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RESUMO - A endotoxemia € um disturbio grave na clinica veterinaria,
sendo uma das principais causas de mortalidade em equinos.Trabalhos
recentes relatam a eficacia do azul de metileno na prevencdo dos danos
impostos pelo 6xido nitrico. Este estudo foi concebido com o fito de avaliar os
efeitos do azul de metileno sobre as respostas clinica, celular e bioguimica, na
endotoxemia experimental em equinos. Os animais foram divididos em trés
grupos. LPS+AM recebeu LPS e foi tratado com 3mg/kg de azul de metileno
60 minutos apos a inducdo da endotoxemia; LPS+NaCl também recebeu LPS e
foi tratado com 3mg/kg de azul de metileno 255 minutos ap6s a inducédo da
endotoxemia, e NaCl+AM que recebeu NaCl e foi tratado com azul de metileno
60 minutos apds a infusdo do NaCl. Foram realizados exames clinicos e
laboratoriais durante 12 horas em quatro momentos. Observou-se aumento de
temperatura, leucopenia e aumento no fibrinogénio nos animais pré-tratados
com LPS, a partir do momento 90minutos. N&o foi possivel afirmar se houve
efeito benéfico do azul de metileno sobre a resposta dos equinos frente a

endotoxemia experimental.

Palavras-chave: endotoxina, equino, azul de metileno
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ABSTRACT - Endotoxemy is a severe disturb in Veterinary Clinics and
one of the most important causes of deaths in equine. Recent papers report the
efficiency of methylene blue in preventing the damage caused by nitric oxide.
The aim of this work was to study the effects of methylene blue in clinic, cellular
and biochemistry responses in experimental endotoxemy of horses. The
animals were divided in three groups. The group LPS+AM received LPS and
was treated with 3mg/Kg of methylene blue 60 minutes after the induction of
endotoxemy; LPS+NaCl also received LPS and was treated with 3mg/Kg of
methylene blue 255 minutes after the induction of endotoxemy and NaCl+AM
that received NaCl and was treated with methylene blue 60 minutes after NaCl
infusion. Clinical and laboratorial exams were done in four moments during 12
hours. There was an increase in temperature levels, leucopenia and increase in
fibrinogen in the animals treated with LPS, beginning within 90 minutes. It was
not possible to affirm if there was any benefit in the use of methylene blue in

inflammatory response of horses with induced endotoxemy.

Keywords: Equine, endotoxin, methylene
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1 INTRODUCAO

A domesticacao dos equinos acarretou alteracdes significativa nos seu
habitat, bem como em sua dieta. Os animais que percorriam longas distancias
e ingeriam pequenas por¢cdes de gramineas ao longo do dia, passaram a viver
estabulados e ingerir excesso de carboidrato, divididos em poucas porcoes.
Este processo de domesticacdo promoveu aumento significativo nos casos de
céblica equina, uma sindrome que normalmente cursa com disturbio no trato

gastrintestinal, e endotoxemia associada (MOORE, 1990)

A endotoxemia é um disturbio grave na clinica veterinaria, causando
consideravel mortalidade entre os animais acometidos, com efeitos mais
evidentes na espécie equina. Esta afeccdo esta associada a acao de
complexos lipopolissacaridicos (LPS) presentes na membrana externa das
bactérias Gram-negativas (ASTIZ et al., 1995). Em equinos frequentemente
estd associada aos problemas gastrintestinais, sobretudo a cdlica. Seu
surgimento, em geral, deve-se ao processo septicémico provocado por
bactérias Gram-negativas. A endotoxemia é encontrada em outras situacoes
tais como nos casos de chogue hemorragico, queimaduras extensas,
desnutricdo protéica e ictericia obstrutiva (SOUZA, 2003).

Muitos dos efeitos deletérios promovidos pelo lipopolissacarideo (LPS)
podem estar associados a liberagdo de citocinas e 6xido nitrico (NO). Nos
estados de choque endotoxémico e histaminérgico ha liberacdo de mediadores
inflamatoérios, com destaque para a histamina e a bradicinina. A liberacédo
macica destes mediadores induzem a producéo de 6xido nitrico, que, por sua

vez, promove vaso dilatacdo. Mais recentemente descobriu-se que o azul de
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metileno (AM) age como bloqueador seletivo da guanilato-ciclase, inibindo com

isso, a sintese de NO (PREISER et al.,1995).

Isto posto, face ao desconhecimento dos efeitos do azul de metileno em
resposta endotoxémica de equinos, objetivou-se com este estudo avaliar os

efeitos desta substancia na endotoxemia induzida em equinos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

O estudo da endotoxina iniciou-se no final do século XIX, quando
Pfeiffer, descobriu que o lisado de Vibrio cholerae inativado pelo calor, continha
um principio téxico capaz de induzir choque e morte em animais de laboratério,
denominado de endotoxina (BAYSTON & COHEN, 1990).

Esta substancia é constituida de uma porcao lipopolissacaridica
presente na membrana celular de bactérias gram negativas, que pode se
apresentar de forma livre apés a lise bacteriana (BRODGEN & PHILLIPS,
1988). O LPS apresenta em sua estrutura molecular trés regides bem distintas:
uma cadeia lateral O-especifica, um nucleo (“core”) oligossacarideo e um
lipideo A (RIETSCHEL et al.,, 1982). O lipideo A, que possui capacidade
ligadora a membrana (COLATTOS, 1995) é biologicamente ativo e confere
propriedades téxicas a molécula; a regiao lateral O é variavel segundo a cepa
bacteriana e contém os determinantes antigénicos que definem
sorologicamente a molécula de LPS (MacKAY,1992).

