo de mastite por varredura da glandula
mamaria através da técnica de termografia permite a identificacdo do processo
inflamatoria em aproximadamente 4-6 dias antes do aparecimento dos
primeiros sinais clinicos da enfermidade (COLAK et al., 2008; HOVINEN et al.,
2008).

A termografia por imagem infravermelha também pode ser utilizada no
campo da reproducdo animal, como a avaliacdo da fertilidade de touros
(STEWART, 2008) ou a torgéo testicular em ovinos (CAPRARO et al., 2008)
mediante a avaliacdo de aumento da temperatura da superficie escrotal.

Os Estados Unidos, por meio da Food and Drug Administration (FDA),
reconhecem a termografia por imagem infravermelha como meio auxiliar de
diagndstico valido para a pratica médica. Esta técnica ndo exige contato fisico
com o animal, ndo € invasiva e nao requer administracdo de contraste ou a

utilizacdo de radiacdo io6nica. Ainda assim, a termografia apresenta grande
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sensibilidade. Estudos relacionados a acuracia da técnica tém aumentado de
forma significativa nos ultimos anos, seja pelo aprimoramento do conhecimento
da dinamica e emissédo do infravermelho pelo corpo seja pelas de melhorias

dos programas computacionais (softwares) (ANDRADE FILHO, 1999).
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[ll. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

e Avaliar o perfil sérico de citocinas e da temperatura de ovinos

submetidos a endotoxemia experimental.

3.2. Objetivos Especificos

e Avaliar o perfil sérico de citocinas, fator de necrose tumoral (TNF-a) e
interleucina-1 beta (IL-1pB), interleucina-2 (IL-2) e interleucina-13 (IL-13)
de ovinos submetidos a endotoxemia experimental.

e Avaliar as alteracdes da temperatura retal por meio do termdémetro
clinico de mercurio de ovinos submetidos a endotoxemia experimental.

e Avaliar as alteragbes da temperatura da pele por meio do termémetro
infravermelho de mao e de ndo contato e da termografia por imagem

infravermelha de ovinos submetidos a endotoxemia experimental.
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IV. MATERIAIS E METODOS

4.1. Caracterizagdo dos Animais

Foram empregadas dez ovelhas da raca Suffolk de aproximadamente 4
anos de idade e 80 Kg de peso vivo, provenientes do Setor de Grandes
Animais da Faculdade de Medicina Veterinaria de Aracatuba. Durante o
periodo experimental, os animais foram alojados em baias individuais e
alimentados com silagem de milho, racdo comercial e sal mineral para ovinos,
além de agua de boa qualidade a vontade. Estes animais foram segregados
aleatoriamente em dois grupos compostos por cinco animais cada: controle
(GC) e tratado (GT).

4.2. Inoculacao de LPS (Escherichia coli)

Os animais do grupo controle (GC) foram inoculados com 2 mL de
solucao fisiologica 0,9% de cloreto de sédio (NaCl). Os animais pertencentes
ao grupo tratado (GT) foram inoculados com LPS (Escherichia coli 055: B5:
Sigma, St. Louis, MO) na dose de 400 ng/Kg. O LPS foi diluido em 2 mL de
solucao salina (NaCl 0,9%), submetido a sonicacdo (Kondortech® CD-4820) em
trés pulsos de 480 segundos cada, e administrado in bolus por via intravenosa

na veia jugular, a qual estava canulada com catéter 18G.

4.3. Momento das Avaliagcdes

A guantificagdo das citocinas séricas e a mensuragao das temperaturas

retal e superficial corpérea dos ovinos foram avaliadas imediatamente antes da

inoculag&o do LPS e, posteriormente as 2, 4, 6, 12, 24, 36, 48 e 60 horas.
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4.4. Coleta e Preparacdo das Amostras de Sangue

Foram coletadas amostras de 10 mL de sangue venoso pelo sistema a
vacuo, em frascos de vidro siliconizados sem anticoagulante, para as andlises
das citocinas (TNF-qa, IL-1pB, IL-2 e IL-13) do soro sanguineo. Apds a formacéo
do coagulo, as amostras de sangue foram centrifugadas a 1.000 G durante 10
minutos, obtendo-se aliquotas de 1,5 mL e 150 pL de soro, que foram
armazenadas em tubos do tipo eppendorf, previamente identificados, e

congelados (-80°C) até o momento da realizacao das analises.

4.5. Andlise Laboratorial — Perfil das Citocinas Séricas

A atividade plasmatica das citocinas foi quantificada através do teste de
ELISA simplificado do tipo captura (TNF-a, IL-1B3, IL-2, IL-13 - Human Biotrak
Easy ELISA, GE Healthcare, Viena, Austria), seguindo-se as recomendacdes
do fabricante. Em uma microplaca de 96 pocos de fundo chato, o padrao foi
colocado na posicdo A1l/A2 a H1/H2. Foram adicionados 150 pL de agua
destilada, em duplicata, em todos os pocos contendo o padrdo e também nos
pocos reservados ao branco. Foram adicionados ainda mais 100 puL de agua
destilada aos pocos reservados ao branco. A partir da coluna 3, 100 pL de
agua destilada, em duplicata, foram adicionados aos poc¢os reservados para as
amostras a serem testadas. Em seguida, foram adicionados 50 pL de cada
amostra, em duplicata, nestes pocos. As microplacas foram cobertas e
incubadas durante 3 horas em temperatura ambiente (25°C) no agitador
horizontal de microplacas. A remog¢ao do sobrenadante e a lavagem dos pogos
foi repetida 3 vezes com uma solugédo tampédo de lavagem. Apos esta etapa,
100 pL de solucéo de substrato TMB foram adicionados em todos 0s pocos,
inclusive para o branco. As microplacas foram incubadas em temperatura
ambiente (25°C) durante 15 minutos. Para finalizar a rea¢ao, 100 puL da solucéo
de bloqueio foram adicionados em todos 0s po¢os, incluindo-se os brancos. As

microplacas foram lidas em espectrofotometro (Spectra Count, Packard,
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Missouri City, USA) com um filtro de 450 nm. As amostras diluidas foram
multiplicadas pelo fator de diluicio e a mensuracdo das concentracdes das
citocinas foi realizada por um software (GraphPad PRISM, La Jolla, CA92037,
USA).

4.6. Analise da Temperatura Retal

A temperatura retal foi aferida por um termémetro clinico de mercdario.

4.7. Analise da Temperatura da Superficie Corpérea

A temperatura da superficie corpérea foi mensurada por um termémetro
infravermelho de méo e de nao contato (Fluke 62 - Fluke Corporation - USA) a
uma distancia maxima de 30 centimetros das regides da fronte, dorso, axila,
face interna e externa da coxa, e perineo dos animais. A medicdo da
temperatura foi realizada diretamente sobre a pele, ap6s a separacao da la. A
termografia foi realizada através da camera Flir i60 (Flir Systems - USA) em
tempo real, apés 20 minutos de adaptacdo do animal a sala fechada e
climatizada a 20°C. As imagens foram gravadas e analisadas através do

programa Quick Report®.

4.8. Analise Estatistica do Perfil Sérico das Citocinas

Os dados foram transformados em log (x+1) e submetidos a analise de
variancia com medidas repetidas e analise dos residuos para verificar a
normalidade e homogeneidade de variancias. As respectivas médias foram
comparadas pelo teste de Tukey, e as estatisticas consideradas significativas
guando p<0,05. As analises estatisticas foram efetuadas empregando-se o
programa Statistical Analysis System (SAS INSTITUTE, 1999).
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4.9. Andlise Estatistica da Temperatura Retal

Os dados foram submetidos a andlise de varidncia com medidas
repetidas e andlise dos residuos para verificar a normalidade e homogeneidade
de variancias. As respectivas médias foram comparadas pelo teste de Tukey, e
as estatisticas consideradas significativas quando p<0,05. As analises
estatisticas foram efetuadas empregando-se o programa Statistical Analysis
System (SAS INSTITUTE, 1999).

4.10. Analise Estatistica da Temperatura da Superficie Corporea

Os dados foram submetidos a andlise de variancia com medidas
repetidas e analise dos residuos para verificar a normalidade e homogeneidade
de variancias. As respectivas médias foram submetidas a dois testes
estatisticos: teste de Dunnett para comparar cada momento avaliado ao
primeiro momento de cada grupo; e teste de Tukey para comparar 0S grupos
em cada momento avaliado. As estatisticas foram consideradas significativas
quando p<0,05. As andlises estatisticas foram efetuadas empregando-se o
programa Statistical Analysis System (SAS INSTITUTE, 1999).



V. RESULTADOS

5.1. Fator de Necrose Tumoral Alfa (TNF-a)
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A concentracdo sérica de TNF-a, expressada em log de pg/mL, néo

apresentou diferenca significativa (p>0,05) entre os grupos controle e tratado

nos momentos avaliados. Dentro do grupo tratado ndo houve variacdes da

concentracdo sérica de TNF-a apds a inoculacédo do LPS (Tabela 1 e Figura 1).

Tabela 1. Média (X) e desvio padréo (S) da concentragédo sérica de Fator de
Necrose Tumoral Alfa (TNF-a), em log de pg/mL, segundo 0s grupos
controle (NaCl 0,9%, IV) e tratado (400 ng/Kg de LPS de E. coli, IV)
em cada momento de avaliagao.

TNF-a (X £ S)
Tempo (horas)

Controle Tratado (LPS)
0 195 £+ 045 Aa 2,03 + 0,58 Aa
2 157 + 0,58 Aa 1,90 £+ 0,76 Aa
4 153 £+ 0,59 Aa 201 =+ 0,69 Aa
6 196 + 0,33 Aa 1,86 + 094 Aa
12 206 + 0,10 Aa 197 + 0,86 Aa
24 198 + 0,36 Aa 1,76 + 125 Aa
36 2,18 + 0,21 Aa 1,75 = 0,72 Aa
48 193 + 0,32 Aa 1,82 + 0,89 Aa
60 219 + 0,15 Aa 190 £+ 0,53 Aa

Médias seguidas de letras distintas, mailUscula na linha e mindscula na coluna, diferem entre si

pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Figura 1. Concentracdo sérica de Fator de Necrose Tumoral Alfa (TNF-a), em
log de pg/mL, dos grupos controle (NaCl 0,9%, IV) e tratado (400
ng/Kg de LPS de E. coli, IV) em cada momento de avaliagéo.

5.2. Interleucina-1 Beta (IL-1B)

A concentracdo sérica da IL-1B observada foi inferior ao limite de

deteccao do teste de ELISA de pg/mL.

5.3. Interleucina-2 (IL-2)

A concentracdo sérica de IL-2, expressada em log de pg/mL, nao
apresentou diferenca significativa (p>0,05) entre os grupos controle e tratado
nos momentos avaliados. Dentro do grupo tratado ocorreu diminuicdo da
concentracdo sérica de IL-2 em 36 horas, seguido de aumento em 60 horas

apos a inoculacédo do LPS (Tabela 2, Figuras 2 e 4).
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Tabela 2. Média (X) e desvio padrdo (S) da concentracdo seérica de
Interleucina-2 (IL-2), em log de pg/mL, segundo 0s grupos controle
(NaCl 0,9%, IV) e tratado (400 ng/Kg de LPS de E. coli, IV) em cada
momento de avaliacao.

IL-2 (X £ S)
Tempo (horas)

Controle Tratado (LPS)
0 426 + 185 Ab 3,29 + 1,67 Abc
2 4,17 + 1,82 Ab 3,32 £+ 1,63 Ab
4 4,12 + 192 Ab 335 + 1,54 Aab
6 392 £+ 219 Ab 333 £+ 1,46 Ab
12 394 + 2,19 Ab 331 + 1,49 Ab
24 405 = 2,02 Ab 3,28 + 1,43 Abc
36 484 + 159 Aa 260 + 1,12 Ad
48 4,11 + 2,00 Ab 282 + 196 Acd
60 403 + 204 Ab 382 + 184 Aa

Médias seguidas de letras distintas, mailscula na linha e mindscula na coluna, diferem entre si
pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Figura 2. Concentragdo sérica de Interleucina-2 (IL-2), em log de pg/mL, dos
grupos controle (NaCl 0,9%, 1V) e tratado (400 ng/Kg de LPS de E.
coli, IV) em cada momento de avaliagéo.



5.4. Interleucina-13 (IL-13)
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A concentracdo sérica de IL-13, expressada em log de pg/mL, nao

apresentou diferenca significativa (p>0,05) entre os grupos controle e tratado

nos momentos avaliados. Dentro do grupo tratado ocorreu aumento da

concentracdo sérica de IL-13 em 60 horas ap0s a inoculacdo do LPS (Tabela 3

e Figuras 3 e 4).

Tabela 3. Média (X) e desvio padrédo (S) da concentragdo sérica de
Interleucina-13 (IL-13), em log de pg/mL, segundo os grupos controle
(NaCl 0,9%, IV) e tratado (400 ng/Kg de LPS de E. coli, IV) em cada
momento de avaliacgéo.

IL-13 (X £S)
Tempo (horas)

Controle Tratado (LPS)
0 2,70 £+ 2,17 Abc 3,11 £ 1,32 Ab
2 2,61 + 2,15 Abc 304 + 1,36 Ab
4 342 + 193 Aa 3,07 £+ 1,38 Ab
6 2,74 + 195 Abc 285 + 1,25 Ab
12 284 + 196 Ab 293 + 134 Ab
24 2,79 + 184 Ab 3,06 £+ 1,27 Ab
36 2,76 £ 1,78 Abc 3,09 + 125 Ab
48 2,65 + 2,03 Abc 285 + 146 Ab
60 2,31 £+ 228 Ac 3,57 £+ 0,86 Aa

Médias seguidas de letras distintas, mailscula na linha e mindscula na coluna, diferem entre si

pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Figura 3. Concentracao sérica de Interleucina-13 (IL-13), em log de pg/mL, dos
grupos controle (NaCl 0,9%, IV) e tratado (400 ng/Kg de LPS de E.
coli, IV) em cada momento de avaliag&o.
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Figura 4. Concentracdo sérica de Interleucina-2 e Interleucina-13 (IL-13), em
log de pg/mL, do grupo tratado (400 ng/Kg de LPS de E. coli, IV) em
cada momento de avaliacéo.
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5.5. Temperatura Retal

A temperatura retal aumentou gradativamente até atingir o pico febril 4
horas apds a inoculacdo do LPS (Tabela 4 e Figura 5).