Como a microbiota intestinal de cavalos sadios é constituida, na sua
maioria, por bactérias gram negativas, a endotoxina é facilmente encontrada no
intestino desses animais. Dados obtidos por MOORE et al. (1979) relatam
concentragdes de até 80ug/ml de endotoxina no fluido cecal de equinos
clinicamente normais. Ja segundo Mackay (1992) mais de 2,0g podem ser
encontrados no mesmo conteldo, porém pequena quantidade chega a
circulacédo, devido a barreira presente na mucosa intestinal. Fisiologicamente
essa pequena quantidade de endotoxina absorvida é prontamente detoxificada

no figado (BURROWS, 1981), sendo eliminada da circulacao pelas células do
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sistema fagocitico-mononuclear do figado (FREUDENBERG et al., 1985), ou
por anticorpos neutralizantes (ZIEGLER et al., 1982).

Quando a quantidade de endotoxina aumenta na circulacao e suplanta a
capacidade de detoxificacdo do figado, pode exercer efeitos deletérios (HENRY
& MOORE, 1990). A severidade dos efeitos esta diretamente relacionada com
o grau de endotoxemia (MOORE et al., 1981b). MacKAY (1992) relata que a
passagem de apenas 1ug de endotoxina para a circulagdo é suficiente para
causar febre e leucopenia em equinos. VALADAO (2005), relata que doses de
0,03 até 0,1ug/Kg, sédo suficientes para causar hipertensao pulmonar e diminuir
o fluxo sanguineo para os tecidos intestinais, sem contudo, causar hipotensao
arterial sistémica e provocar choque em equinos.

Apesar da endotoxina permanecer intimamente associada a membrana
externa, da bactéria viva, ela é liberada quando ocorre rapida replicacao
bacteriana, bem como lise ou morte do microorganismo (HENRY & MOORE,
1990; OLSON et al.,1995). Nas nfeccdes locais ou sistémicas, como pleurite,
pneumonia, peritonite, metrite e colite, causadas por bactérias Gram-negativas,
h& producdo de grande quantidade de endotoxina livre e, consequentemente
intensa absor¢cdo da substancia (FESSLER et al., 1989; MOORE & MORRIS,
1992).

Quando absorvidas, as endotoxinas iniciam diversas respostas
sistémicas, como estimulo imediatamente das plaquetas a liberar substancias
vasoconstritoras. HENRY & MOORE (1990) citam também que, durante a
endotoxemia, ha liberagcdo do acido araquiddnico, pela acdo da fosfolipase.
Este por sua vez pode ser degradado por duas vias distintas, a da

ciclooxigenase, que produz prostaglandina e tromboxanos ou a da
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lipoxigenase, que produz leucotrienos. Durante a endotoxemia, devido a lesao
endotelial, ha inicio prevaléncia inicial da atividade de tromboxano, resultando
em vasoconstricdo difusa, agregacao plaquetaria, microtrombose e em
consequéncia disso isquemia, levando a hipoxemia arterial e hipertensao
pulmonar, devido a acao do tromboxano A,. A isquemia promovida pela
endotoxina pode estar associada também ao ileo paralitico, a insuficiéncia
renal aguda e a laminite (HENRY & MOORE, 1990).

A lesédo endotelial aumenta a permeabilidade vascular, com liberacao de
prostaciclina que estimula os neutréfilos, especialmente nos pulmdes e no
seguimento intestinal onde ocorreu a injuria (SANGEETA et al., 2003).

As acles do sistema de defesa desencadeado pela endotoxemia, que
deveriam ser benéficas, na verdade a imunomodulacéo efetiva e as
propriedades endotoxicas prejudiciais sdo proximas. A acao excessiva da
endotoxina sobre a cascata imunoinflamatéria pode produzir alteracdes
irreversiveis desencadeados por fatores imunomodulatérios fisiolégicos,

como no caso das citocinas enddégenas (MOORE & BARTON, 1998).

A endotoxina age sistemicamente promovendo a liberagdo de
metabdlitos do acido araquiddnico, serotonina, bradicinina, fator ativador de
plaquetas (PAF), B-endorfinas, fatores de complemento, fator de necrose
tumoral (TNF), fator estimulador de colénias (CSF), histamina,
renina/angiotensina, catecolamina, atividade pré-coagulante, fator de
depressdo miocardica, interleucina 1 (IL-1) e interferon. Esses mediadores
acionam diversas cascatas biolégicas que resultam nos efeitos nocivos da

endotoxemia (FONG & LOWRY, 1990 ; GALVANI et al., 1999).
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O lipidio A do LPS induz uma cascata de eventos que se inicia com a
agressdo a membrana célular, incluindo as células endoteliais, leucocitos e
plaquetas, ativando o mecanismo de coagulacao, podendo levar a coagulagao
intravascular disseminada (CID). As plaquetas lesionadas liberam histamina,
serotonina e adrenalina (COTRAN et al.,, 2000). Estudos realizados com
mediadores lipidicos como o fator agregador de plaguetas (PAF), das
prostaglandinas, dos tromboxanos e dos leucotrienos, demonstraram efeitos
importantes durante a endotoxemia e assim como o 6xido nitrico (NO),
parecem ser responsaveis por muitas outras respostas além de hipotenséao
(MOORE, 2001). Além disso, neutrofilos e plaquetas sao sequestrados na
microcirculacdo, onde podem juntamente com as células endoteliais,
macréfagos e mondcitos circulantes, contribuir para a injaria vascular (OLSON
et al.,1995).