Tabela 4. Média (X) e desvio padrdao (S) da Temperatura Retal (TR)
mensurada pelo Termdmetro Clinico de Mercurio, em °C, segundo os
grupos controle (NaCl 0,9%, IV) e tratado (400 ng/Kg de LPS de E.
coli, IV) em cada momento de avaliacao.

TR(X £9S)
Tempo (horas)

Controle Tratado (LPS)
0 388 =+ 0,2 Aa 38,7 £+ 0,2 Ad
2 394 + 0,2 Aa 396 £+ 04 Ab
4 392 + 0,3 Ba 40,6 + 0,8 Aa
6 394 + 0,1 Aa 395 + 04 Ab
12 393 £+ 0,3 Aa 393 + 0,3 Abc
24 392 + 04 Aa 38,8 £+ 0,2 Acd
36 394 + 0,6 Aa 39,1 + 0,2 Abcd
48 39,1 + 0,2 Aa 389 + 0,1 Acd
60 390 + 0,3 Aa 39,2 + 0,3 Abcd

Médias seguidas de letras distintas, mailscula na linha e mindscula na coluna, diferem entre si
pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Temperatura Retal
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Figura 5. Temperatura Retal (TR) mensurada pelo Termémetro Clinico de
Mercurio, em °C, dos grupos controle (NaCl 0,9%, 1V) e tratado (400
ng/Kg de LPS de E. coli, IV) em cada momento de avaliacéo.

5.6. Termbmetro Infravermelho de Mao e de Nao Contato

A temperatura da fronte foi significativamente maior 12 horas ap6s a
inoculacdo do LPS, seguida de diminuicdo as 48 horas no grupo tratado

guando comparada ao grupo controle (Tabela 5 e Figura 6).
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Tabela 5. Média (X) e desvio padréo (S) da Temperatura da Fronte (TF)
mensurada pelo Termometro Infravermelho de Mao e de Nao Contato,
em °C, segundo os grupos controle (NaCl 0,9%, IV) e tratado (400
ng/Kg de LPS de E. coli, IV) em cada momento de avaliacdo.

TF (X £S)
Tempo (horas)
Controle Tratado (LPS)
0 290 + 0,8 A 24,0 + 20 B
2 322 + 09 A* 25,6 + 16 B
4 319 + 09 A* 28,5 + 1,8 B*
6 322 + 04 A* 30,7 + 1.1 B*
12 27,7 + 0,8 B 30,3 + 13 A*
24 274 + 11 A* 28,2 + 25 A*
36 282 = 1,0 A 28,1 + 11 A*
48 296 + 14 A 26,1 + 16 B
60 279 + 09 A 28,1 + 27 A*

Médias seguidas de letras distintas, mailuscula na linha diferem entre si pelo teste de Tukey
(p<0,05).

* Houve diferenca significativa em relagéo ao tempo zero hora pelo teste de Dunnett (p<0,05).
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Figura 6. Temperatura da Fronte (TF) mensurada pelo Termometro
Infravermelho de Méao e de Nao Contato, em °C, dos grupos controle
(NaCl 0,9%, IV) e tratado (400 ng/Kg de LPS de E. coli, IV) em cada
momento de avaliagéo.
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Notou-se aumento significativo da temperatura do dorso até atingir o
pico de 28°C em 6 horas apOs a inoculagdo de LPS no grupo tratado.
Entretanto ndo houve diferencas significativas (p>0,05) entre 0s grupos
controle e tratado (Tabela 6 e Figura 7).

Tabela 6. Média (X) e desvio padrdo (S) da Temperatura do Dorso (TD)
mensurada pelo Termometro Infravermelho de Mao e de Nao Contato,
em °C, segundo os grupos controle (NaCl 0,9%, IV) e tratado (400
ng/Kg de LPS de E. coli, IV) em cada momento de avaliacéo.

TD (X £9S)
Tempo (horas)
Controle Tratado (LPS)
0 249 = 15 A 18,2 + 19 B
2 269 + 18 A* 20,7 + 2.2 B
4 275 = 0,9 A* 25,4 + 18 A*
6 286 + 0,2 A* 28,0 + 16 A*
12 234 + 0,3 A* 27,3 + 0,8 A*
24 243 + 11 A 22,3 + 4.2 A*
36 242 + 1,3 A 23,1 + 24 A*
48 23,7 + 0,6 A 20,7 + 26 A
60 230 + 05 A* 24,2 + 31 A*

Médias seguidas de letras distintas, mailscula na linha diferem entre si pelo teste de Tukey
(p<0,05).
* Houve diferenca significativa em relagéo ao tempo zero hora pelo teste de Dunnett (p<0,05).
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Figura 7. Temperatura do Dorso (TD) mensurada pelo Termoémetro
Infravermelho de M&o e de N&do Contato, em °C, dos grupos controle
(NaCl 0,9%, IV) e tratado (400 ng/Kg de LPS de E. coli, IV) em cada
momento de avaliacao.

Em relacdo a temperatura axilar ndo houve diferencas significativas
(p>0,05) apos a inoculacao de LPS entre os grupos controle e tratado, e dentro
do grupo tratado (Tabela 7 e Figura 8).
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Tabela 7. Média (X) e desvio padrao (S) da Temperatura Axilar (TA)
mensurada pelo Termémetro Infravermelho de Mao e de Nao Contato,
em °C, segundo os grupos controle (NaCl 0,9%, IV) e tratado (400
ng/Kg de LPS de E. coli, IV) em cada momento de avaliagéo.

TA(X £9S)
Tempo (horas)
Controle Tratado (LPS)
0 30,2 + 36 A 31,3 + 1,1 A
2 30,7 + 44 A 29,9 + 1,6 A
4 324 + 572 A 32,2 + 1,3 A
6 329 = 44 A 33,2 + 1,3 A
12 285 + 47 A 33,9 + 2,8 A
24 289 + 47 A 32,4 + 3,2 A
36 32,1 = 4.2 A 32,3 + 1,0 A
48 29,7 + 55 A 32,5 + 1,8 A
60 28,1 + 34 A 33,1 + 05 A

Médias seguidas de letras distintas, mailscula na linha diferem entre si pelo teste de Tukey

(p<0,05).

* Houve diferenca significativa em relagéo ao tempo zero hora pelo teste de Dunnett (p<0,05).
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Figura 8. Temperatura Axilar (TA) mensurada pelo TermGmetro Infravermelho
de M&o e de N&o Contato, em °C, dos grupos controle (NaCl 0,9%, 1V)
e tratado (400 ng/Kg de LPS de E. coli, IV) em cada momento de

avaliacao.
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Quando a face externa da coxa foi mensurada, ocorreu aumento

significativo da temperatura que atingiu o pico de 26,8°C 6 horas apos a

inoculacdo de LPS no grupo tratado. Contudo n&o houve diferencas

significativas (p>0,05) entre os grupos controle e tratado (Tabela 8 e Figura 9).