Trés produtos dos fagécitos mononucleares: leucotrienos, IL-1 e TNF
foram largamente estudados. A IL-1 desencadeia a resposta febril, &
responsavel também pelo inicio do metabolismo do acido araquidbnico, através
da estimulacdo da atividade da fosfolipase. Além disso, a IL-1 inicia os efeitos
proteoliticos do estresse, o que resulta na reducdo da massa muscular,
gliconeogénese e sintese de proteina da fase aguda no figado (MOORE,
1990).

MORRIS et al (1991) observaram o aumento na concentracao sérica do
TNF apds a aplicagéo do LPS, alcangando picos entre 90 e 120 minutos ap6s a
aplicacdo do LPS. Descreveu seu papel na patogénese do choque
endotoxémico, pois administrou o TNF purificado em animais de laboratério e

provocou a maioria das alteragdes associadas com a endotoxemia, observando
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ainda que a agao de anticorpos monoclonais anti-TNF, preveniu a maioria dos
efeitos deletérios da endotoxemia.
Os mondécitos/macréfagos e linfocitos T e B sao as principais fontes
secretoras de TNF-a, no entanto, outras células sdo capazes de sintetiza-lo,
incluindo células de Kupffer, neutrofilos, mastocitos, células endoteliais entre

outras (VAN der POLL & LOWRY, 1995).

A via alternativa do complemento também pode ser ativada pela acdo da
endotoxina, promovendo a liberacdo de B-endorfinas, um opidide endogeno
com atividades analgésicas e vasodilatadoras. WILD et al. (1984)
demonstraram que antagonistas de opidides melhoram a hemodinamica
durante a endotoxemia.

Uma série de respostas hemodinamicas, hematoldgicas e metabdlicas
ocorrem em equinos com endotoxemia (HENRY & MOORE, 1990). A
endotoxemia estimula as células endoteliais a expressarem receptores para
glicoproteinas da superficie de neutréfilos, promovendo a aderéncia destes no
endotélio vascular, levando a um quadro de leucopenia. Uma vez ligados, os
neutrofilos marginados sao ativados pela exposicdo a mediadores
inflamatérios, agredindo o endotélio vascular, tornando-o permeéavel (CARGILE
et al.,1995).

Equinos com endotoxemia apresentam alteragdes clinicas importantes,
tais como anormalidade na coloragdo das membranas mucosas e surgimento
de linha tdxica ao redor dos dentes; aumento do tempo de preenchimento
capilar; elevacdo das frequéncias cardiaca e respiratoria; diminuicdo dos
borborigmos intestinais; febre; hemoconcentracdo e trombocitopenia. Alguns

equinos podem apresentar significativas dores abdominais, alguns animais
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podem apresentar-se prostrados enquanto o0 processo se desenvolve
(CAMPEBELL et al., 2007).

De acordo com MOORE (1990) os primeiros sinais da endotoxemias sdo
taquicardia, dispnéia, hipdxia, altera¢des de perfusdo e dor abdominal. Na fase
inicial onde predomina a acao das tromboxanas observa-se mucosas palidas e
tempo de preenchimento capilar (TPC) de normal a reduzido. Em poucas
horas, a via do acido araquidénico, direciona-se para a sintese de substancias
vasodilatadoras, aumentando o TPC. Nesta a hipotensdo e a
hemoconcentracéo sdo evidentes. VALADAO et al. (1995) observaram febre e
aumento das frequéncias respiratéria e cardiaca trés horas apds a inducao da
endotoxemia experimental

Estudos realizados por MATHISON et al. (1988) relataram que quando
injetado em animais, o LPS se liga as lipoproteinas plasmaticas de alta
densidade, albumina do soro, componentes do complemento além de uma
proteina de fase aguda chamada de proteina ligadora de LPS (LBP). A
interacdo entre a endotoxina e esta proteina torna a endotoxina incapaz de
estimular os componentes celulares, ou de ser removida da circulagdo. Esta
lipoproteina de alta densidade funciona como um mecanismo para inibir os
efeitos deletérios das endotoxinas (CAMPEBELL, 2003).

A LBP é sintetizada no figado e geralmente é encontrada em pequenas
quantidades na circulagdo, porém, em resposta de fase aguda sua
concentracdo pode aumentar muito (MOORE, 2001). O receptor de superficie,
CD14, é um dos maiores receptores de superficie celular para endotoxina
(MOORE, 1999). Apesar deste receptor ter funcao central na resposta celular,

nao possui habilidade para transmitir o sinal da endotoxina para o interior da
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célula. O inicio do processo endotoxémico se da através da interacao entre o
lipopolissacarideo e o receptor CD14, presente em mondcitos, macrégafos e
neutréfilos. A proteina ligante encontrada no LPS facilita a transferéncia da
endotoxina para o receptor CD14. PEIRO (2002), explica que nas células que
nao expressam o CD14, tais como as endoteliais, os receptores CD14 soluveis
(sCD14) atuam como ponte para o reconhecimento de superficie do complexo
LPS - CD14.