Tabela 8. Média (X) e desvio padréo (S) da Temperatura da Face Externa da
Coxa (TFEC) mensurada pelo Termdmetro Infravermelho de Mé&o e de
N&o Contato, em °C, segundo os grupos controle (NaCl 0,9%, IV) e
tratado (400 ng/Kg de LPS de E. coli, IV) em cada momento de

avaliacao.
TFEC (X £S)
Tempo (horas)
Controle Tratado (LPS)

0 259 + 20 A 18,3 + 1.2 B
2 26,7 + 1,7 A 20,8 + 28 B
4 270 + 1.2 A 24,7 + 1.3 A*
6 28,7 = 0,7 A* 26,8 + 14 A*
12 245 + 17 A 26,6 + 09 A*
24 249 + 09 A 21,5 + 39 A
36 246 + 0,5 A 23,9 + 20 A*
48 239 + 1,3 A 21,3 + 3,3 A
60 230 + 05 A* 24,5 + 21 A*

Médias seguidas de letras distintas, mailscula na linha diferem entre si pelo teste de Tukey

(p<0,05).

* Houve diferenca significativa em relagéo ao tempo zero hora pelo teste de Dunnett (p<0,05).
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Figura 9. Temperatura da Face Externa da Coxa (TFEC) mensurada pelo

Termoémetro Infravermelho de Mdo e de N&o Contato, em °C, dos
grupos controle (NaCl 0,9%, IV) e tratado (400 ng/Kg de LPS de E.
coli, IV) em cada momento de avaliagéo.

A mensuracdo da temperatura da face interna da coxa apresentou

aumento significativo em 12 horas apés a inoculagdo do LPS no grupo tratado

quando comparado ao momento zero. Contudo ndo houve diferencas

significativas (p>0,05) entre os grupos controle e tratado (Tabela 9 e Figura

10).
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Tabela 9. Média (X) e desvio padrédo (S) da Temperatura da Face Interna da
Coxa (TFIC) mensurada pelo Termdémetro Infravermelho de Mao e de
Nao Contato, em °C, segundo os grupos controle (NaCl 0,9%, IV) e
tratado (400 ng/Kg de LPS de E. coli, IV) em cada momento de

avaliacéo.
TFIC (X £9S)
Tempo (horas)
Controle Tratado (LPS)

0 30,0 + 3.2 A 31,4 + 21 A
2 323 + 33 A 29,7 + 3,1 A
4 33,1 + 31 A 32,7 + 0,7 A
6 348 + 28 A 33,5 + 11 A
12 293 + 3,0 A 34,6 + 15 A*
24 334 = 24 A 32,5 + 23 A
36 325 + 51 A 32,6 + 1,0 A
48 30,7 + 7,0 A 32,3 + 25 A
60 264 + 41 A 32,9 + 13 A

Médias seguidas de letras distintas, mailscula na linha diferem entre si pelo teste de Tukey
(p<0,05).

* Houve diferenca significativa em relagéo ao tempo zero hora pelo teste de Dunnett (p<0,05).
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Figura 10. Temperatura da Face Interna da Coxa (TFIC) mensurada pelo
Termoémetro Infravermelho de Mdo e de N&do Contato, em °C, dos
grupos controle (NaCl 0,9%, 1V) e tratado (400 ng/Kg de LPS de E.
coli, IV) em cada momento de avaliag&o.
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A temperatura do perineo diminuiu significativamente 36 horas apds a
inoculacdo do LPS no grupo tratado quando comparada ao grupo controle.
Dentro do grupo tratado, a temperatura do perineo atingiu o pico de 36,7°C em
12 horas apdés a inoculacdo de LPS, entretanto ndo houve diferenca

significativa (p>0,05) em relacdo ao momento zero (Tabela 10 e Figura 11).

Tabela 10. Média (X) e desvio padrdo (S) da Temperatura do Perineo (TP)
mensurada pelo Termometro Infravermelho de Mao e de Nao Contato,
em °C, segundo os grupos controle (NaCl 0,9%, IV) e tratado (400
ng/Kg de LPS de E. coli, IV) em cada momento de avaliacdo.

TP (X £9S)
Tempo (horas)
Controle Tratado (LPS)
0 376 = 1,6 A 34,5 + 18 B
2 386 + 172 A 34,4 + 2.2 B
4 393 + 05 A 36,3 + 2,6 B
6 399 + 0,6 A 35,6 + 17 B
12 370 + 35 A 36,7 + 04 A
24 360 + 38 A 35,1 + 1.3 A
36 381 + 22 A 34,9 + 17 B
48 36,7 + 31 A 33,2 + 4.2 A
60 36,7 = 15 A 34,9 + 14 A

Médias seguidas de letras distintas, mailscula na linha diferem entre si pelo teste de Tukey
(p<0,05).

* Houve diferenca significativa em relagéo ao tempo zero hora pelo teste de Dunnett (p<0,05).
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Figura 11. Temperatura do Perineo (TP) mensurada pelo Termometro
Infravermelho de Mao e de Ndo Contato, em °C, dos grupos controle
(NaCl 0,9%, IV) e tratado (400 ng/Kg de LPS de E. coli, IV) em cada
momento de avaliacao.

5.7. Termografia - Camera Flir i60

A temperatura da fronte aumentou significativamente em 12 e 60 horas
apos a inoculacdo do LPS no grupo tratado quando comparada ao grupo
controle. A temperatura da fronte elevou-se significativamente até atingir o pico
de 35°C em 6 horas apoOs a inoculacdo do LPS no grupo tratado quando

comparado ao momento zero (Tabela 11 e Figura 12).
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Tabela 11. Média (X) e desvio padrdo (S) da Temperatura da Fronte (TF)
mensurada pela Camera Flir i60, em °C, segundo os grupos controle
(NaCl 0,9%, IV) e tratado (400 ng/Kg de LPS de E. coli, IV) em cada
momento de avaliacéo.

TF(X £S)
Tempo (horas)
Controle Tratado (LPS)
0 305 + 1.3 A 29,8 + 19 A
2 326 =+ 1.3 A* 30,6 + 1,8 A
4 320 + 0,8 A 33,4 + 17 A*
6 32,1 = 1,6 A 35,0 + 1,6 A*
12 276 = 11 B* 34,0 + 1.1 A*
24 285 + 0,8 A* 30,8 + 1.8 A
36 2856 + 1,0 A* 32,2 + 14 A*
48 286 + 1,3 A 30,2 + 21 A
60 275 + 10 B* 32,2 + 19 A*

Médias seguidas de letras distintas, mailscula na linha diferem entre si pelo teste de Tukey
(p<0,05).
* Houve diferenca significativa em relagéo ao tempo zero hora pelo teste de Dunnett (p<0,05).
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Figura 12. Temperatura da Fronte (TF) mensurada pela Termografia da
Camera Flir i60, em °C, dos grupos controle (NaCl 0,9%, V) e tratado
(400 ng/Kg de LPS de E. coli, IV) em cada momento de avaliagéo.

A temperatura do dorso apresentou aumento significativo em 6, 12, 36 e

60 horas apoés a inoculacdo de LPS no grupo tratado quando comparada ao
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grupo controle. A temperatura do dorso elevou-se significativamente até atingir
0 pico de 32,4°C em 12 horas ap0s a inoculacdo do LPS no grupo tratado

guando comparado ao momento zero (Tabela 12 e Figura 13).

Tabela 12. Média (X) e desvio padrdo (S) da Temperatura do Dorso (TD)
mensurada pela Camera Flir i60, em °C, segundo os grupos controle
(NaCl 0,9%, IV) e tratado (400 ng/Kg de LPS de E. coli, IV) em cada
momento de avaliacéo.

TD (X £ S)
Tempo (horas)
Controle Tratado (LPS)
0 253 + 23 A 23,7 + 1.2 A
2 263 + 23 A 26,3 + 12 A
4 269 + 09 A 30,3 + 09 A*
6 280 + 0,8 B* 31,9 + 1,0 A*
12 229 + 04 B* 32,4 + 2,6 A*
24 230 + 0,3 A 25,8 + 27 A
36 230 + 0,8 B* 28,4 + 24 A*
48 23,1 = 11 A* 25,5 + 15 A
60 233 + 0,8 B 29,2 + 25 A*

Médias seguidas de letras distintas, mailscula na linha diferem entre si pelo teste de Tukey
(p<0,05).

* Houve diferenca significativa em relagéo ao tempo zero hora pelo teste de Dunnett (p<0,05).
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Figura 13. Temperatura do Dorso (TD) mensurada pela Termografia da
Camera Flir i60, em °C, dos grupos controle (NaCl 0,9%, 1V) e tratado
(400 ng/Kg de LPS de E. coli, IV) em cada momento de avaliagéo.

Em relacdo a temperatura axilar houve aumento significativo 12 horas

apos a inoculacdo de LPS no grupo tratado quando comparada ao grupo

controle. A temperatura axilar elevou-se significativamente até o pico de 37,5°C

em 6 horas apos a inoculacdo do LPS no grupo tratado quando comparado ao

momento zero (Tabela 13 e Figura 14).
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Tabela 13. Média (X) e desvio padrdao (S) da Temperatura Axilar (TA)
mensurada pela Camera Flir i60, em °C, segundo os grupos controle
(NaCl 0,9%, IV) e tratado (400 ng/Kg de LPS de E. coli, IV) em cada
momento de avaliacéo.

TA(X £9S)
Tempo (horas)
Controle Tratado (LPS)
0 318 + 0,8 A 35,3 + 0,7 A
2 344 + 13 A 34,8 + 18 A
4 33,7 + 09 A 36,8 + 19 A
6 345 = 11 A 37,5 + 11 A*
12 309 + 13 B 36,3 + 3,1 A
24 31,8 = 31 A 34,9 + 1,8 A
36 31,7 + 16 A 36,2 + 0,8 A
48 31,3 + 28 A 35,4 + 12 A
60 322 + 26 A 36,4 + 10 A

Médias seguidas de letras distintas, mailscula na linha diferem entre si pelo teste de Tukey
(p<0,05).
* Houve diferenca significativa em relagéo ao tempo zero hora pelo teste de Dunnett (p<0,05).
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Figura 14. Temperatura Axilar (TA) mensurada pela Termografia da Camera
Flir i60, em °C, dos grupos controle (NaCl 0,9%, IV) e tratado (400
ng/Kg de LPS de E. coli, IV) em cada momento de avaliag&o.
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Quando a temperatura da face externa da coxa foi mensurada, ocorreu

aumento significativo em 12 e 60 horas apo6s a inoculacdo de LPS no grupo

tratado quando comparada ao grupo controle. A temperatura da face externa

da coxa elevou-se significativamente até atingir o pico de 30,9°C em 6 horas

apos a inoculagdo do LPS no grupo tratado quando comparado ao momento

zero (Tabela 14 e Figura 15).

Tabela 14. Média (X) e desvio padrao (S) da Temperatura da Face Externa da
Coxa (TFEC) mensurada pela Camera Flir i60, em °C, segundo os
grupos controle (NaCl 0,9%, IV) e tratado (400 ng/Kg de LPS de E.
coli, IV) em cada momento de avaliagéo.

TFEC (X = S)
Tempo (horas)
Controle Tratado (LPS)
0 262 + 28 A 24,0 + 1.8 A
2 281 = 11 A 26,3 + 1,7 A
4 280 + 18 A 29,3 + 17 A*
6 283 = 14 A 30,9 + 11 A*
12 244 + 0,8 B 30,8 + 16 A*
24 247 = 14 A 25,8 + 2,7 A
36 246 + 17 A 29,1 + 15 A*
48 233 + 1,2 A* 26,0 + 16 A
60 230 + 0,8 B* 29,1 + 16 A*

Médias seguidas de letras distintas, mailscula na linha diferem entre si pelo teste de Tukey

(p<0,05).

* Houve diferenca significativa em relacéo ao tempo zero hora pelo teste de Dunnett (p<0,05).
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Temperatura da Face Externa da Coxa
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Figura 15. Temperatura da Face Externa da Coxa (TFEC) mensurada pela
Termografia da Camera Flir i60, em °C, dos grupos controle (NaCl
0,9%, IV) e tratado (400 ng/Kg de LPS de E. coli, IV) em cada
momento de avaliacao.

A mensuracdo da temperatura da face interna da coxa apresentou
aumento significativo em 12 horas apés a inoculacao do LPS no grupo tratado,
quando comparada ao grupo controle. A temperatura da face interna da coxa
elevou-se até atingir o pico de 37,6°C em 12 horas ap6és a inoculacéo do LPS
no grupo tratado, entretanto ndo houve diferenca significativa (p>0,05) em

relacdo ao momento zero (Tabela 15 e Figura 16).
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Tabela 15. Média (X) e desvio padrédo (S) da Temperatura da Face Interna da
Coxa (TFIC) mensurada pela Camera Flir i60, em °C, segundo os
grupos controle (NaCl 0,9%, IV) e tratado (400 ng/Kg de LPS de E.
coli, IV) em cada momento de avaliagao.

TFIC (X £ S)
Tempo (horas)
Controle Tratado (LPS)
0 312 + 14 A 34,6 + 09 A
2 346 = 24 A* 34,0 + 1,7 A
4 345 + 14 A* 36,5 + 1,0 A
6 348 + 14 A* 37,4 + 16 A
12 319 + 22 B 37,6 + 0,6 A
24 315 = 25 A 35,4 + 1,7 A
36 314 + 29 A 36,5 + 09 A
48 314 = 22 A 33,1 + 55 A
60 31,7 + 20 A 36,3 + 10 A

Médias seguidas de letras distintas, mailscula na linha diferem entre si pelo teste de Tukey
(p<0,05).
* Houve diferenca significativa em relagéo ao tempo zero hora pelo teste de Dunnett (p<0,05).
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Figura 16. Temperatura da Face Interna da Coxa (TFIC) mensurada pela
Termografia da Camera Flir i60, em °C, dos grupos controle (NaCl
0,9%, IV) e tratado (400 ng/Kg de LPS de E. coli, IV) em cada
momento de avaliagéo.
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A temperatura do perineo ndo apresentou diferenca significativa
(p>0,05) entre os grupos controle e tratado. Contudo, a temperatura do perineo
elevou-se significativamente até atingir o pico de 39,4°C 4 horas apés a
inoculagdo do LPS no grupo tratado quando comparado ao momento zero
(Tabela 16 e Figura 17).