Apesar das pesquisas nos ultimos anos a cerca da endotoxemia, a
molécula que reconhece o complexo LPS-sCD14 ainda n&o foi identificada nas
células CD14. Além disso, o receptor CD14 ndo possui uma porcao
citoplasmatica e para realizar as ligacoes existe um receptor toll-like 4, o qual é
responsavel pela transducao do sinal do complexo LPS-CD14 para o interior da
célula (PEIRO, 2002).

Segundo MEANS et al. (2000) citado por PEIRO (2002), explicam que os
receptores toll-like representam uma familia de receptores para o
reconhecimento da resposta imune inata, sendo que estes estdo associados
com a via de sinalizagdo, o que resulta na ativacdo dos genes que expressam
a resposta imune inata. PEIRO (2002), no entanto, ressalta que a necessidade
do receptor CD14 ocorre apenas quando as endotoxinas estdo em pequenas
concentragdes, pois, quando altas doses de LPS estdo presentes no
organismo, ha estimulacao das células independente deste receptor.

A IL-6 é produzida e secretada por mondcitos/macrofagos, fibroblastos,
células do endotélio vascular, linfécitos T e mastocitos (KISHIMOTO, 1992),
que sao estimulados pela IL-1, TNF-a, fator de crescimento derivado de

plaquetas. O principal efeito pré-inflamatério desta citocina é a inducdo da
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producédo de proteinas de fase aguda, tais como o fibrinogénio, a proteina C
reativa, a ferroxidase, o complemento, entre outras. A IL-6 estimula o
crescimento e diferenciacao das células B e age como co-estimuladora de
células T. Concentracdes altas de IL-6 tém sido mensuradas em soro e liquidos
corpéreos de humanos e animais, apds a administragdo de endotoxina.
Aumentos nas concentracbes de IL-1 e TNF-a também foram descritos apés
infeccdo bacteriana aguda (JABLONS et al., 1989). Enquanto os efeitos da IL-1
e do TNF- a podem ser prejudiciais ao hospedeiro, as a¢des da IL-6 parecem
ser benéficas, pois os fatores da fase aguda protegem o hospedeiro contra
microrganismos, além da IL-6 ndo causar injuria tecidual (GREEN & ADAMS,

1992).

O éxido nitrico € um gas radical livre, soluvel de curta duracado, produzidos
por diversas células, que regula a liberacdo de neurotransmissores no sistema
nervoso central. E um mediador intercelular (IGNARRO et al., 1987), que
também é utilizado por macréfagos para destruir agentes agressores (KUMAR

et al., 2008).

O NO é sintetizado a partir da ativacao de receptores de membrana, que
mobilizam calcio no interior das células endoteliais. O calcio é um cofator
importante, pois ele se liga a proteina calmodulina, estimulando assim a
enzima Oxido nitrico sintase (NOS). Esta enzima converte a L-arginina em L-
citrulina, liberando com esta reacdo o ON (PALMER et al., 1988). Porém,

existem NOS que atuam de forma independente do Ca™ (HIBBS et al., 1987)

HIBBS et al. (1987) relatam que as NOS dependente de Ca™ possuem

funcao constitutiva, enquanto as que nao necessitam de Ca** sdo associadas a
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acao inflamatéria. Foram descritas trés isoformas de éxido nitrico sintase, com
diferentes distribuicdes nos tecidos. O tipo | € NOS neuronal, sem fung¢do no
processo inflamatério. O tipo Il trata-se de uma enzima presente em
macréfagos, neutréfilos, células de Kupffer, hepatécitos, mibcitos cardiacos,
epitélio respiratério e células endoteliais, que produzem NO nas reacgdes
inflamatérias. O tipo Ill encontra-se normalmente no endotélio e tem fungéo

constitutiva (KNOBEL, 1996).

Atualmente sabe-se que o NO desempenha mdltiplos papéis na inflamacao,
incluindo vasodilatacdo, antagonismo a agregacao plaquetaria, reducao no
recrutamento de leucécitos e acado citotdxica para destruicdo de bactérias
(KUMAR et al., 2008). CRISTOL et al. (1993) descreve que o NO promove
aumento do fluxo de sangue em tecidos com hipéxia. Este aumento ocorre em
virtude da acao vasodilatadora do ON, pois ele promove aumento nos niveis de
Guanosina 3°, 5°-ciclica monofosfato (GMPc) na musculatura lisa dos vasos,

levando a um relaxamento desta (FEELISCH & NOACK, 1991)

Recentemente a utilizacdo do azul de metileno (AM: férmula molecular:
C16H18CIN3S) em pacientes humanos, endotoxémicos, visa diminuir a sintese
de NO. Sabe-se que a producado do NO é dependente da acdo da enzima 6xido
nitrico sintase (NOS) sobre a L-arginina, que ativa a guanilato ciclase soluvel,
desencadeando uma reagao que culmina na liberacao de GMP ciclico, levando
a uma reducdo na quantidade de calcio intracelular. O AM inibe a ativacao da
guanilato ciclase soluvel, diminuindo, portanto, de uma forma acentuada, os

efeitos periféricos do NO (PREISER et al.,1995)
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O AM foi considerado e utilizado inicialmente, “in vitro”, como bloqueador
seletivo da guanilato ciclase em tecido muscular liso. Esta claro atualmente que
também inibe a Oxido nitrico sintase e inativa diretamente o NO. Ha relatos
sobre os beneficios na utilizagdo do AM para tratar vasoplegias em cirurgias
cardiacas e no choque anafilatico. Estudos demonstram que a inibicao do NO
pelos analogos da L-arginina revertem a hipotensdo (MENARDI et al., 2006).
THIEMERMAN (1993) relata que a utilizacdo de inibidores da NOS tem
apresentado bons resultados em pacientes hipotensos, devido ao choque

endotoxémico, mesmo quando refratario a terapia com vasoconstritores.

A resposta inicial do organismo durante o processo inflamatério
decorrente de infeccbes, traumatismos, endotoxemia, isquemia e
procedimentos cirargicos incluem varias alteracdes fisioldgicas denominadas
resposta de fase aguda da inflamacao (TAKIGUCHI et al., 1990), que inclui a
modificacdo do metabolismo hepatico, com aumento da producao de
glicoproteinas denominadas proteinas de fase aguda (TAKIGUCHI et al., 1990;
GODSON et al., 1996). Como a concentragdo plasmatica de proteinas de fase
aguda é diretamente proporcional ao grau de lesao tecidual ou de inflamacgéao
(KENT, 1992), o proteinograma plasmatico pode ajudar no diagnéstico de
quadros clinicos suspeitos de septicemia e ou endotoxemia, ndo raros nas
complicacdes pds-operatdrias em equinos (TAKIGUCHI et al., 1990), e auxiliar
no diagndstico e prognostico das enfermidades de abdome agudo, em estado

de hidratacao, risco cirargico e tipo e duracao do processo inflamatério.

As proteinas de fase aguda podem ser classificadas como positivas ou

negativas (KANEKO et al., 1997). No primeiro grupo enquadram-se, dentre
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outras, fibrinogénio, glicoproteina acida e haptoglobulina (TAKAGUCHI et al.,
1990; TRUMEL et al., 1996), as quais se elevam imediatamente ap6s a
instalacao do processo inflamatério e ou endotoxémico (GODSON et al., 1996),
decrescendo rapidamente com a regressdao da lesdao (KENT, 1992). As
principais proteinas de fase aguda negativa cujas concentracdes séricas
tendem a decrescer nas reacgdes inflamatorias tém como principais

representantes a albumina e a transferrina (KANEKO et al., 1997).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados 12 equinos (oito machos castrados e quatro fémeas),
sem raca definida, considerados higidos apés realizagdo de exame fisico e
hemograma completo. A idade dos animais variou entre quatro e oito anos,
com peso entre 300 e 400 kg e escore corporal de trés a quatro, em escala de
um a cinco, de acordo com SPEIRS (1997). Os equinos foram vermifugados
com 200 mcg/kg de ivermectina' e mantidos por 15 dias em piquete coletivo,
com suplementacao a base de feno de coast cross (Cynodon dactylon), racao
comercial® na proporcdo de 1% do peso corporal, sal mineral® e agua ad

libitum.
3.2 Preparo dos Animais

Os animais foram submetidos a jejum alimentar durante doze horas
antes do inicio do experimento. Subsequentemente, foram contidos em tronco
individual realizada tricotomia de uma area de 10 X 5 cm, no terco médio das
regides cervicais direita e esquerda, para a cateterizacao transcutanea das
veias jugulares correspondentes. Apés tricotomia e anti-sepsia local com
iodopolivinilpirrolidona, foram introduzidos cateteres de nailon calibre 14G* em
ambas jugulares. Os farmacos foram administrados através do cateter
implantado na veia jugular esquerda, e colheitas das amostras de sangue

foram realizadas através do cateter implantado na jugular direita.

1 lvermectina Ouro Fino, pasta — Ouro Fino Agronegécio — Cravinhos/SP

* Royal Horse Rodeio Socil — Copyright Socil Evialis Nutricdo Animal Inddstria e Comércio Ltda-
S&o Paulo/SP

® Real Equino — Real H — Campo Grande/MS

* Abbocath — Abbott Laboratérios -Sdo Paulo-SP, Brasil.
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3.3 Delineamento Experimental

Administracdo do LPS - Os animais dos grupos LPS + AM e LPS + NaCl,
no dia do experimento, foram contidos em tronco e feita a administracéo, pela
via intravenosa de lipopolissacarideo de E. coli 055:B5, na dose de 50ng/kg
diluido em 50mL de solugcédo estéril de cloreto de sédio a 0,9%, durante um
periodo de 15 minutos. Esse procedimento foi feito no periodo da manha, entre
7:30 e 8:00 horas.

Grupos experimentais — Os animais foram separados igualmente (n=4)
ao acaso em trés grupos: Grupo lipopolissacarideo + azul de metileno (LPS +
AM), grupo lipopolissacarideo + NaCl a 0,9% (LPS + NaCl) e grupo azul de

metileno + NaCl a 0,9% (AM + NaCl).