Tabela 16. Média (X) e desvio padrdo (S) da Temperatura do Perineo (TP)
mensurada pela Camera Flir i60, em °C, segundo os grupos controle
(NaCl 0,9%, IV) e tratado (400 ng/Kg de LPS de E. coli, IV) em cada
momento de avaliacéo.

TP (X £9S)
Tempo (horas)
Controle Tratado (LPS)
0 378 + 0,6 A 37,8 + 0,6 A
2 381 + 25 A 38,4 + 1.1 A
4 385 + 0,9 A 39,4 + 1,0 A*
6 389 + 0,3 A 39,1 + 05 A*
12 378 + 0,8 A 38,9 + 05 A*
24 385 + 05 A 37,5 + 0,2 A
36 379 + 0,3 A 38,5 + 04 A
48 377 + 10 A 37,7 + 09 A
60 366 + 0,9 A 38,4 + 0,8 A

Médias seguidas de letras distintas, mailscula na linha diferem entre si pelo teste de Tukey
(p<0,05).

* Houve diferenca significativa em relagéo ao tempo zero hora pelo teste de Dunnett (p<0,05).
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Figura 17. Temperatura do Perineo (TP) mensurada pela Termografia da
Camera Flir i60, em °C, dos grupos controle (NaCl 0,9%, 1V) e tratado
(400 ng/Kg de LPS de E. coli, IV) em cada momento de avaliagéo.
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VI. DISCUSSAO

O delineamento experimental foi elaborado com o intuito de mensurar o
perfil sérico de citocinas de ovinos submetidos a endotoxemia experimental. A
resposta imunolégica do presente trabalho foi avaliada durante
aproximadamente 3 dias, nos momentos 0, 2, 4, 6, 12, 24, 36, 48 e 60 horas
apos a administracdo do LPS. A resposta imune inata se inicia a partir da
interacdo entre o LPS e as células mononucleares fagociticas. Posteriormente,
estas células passam a produzir e secretar citocinas de acéo pro-inflamatéria,
por exemplo, TNF-a e IL-1p.

Os resultados do presente estudo demonstraram que nao ocorreram
alteracdes significativas das concentracdes séricas de TNF-a e IL-13 apds a
inoculacdo de LPS de E. coli neste modelo experimental. Em contrapartida,
estudos anteriores descrevem aumento progressivo na concentracéo sérica de
TNF-a até atingir o pico em aproximadamente 1-2 horas em ovinos (STAUB et
al., 2001), bezerros (BIENIEK et al., 1998), garrotes (CARROLL et al., 2009),
novilhas (CARROLL et al., 2011) e vacas em lactacdo (OHTSUKA et al., 1997)
com quadro clinico de endotoxemia ap0s a inoculacédo experimental de LPS por
via intravenosa.

Quando a IL-1B é avaliada, sua concentragdo sérica maxima ocorre 90
minutos apdés o pico de TNF-a, ou seja, em torno de 3-4 horas em ovinos
(FERNANDEZ-BUSTAMANTE et al., 2012), garrotes (CARROLL et al., 2009),
novilhas (CARROLL et al., 2011) e vacas em lactacdo (OHTSUKA et al., 1997)
apos a inoculacao experimental de LPS por via intravenosa.

A observacdo de inexisténcia de variagdo significativa nas
concentracbes séricas de TNF-a e IL-1B na mensuragdo da resposta imune
inata do presente estudo pode ser atribuida ao fato dos ovinos serem um
modelo experimental outbread, ou seja, animais ndo isogénicos. Desta forma, a
variacdo genética individual dos animais utilizados neste experimento

influenciaria a resposta da imunidade inata avaliada neste trabalho, o que de
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certa maneira explica a ndo percepcdo de diferencas entre as concentracfes
séricas de citocinas dos animais pertencente aos grupos tratado e controle.

Camundongos da linhagem BalbC quando desafiados com LPS
mostraram de forma bem definida um pico de TNF-a uma hora apds a
inoculacdo de LPS (DOMINGOS et al., 2009). Resultado analogo foi obtido
também quando se utilizou macréfagos peritoniais isolados a partir de
camundongos da linhagem C3H/HeJ, nota-se o pico de TNF-a 1 hora apds o
tratamento das células com LPS (SU et al., 2010). Resultados assim mostram o
alcance da utilizacdo de modelos animais isogénicos, entretanto a validade dos
mesmos para a clinica, no caso a médica veterinaria, deve ser feita com
cautela. Uma vez que a populacdo dos animais domésticos exibe grande
variabilidade genética quanto a resposta imune. Uma perspectiva para avaliar o
alcance destas observacoes é estender o estudo a uma populacdo maior.

Outro efeito seria a via de administracdo do LPS. No presente trabalho,
a administracdo de LPS ocorreu por via intravenosa in bolus, porém sem
alteracdo da cinética de TNF-a e IL-1B. Estudos realizados em diferentes
espécies de animais domésticos como ovinos (STAUB et al., 2001), bezerros
(BIENIEK et al., 1998), garrotes (CARROLL et al., 2009), novilhas (CARROLL
et al., 2011) e vacas lactantes (OHTSUKA et al.,, 1997) nas quais a
administracdo de LPS também foi realizada pela via intravenosa in bolus,
registraram elevacdo de TNF-a e IL-18 atingiu um pico de concentragdo. Em
ovinos neonatos também se observou que a administracdo de LPS pela via
intravenosa por infusdo continua, apresenta resposta imune similar a dos
autores acima, registrando-se elevacdo de TNF-a e IL-1B, 30 e 120 minutos
apos a administracéo do LPS (FENG et al., 2009; FENG et al., 2010).

A discrepancia dos dados encontrados para citocinas entre o presente
trabalho e os acima descritos poderia ser atribuida as diferencas entre
espécies, no entanto € descrito na literatura a resposta do organismo a
inoculacéo de LPS em ovinos neonatos (FENG et al., 2009; FENG et al., 2010),
0 que indica também possivel efeito do estado de maturag¢éo do sistema imune.

Vale ressaltar que animais neonatos podem apresentar resposta imunoldgica



73

mais lenta apesar de serem considerados imunocompetentes, pois seu sistema
imunologico ainda esta em fase de desenvolvimento.

Por outro lado, os animais utilizados neste experimento foram adultos de
quatro anos, os quais possivelmente entraram em contato com microrganismos
possuidores de LPS na sua composi¢cdo mais de uma vez ao longo da vida,
decorrentes de possiveis infec¢des gastrointestinais, pulmonares e da glandula
mamdaria. Embora a resposta ao LPS curse geralmente com quadro
endotoxémico, na literatura também € descrita a tolerancia imunoldgica a esta
molécula. Por uma via de sinalizacao intracelular em macrofagos alternativa
aquela que leva a ativacdo e expressdo do NF-kB. E possivel que a
discrepancia entre estes resultados seja devido a este fendbmeno.

Segundo BISWAS & LOPEZ-COLLAZO (2009), o efeito da tolerancia ao
LPS se caracteriza por reducdo na producdo e liberagcdo de citocinas
inflamatorias como TNF-a, IL-1B e IL-6, seguido de aumento na producdo e
secrec¢do de citocinas anti-inflamatdérias, dentre as quais se incluem a IL-10 e 0
TGFB. Embora este fendmeno nao esteja bem esclarecido para o modelo
experimental ovino, acredita-se que isto possa ter ou ndo ocorrido o que
precisa ser posteriormente avaliado com a determinacao destas citocinas anti-
inflamatérias, além de outros.

Segundo LIU et al (2008), o efeito da tolerancia endotoxémica em
células de Kupffer de camundongos da linhagem C57BL/6J poderia ser
demonstrado através da pré-exposicdo destes animais a 10 ng/mL de LPS,
seguido de um desafio na dose de 100 ng/mL de LPS em aproximadamente 24
horas apos a pré-exposicado. Assim, ocorreria o estimulo a producéo de TNF-a
e a consequente diminuicdo da expressao génica de IRAK-M. Este evento
poderia ser explicado pela regulagcdo negativa da IRAK-M no processo de
sinalizacao aos receptores toll-like.

Os resultados do presente estudo demonstraram que nao ocorreram
alteracdes significativas das concentracdes séricas de IL-2 e IL-13 apos a
inoculacdo de LPS de E. coli neste modelo experimental. Entretanto, houve
aumento destas citocinas no grupo tratado 60 horas ap06s a inoculacéo do LPS.

Este resultado ressalta que nao houve interferéncia de outras respostas imunes
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sobre os animais do experimento, pois a IL-2 é responsavel pelo periodo de
transicdo entre a imunidade inata e a imunidade adaptativa e a IL-13 permite as
trocas de isétipos de imunoglobulina, o que caracteriza a imunidade adaptativa.
Esta situacdo poderia ser explicada pelo fato do LPS ser um antigeno
independente de células T, visto que desencadeia resposta imune inespecifica.
Desta maneira, o LPS induz a proliferacdo de células B, que se multiplica em
imunoglobulinas do tipo M (IgM) ou se diferencia em plasmaocitos, o que nao
estimula a formacdo de imunoglobulinas com maior especificidade, por
exemplo, imunoglobulinas do tipo G (IgG).

Estas concentracdes baixas de IL-2 poderiam estar relacionadas ao fato
desta citocina ser a responsavel pelo periodo de transicdo entre a imunidade
inata e a imunidade adaptativa, que ocorre em aproximadamente 4-5 dias apos
a estimulacdo do antigeno. Esta situacdo nao foi avaliada no estudo que
determinou a concentracdo de IL-2 somente até 60 horas apds a inoculac¢do do
LPS. Outro fator importante segundo MA et al (2006) é que a IL-2 atua como o
principal fator estimulador de células T, pois induz expanséao clonal deste tipo
celular e, ainda, estimula a proliferacéo e ativacdo de células natural killer (NK).

A concentracdo sérica baixa de IL-13 descrita pelo presente trabalho
poderia ser explicada pelo fato desta citocina ser considerada um dos
marcadores da imunidade adaptativa, uma vez que sua funcdo esta associada
a trocas de isotipos de imunoglobulina, principalmente IgE. Segundo WILLS-
KARP (2004), a IL-13 € uma citocina produzida por células T, células natural
Killer (NK) e eosinofilos, que também desempenha a funcdo de promover
fibrose na fase de reparacéo tecidual de processos inflamatorios crénicos, por
exemplo, bronquite asmatica e parasitose gastrointestinal.

A mensuragao das citocinas do presente estudo foi realizada pelo teste
de ELISA empregando-se um kit comercial humano. Segundo SCHEERLINCK
(1999), ocorre reatividade cruzada entre citocinas humanas e de origem animal
devido a homologia entre estas ser maior que 69%. Este fato poderia contribuir
para alteracdo da concentracdo sérica das citocinas neste trabalho. Outro fator
relevante seria o problema do teste de ELISA detectar citocinas biologicamente

inativas ou apenas fragmentos delas. Isto poderia ser relevante em amostras
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biologicamente complexas como 0 soro. Soma-se ao anteposto, o fato das
citocinas circularem muitas vezes ligadas a receptores solUveis ou proteinas
carreadoras, 0 que poderia ocasionar inibicao da acao dos anticorpos utilizados
como reagentes no teste de ELISA, os quais sao capazes de detectar apenas a
fracao livre das citocinas.

Estes resultados sdo inéditos e extremamente relevantes para a
literatura, visto que ndo ha estudos anteriores que descrevam o perfil cinético
de IL-2 e IL-13 apd6s a administracdo de LPS empregando-se qualquer espécie
de ruminante como modelo experimental.

Quatro horas apoés a inoculacdo do LPS a temperatura retal alcancou o
seu valor maximo. Este resultado sugere que no modelo ovino, 0 mecanismo
de desenvolvimento de febre pode ser independente da elevacéo das citocinas
pirogénicas, TNF-a e IL-1B. Outro fator interessante descrito por GERARDI
(2012) foi a concentracdo sérica maxima de IL-6 alcancada somente 60 horas
apos a inoculacdo de 400 ng/Kg de LPS.

A explicacdo plausivel para este fato é a acdo direta do LPS sobre os
receptores toll-like tipo 4 no endotélio fenestrado do 6rgdo circunventricular
(MATSUMURA & KOBAYASHI, 2004). Esta estrutura anatdbmica, localizada na
regido anterior do hipotalamo, tem funcéo termorregulatéria (BLATTEIS, 1992),
por meio da ativacdo da enzima ciclo-oxigenase tipo 2, responsavel pela
sintese de prostaglandina (PGE;) a partir do &cido aracddénico (IVANOV &
ROMANOVSKY, 2004).

Resultados similares foram descritos em ovinos adultos submetidos a
administragcdo de LPS por via intravenosa in bolus nas doses de 1 pg/Kg
(STAUB et al., 2001), 200 ng/Kg (BRIARD et al., 2009) e 400 ng/Kg (BRIARD
et al., 2009) nas quais a temperatura retal elevou-se, respectivamente, para
42°C, entre 3 e 4 horas, 41°C, em 6 horas e 43°C em 6 horas apés a
inoculacéo do LPS.

O termdmetro infravermelho de mé&o e néo contato ndo apresentou
alteracdes significativas na mensuragdo da temperatura superficial corporea
nas regides da fronte, dorso, axila, faces interna e externa da coxa, e perineo

apos a inoculacdo do LPS. Estes resultados sédo distintos ao descrito por
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CARROLL et al (2009) que observaram em garrotes a diminuicdo da
temperatura da superficie corpérea da orelha de 30°C para 22°C
aproximadamente 1,5 horas apds a inoculacdo do LPS. Em relacdo as
temperaturas da superficie corpérea da paleta e da coxa, estas permaneceram
constantes entre 28°C e 30°C durante os momentos de avaliacéo.

Resultados similares ao presente trabalho foram descritos por MENDES
et al (2013), estudo com ovinos apO0s a tosquia nas quais avaliou-se a
temperatura da superficie corpdrea nas regides da fronte, dorso e face externa
da coxa, por meio de termometria infravermelha. A auséncia de alteracdo da
temperatura da pele na regido da fronte estaria relacionada ao fato desta area
ser deslanada e assim receberia a radiacdo solar diretamente, enquanto a
regido do dorso que possui uma cobertura espessa de 14, ndo. J4 a face
externa da coxa poderia ser prejudicada pelos habitos das ovelhas de deitar
sobre a coxa, e assim promover a troca de temperatura por conducdo com o
solo, além desta regido permanecer umedecida durante o periodo da manha,
devido a maior umidade presente na superficie do solo. Entretanto, 0s mesmos
autores defendem a utilizacdo da termometria por infravermelho nas regides da
axila, face interna da coxa e perineo, visto que estas areas facilitam o processo
de termorregulacéo dos ovinos, pois sdo desprovidas de |a.