No grupo LPS + AM apés o término da administracdo intravenosa do LPS?®,
aguardou-se uma hora e, subsequentemente, aplicou-se solucdo de AM® a 1%,
na dose 3mg/kg, também pela via intravenosa, durante um intervalo de 15
minutos. Trés horas apdés o término desta administracdo, administrou-se,
também por via intravenosa, solugdo de cloreto de sédio 0,9%’, no mesmo

volume da solugéao de AM.

No grupo LPS + NaCl apés o término da administracdo do LPS® por via
intravenosa, aguardou-se uma hora para, subsequentemente, aplicar-se por via

intravenosa, durante um intervalo de 15 minutos, solu¢do de cloreto de soédio

® E. coli 055:B5 (Sigma) -S&o Paulo-SP, Brasil.

® Azul de Metileno (Sigma) -S&o Paulo-SP, Brasil.

/ Solucao de NaCl 0,9%- Lab. Farmacéutico Ltda, Aquiraz-CE
® E. coli 055:B5 (Sigma) -S&o Paulo-SP, Brasil.
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0,9%°, no mesmo volume da solucdo de AM. Trés horas ap6s a administragao
da solugdo de NaCl administrou-se,uma solucdo de NaCl e AM'® a 1%, na dose

3mg/kg.

No grupo AM + NaCl uma hora ap6s a administracdo de 50mL de solucao de
NaCl a 0,9%, infundiu-se azul de metileno, por 15 minutos pela via intravenosa
diluido em NaCl na mesma dose concentragdo dos grupos anteriores. Trés
horas apdés a administracdo do azul de metileno administrou-se o mesmo

volume de NaCl (figura 1).

GRUPO (LPS + AM) GRUPO (LPS + NaCl)
LPS AM NaCl LPS NaCl AM
| | 1 | | 1 | |
1
Olwin GBmin 2§5min 1 Onln 60min 255!nin !

GRUPO (AM + NaCl)

NaCl AM NacCl
L g I |
[ ) I
Omin 60min 255min

Figura 1 — Representacdo esquematica da administracao das drogas durante
o periodo experimental.

Colheita das amostras - As amostras de sangue foram colhidas
imediatamente antes da infusdo de 50mL de solucdo de LPS ou NaCl (T-15),
90 minutos apds o término da infusdo de 50mL de solucdo de LPS ou NaCl
(T90), 285 minutos apds a infusdo de 50mL de solucao de LPS ou NaCl (T285),
o ultimo momento foi colhido 720 minutos ap6s a infusdo de 50mL de solucao

de LPS ou NaCl (T720).

® Solugao de NaCl 0,9%- Lab. Farmacéutico Ltda, Aquiraz-CE
' Azul de Metileno (Sigma) -S&o Paulo-SP, Brasil.
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Imediatamente apds a colheita de sangue, a amostra foi encaminhada
ao laboratério de Patologia Clinica do Hospital Veterinario da Universidade da
Grande Dourados (UNIGRAN). O sangue foi acondicionado em tubos de
vacutainer contendo anticoagulante (acido etilenodiaminotetracético dissédico a
10%).

3.4. Procedimentos Experimentais

3.4.1 Frequéncia Cardiaca (FC)
A frequéncia cardiaca (FC, batimentos/min) foi determinada por meio de

auscultagao, com auxilio de estetoscopio, ao longo de um minuto, no quarto
espaco intercostal da regido para-esternal esquerda.

3.4.2 Frequéncia Respiratoéria (FR)
A frequéncia respiratéria (movimentos por minuto) foi avaliada por

observacao da movimentacao do gradil costal durante um minuto.

3.4.3 Temperatura retal (TR, °C)
A temperatura retal foi mensurada com termémetro clinico digital

convencional .

3.4.4 Tempo de preenchimento capilar (TPC, segundos)
O tempo de preenchimento capilar foi obtido por compressao da mucosa
oral da arcada superior, determinando-se o tempo em segundos para o

desaparecimento da impressao digital.

" Incoterm Industria de Termdmetros Ltda. — Porto Alegre/RS.
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3.4.5 Volume globular (VG, L/L)
O volume globular foi obtido pela técnica do microhematdcrito,

utilizando-se a centrifuga de microhematécrito 2.

3.4.6 Contagem de hemacias (x10'?/L)
A contagem de hemacias foi obtida através da diluicdo das amostras em
diluidor automatico’ e leitura em contador de células automatico'.
3.4.7 Concentracao de hemoglobina (Hb, g/L)
A concentracdo de hemoglobina foi determinada através da diluicdo das
amostras em diluidor automatico e leitura em contador de células automatico
3.4.8 Contagem de leucécitos (x10%L)
A contagem de leucdcitos foi determinada por meio da diluicdo das amostras

em diluidor automatico e leitura em contador de células automatico.

3.4.9 Proteinas plasmaticas totais (PPT, g/dL)
A concentragdo de proteinas plasmaticas totais foi determinada pela
técnica de precipitacdo pelo calor e a leitura realizada em refratdmetro

portatil'®.

3.4.10 Fibrinogénio (g/L)
A concentracdo de fibrinogénio foi obtida pela técnica de precipitacdo

pelo calor e a leitura realizada em refratdmetro portatil”.

12 Centrifuga de microhematdcrito, QUIMIS, Diadema - SP — Brasil
'3 Diluidor automatico DA 500, CELM, Barueri - SP— Brasil

'* Contador de células CC 530, CELM, Barueri - SP— Brasil

1% Refratdometro de mio QUIMIS Diadema - SP — Brasil
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3.4.11 Concentracao de glicose sérica (mg/dL)

A concentracao sérica de glicose foi mensurada pelo método enzimatico-
colorimétrico, mediante o uso de conjuntos de reagentes comerciais'® e leitura
em densitdmetro semi-automatico'’, em comprimentos de onda especificos
para cada constituinte.

3.4.12 Quantificacao das concentracoes séricas de proteinas de
fase aguda

Para a separacao das proteinas séricas foi realizado o fracionamento
eletroforético em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sodio (SDS-

PAGE), e os resultados foram analizados por densitometria.
3.4.13 Oxido nitrico (NO)

A dosagem de éxido nitrico (NO) foi realizada pelo método nitrato/nitrito,
a partir de amostras de sangue colhidas em tubos estéreis contendo heparina
sédica, centrifugadas a 1500 x g por 10 minutos e o plasma sobrenadante foi
coletado, aliquotado e estocado em tubos de polipropileno em freezer - 70 °C
até serem analisadas para a concentracao de NO.

Uma aliquota de plasma de cada animal foi descongelada em
temperatura ambiente e em local escuro durante 20 a 30 minutos. O volume de
50 pL de cada amostra foi transferido para tubos de polipropileno e
desproteinizada pela adicdo de 100 pL de etanol. A solucdo foi homogeinizada
e deixada em descanso durante 30 minutos no freezer a - 20 °C. em seguida,

as amostras foram centrifugadas a 10000 X g, durante 5 minutos, a

'® Gold Analisa Diagnéstica Ltda, Belo Horizonte-MG-Brasil
' Densitdmetro semi-automatico Bioplus BIO-200, Sao Paulo-SP-Brasil
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temperatura de 25 °C, e o sobrenadante foi retirado para realizacdo imediata
da medida do nitrito. A medida da concentracdo do NO foi realizada utilizando
um sistema de deteccao eletroquimica de NO.

As dosagens de 6xido nitrico foram realizadas no Laborato6rio da Escola
de Enfermagem da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto — USP.

3.4.14 Interleucina 6 (IL-6)

A atividade sérica da IL-6 foi quantificada através do teste de ELISA
simplificado'®, seguindo-se as recomendagdes do fabricante. Resumidamente,
em uma microplaca de 96 pocos de fundo chato, o padrdo foi colocado na
posicao A1/A2 a H1/H2. Adicionou-se 150 uL de agua destilada, em duplicata,
em todos 0s pocgos contendo o0 padrdo e também nos pogos reservados ao
branco. A partir da coluna 3, 100 pL de agua destilada, em duplicata, foram
adicionados aos pocgos reservados para as amostras a serem testadas. Em
seguida, adicionou-se 50 pL de cada amostra, em duplicata, nestes pocos. As
placas foram cobertas e incubadas durante 3 horas em temperatura ambiente
(252 C). A remocéao do sobrenadante e a lavagem dos pocos foi repetida 4
vezes com um tampao de lavagem. ApGs esta etapa, 100 uL de uma solucao
de substrato TMB foram adicionados em todos 0s pocos, inclusive para o
branco. As placas foram incubadas em temperatura ambiente (25° C) durante
15 minutos. Para finalizar a reacdo, 100 uL da solugdo de bloqueio foram
adicionados em todos os po¢os, incluindo-se os brancos. As placas foram lidas

em um leitor de ELISA a 450 nm.

18 IL-6 Human Biotrak Easy ELISA, GE Healthcare, RPN5968, Viena, Austria.
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3.4.15 Fator de necrose tumoral-a (TNF-a)

A atividade sérica do TNF-a foi quantificada através do teste de ELISA
simplificado, seguindo-se as recomendacdes do fabricante. Resumidamente,
em uma microplaca de 96 pocos de fundo chato, o padrédo foi colocado na
posicao A1/A2 a H1/H2. Adicionou-se 150 uL de agua destilada, em duplicata,
em todos 0s pocgos contendo o0 padrdo e também nos pogos reservados ao
branco. A partir da coluna 3, 100 pL de agua destilada, em duplicata, foram
adicionados aos pocos reservados para as amostras a serem testadas. Em
seguida, adicionou-se 50 pL de cada amostra, em duplicata, nestes pocos. As
placas foram cobertas e incubadas durante 3 horas em temperatura ambiente
(252 C). A remocéao do sobrenadante e a lavagem dos pocos foi repetida 4
vezes com um tampao de lavagem. ApGs esta etapa, 100 uL de uma solucao
de substrato TMB foram adicionados em todos 0s pocos, inclusive para o
branco. As placas foram incubadas em temperatura ambiente (25° C) durante
15 minutos. Para finalizar a reacdo, 100 uL da solugdo de bloqueio foram
adicionados em todos os po¢os, incluindo-se os brancos. As placas foram lidas

em um leitor de ELISA a 450 nm.
3.5 Analise Estatistica

Os dados obtidos na fase experimental foram submetidos a analise de
variancia empregando-se o software Sigma Stat®. Na avaliagdo das diferencgas
das médias ao longo do tempo dentro de cada grupo, utilizou o teste de
Student-Newman-Keuls. A comparacdao entre os grupos, nos diferentes
intervalos, foi realizada pelo teste-t. As diferencas entre as médias foram

consideradas estatisticamente significativas com P<0,05.
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4 RESULTADOS

Os resultados obtidos neste estudo estdo apresentados em tabelas e
graficos, constando as médias e o0s desvios-padrdao de cada parametro
avaliado ao longo do tempo.