Quando a técnica da termometria infravermelha foi empregada na clinica
de primatas, os resultados observados por SHELTON et al (2006) e SIKOSKI
et al (2007) em macacos das espécies Aotus sp e Macaca fascicularis
respectivamente, assim como o0s descritos no presente estudo também foram
considerados desfavoraveis para a avaliagdo da temperatura superficial
corporea das regides axilar e frontal.

Resultados contrarios ao presente estudo sdo referidos em medicina
humana, que tem utilizado com sucesso o termdémetro infravermelho na regido
frontal da cabeca para mensurar febre. Esta técnica, comparada ao termdémetro
clinico de mercurio na regido axilar, apresenta resultados similares, pois a
sensibilidade e especificidade entre os métodos podem atingir respectivamente
88,7% e 89,9% (CHIAPPINI et al., 2011). Segundo TERAN et al (2012), a
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sensibilidade e a especificidade aumentam significativamente para 99% em
humanos de faixa etaria de 0-48 meses.

Esta técnica tem aplicabilidade préatica principalmente para a
mensuracdo de estresse térmico, porém deve ser associada a exames fisicos
especificos, como as frequéncias respiratorias e cardiacas. Contudo, a técnica
da termometria por infravermelho ndo obteve resultados satisfatorios quando
empregada para o diagndstico clinico de endotoxemia experimental.

Os resultados obtidos para a termografia por imagem infravermelha
demonstraram que a técnica tem capacidade de identificar o aumento da
temperatura superficial corporea decorrente do estimulo causado pela
administragao do LPS por via intravenosa. As regides da fronte, dorso, axila,
face externa e interna da coxa apresentaram aumento significativo de
temperatura 12 horas apos a inoculacéo do LPS.

A temperatura elevada da superficie da pele esta diretamente
relacionada ao pico febril, ocorrido em 4 horas apés a inoculagédo do LPS. Este
fenbmeno também € explicado pela acdo do LPS nos receptores do tipo TLR-4
no endotélio fenestrado do O6rgdo circunventricular (MATSUMURA &
KOBAYASHI, 2004) que ira desencadear a cascata do acido aracddénico até a
sintese de prostaglandina (IVANOV & ROMANOVSKY, 2004). Somado ao fato
anteposto, o organismo animal necessita manter a homeostasia por meio da
termorregulacéo. Este evento favorece a dissipacao do calor através da pele ou
do aumento da frequéncia respiratoria.

Segundo TURNER (2007) e MOURA et al (2011), as regibes dorso-
lombar, axilar, peitoral, ventral e coxal interna apresentam intensa atividade
metabdlica visto que apresentam o grau de complexidade da rede vascular.
Estas regides sdo providas de consideravel circulagdo venosa que demonstrara
um padréo térmico mais acentuado. Esta situacdo poderia ser justificada pelos
resultados favoraveis de elevacéo da temperatura da pele no presente trabalho
encontrados principalmente nas regides da fronte, axila e face interna da coxa.

Outro fator relevante para a técnica de termografia é a correta
interpretacdo das imagens a serem analisadas, pois a temperatura superficial

da pele € normalmente 5°C mais baixa que a temperatura corpérea mensurada
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pela via retal. Segundo TURNER (2007), isto ocorre devido a dissipacdo do
calor por radiacdo, conveccédo, conducado e principalmente evaporacéo. A partir
deste fato, o procedimento adotado no presente estudo do exame termogréfico
iniciou-se com a aclimata¢ao dos animais em baias individuais com iluminagéo
fraca entre 10 e 20 minutos e temperatura ambiente inferior a 30°C.
Posteriormente, regulou-se a distancia entre animal e camera com objetivo de
minimizar as possiveis interferéncias externas na mensuracao da temperatura
superficial corporea.

A técnica da termografia tem sido pouco explorada pela clinica de
ovinos, somente ha relato do emprego desta ferramenta por CAPRARO et al
(2008) no diagndstico de torgdo testicular. Assim, o presente estudo é pioneiro
no diagndstico de uma das principais enfermidades que venham a acometer
esta espécie de ruminante.

Na contramdo da medicina de ovinos, a termografia por imagem
infravermelha passou a ser utilizada com éxito a partir dos anos 2000 na clinica
de bovinos. Esta técnica estd sendo aplicada na area de doencas infecciosas
para o diagndstico de diarréia viral bovina (SCHAEFER et al., 2004) e sindrome
respiratoria bovina (SCHAEFER et al., 2007) através do aumento da
temperatura superficial corpérea mensurada nas regibes frontal e nasal
decorrente dos processos inflamatorios localizados. Este fato ressalta a
importancia das imagens captadas na regido da fronte do presente estudo,
visto que a endotoxemia tem a capacidade de ocasionar lesdes pulmonares.

Na clinica de equinos, a termografia por imagem infravermelha esta
sendo utilizada desde a década de 90. Segundo JONES (1998), EDDY et al
(2001) e FANTINI et al (2011), esta técnica é uma ferramenta capaz de
diagnosticar precocemente as principais patologias relacionadas ao aparelho
locomotor, por exemplo laminite, tendinite e lombalgia. Esta indicacdo de
diagnodstico de lombalgia permite empregar a técnica para detectar o aumento
da temperatura da pele, principalmente da regido dorsal, em ovinos submetidos

a endotoxemia.
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VIl. CONCLUSOES

Os resultados da avaliagdo do perfil sérico de citocinas e da temperatura
de superficie corpérea de ovinos submetidos a endotoxemia experimental,

empregando-se a dose de 400 ng/Kg de LPS, permitiram concluir que:

a) Nao ocorreu alteracao dos niveis séricos de TNF-a e IL-1.

b) O pico febril dos ovinos detectado pelo termémetro clinico de mercurio
ocorre em 4 horas ap6és a inoculacéo do LPS.

c) A técnica de termometria infravermelha, utilizando-se um termémetro
infravermelho de mao e de ndo contato, ndo é eficaz para mensurar o
aumento de temperatura da pele dos ovinos.

d) A termografia por imagem infravermelha realizada nas regides da fronte,
dorso, axilar, faces interna e externa da coxa detectou alteracdes
térmicas a partir das 6 horas apés a inoculacdo do LPS, atingindo os
maiores valores, as 12 horas, podendo ser adotada como mais um meio

auxiliar para o diagnostico de processos infecciosos sistémicos.
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IX. ANEXO

Arl min 22.0 max 24.9

Animal 5 - 12 Horas - Face externa da coxa. Temperatura 24,9°C. Sendo a variagao de 22,1 a
24 9°C.

Arl min 25.1 max 29.1

Animal 1 - 12 Horas - Fronte. Temperatura maxima 29,1°C. Sendo a variacao de 25,1 a
29,1°C.