4.1 Frequéncia Cardiaca

A frequéncia cardiaca aumentou significativamente nos dois grupos que
receberam a infusdo de LPS. Observou-se uma diferenca estatistica no grupo
LPS+AM no momento T90, e no grupo LPS+NaCl nos momentos T90 e T285.
(Tabelal e Figura 2).

4.2 Frequéncia Respiratoria

Nos animais que receberam LPS, a frequéncia respiratéria aumentou
significativamente no momento T285. Porém no grupo LPS+AM este aumento
comegou no momento T90 até T285 (Tabela2 e Figura 3).

4.3 Temperatura retal
No grupo LPS+AM houve aumento significativo na TR a partir de T90.

Porém, este aumento s foi estatisticamente significativo no momento T285
para o grupo LPS+NaCl (Tabela 3 e Figura 4).

4.4 Tempo de preenchimento capilar
O TPC apresentou aumento significativo no momento T90 no grupo

LPS+AM (Tabela 4 e Figura 5).
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Tabela 1 - Valores médios (x) e desvios-padrdo (s) da frequéncia cardiaca (FC) em
batimentos por minuto de equinos dos grupos LPS+AM, LPS+NaCl e AM+NaCl ao

longo de 12 horas apés a inducdo da endotoxemia
T90 T285
Tempo T-15 T720
X (s) X (s) X (s) x (s)
LPS+AM 38b 7 506 6 483b 8 506b 9
LPS+NaCl 39° 3 57° 13 48° 5 47% 7
AM+NaCl 45 4 44 7 47 9 45 6

Letras mindsculas distintas na mesma linha denotam diferenga entre os momentos, no mesmo
grupo (p < 0,05 teste-t, seguida pelo teste de Student-Newman-Keuls).
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—O— LPS+AM
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Figura 2 — Representagdo grafica das variacoes das médias e desvios padrdo da
frequéncia cardiaca em batimentos por minuto de equinos dos grupos LPS+AM,
LPS+NaCl e AM+NaCl ao longo de 12 horas apds a indugao da endotoxemia.
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Tabela 2 - Valores médios (x) e desvios-padrdo (s) da frequéncia Respiratéria (FR)
(movimentos por minuto) de equinos dos grupos LPS+AM, LPS+NaCl e AM+NaCl
ao longo de 12 horas apés a inducdo da endotoxemia.

Tempo T-15 T90 T285 1720
X (s) X (s) X (s) X (s)
LPS+AM 17° 2,4 242 2,2 27,7° 4,6 16,5° 1,0
LPS+NaCl 20,5° 2,1 17,75° 3,6 38,75° 125 14,75° 3,9
AM+NaCl 28,5 7,2 29,75 5,7 25,75 6,6 23 1,2

Letras mindsculas distintas na mesma linha denotam diferenca entre os momentos, do mesmo
grupo. (p < 0,05 teste-t, seguida pelo teste de Student-Newman-Keuls).

60 -
—O— LPS+AM
50 { —@— LPS+NaCl
c —A— AM+NaCl
g
>
o —
S 40
s
S
©
£ 30 -
[%2])
o
P
2
S 20
o}
o
o
10 -
0 T T T T
T-15 T90 T285 T720

momentos (minutos)

Figura 3 — Representagdo grafica das variacoes das médias e desvios padrdo da
frequéncia respiratéria em movimentos por minuto de equinos dos grupos
LPS+AM, LPS+NaCl e AM+NaCl ao longo de 12 horas ap6s a indugéo da
endotoxemia.
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Tabela 3 - Valores médios ( x ) e desvios-padrdo (s) da temperatura retal (TR, °C) de equinos
dos grupos LPS+AM, LPS+NaCl e AM+NaCl ao longo de 12 horas apés a indugéo
da endotoxemia.

T90 T285
Tempo T-15 T720

X (s) X (s) X (s) X (s)
LPS+AM 37,3° 0,3 37,9 0,4 38,8° 0,9 38,0° 0,1
LPS+NaCl 37,6° 0,3 38,3% 0,7 38,5° 0,3 38,0%° 0,2
AM+NaCl 38,6 0,4 38,5 0,3 38,4 0,2 38,5 0,1

Letras mindsculas distintas na mesma linha denotam diferenca entre os momentos, do mesmo
grupo. (p < 0,05 teste-t, seguida pelo teste de Student-Newman-Keuls); [ ] desvio padréo.
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Figura 4 — Representacdo gréfica das variacbes das médias e desvios padrdo da
temperatura retal (TR, % °C) em equinos dos grupos LPS+AM, LPS+NaCl e
AM+NaCl ao longo de 12 horas ap6s a indugdo da endotoxemia.

Tabela 4 - Valores médios ( X ) e desvios-padrao (s) do TPC (segundos) de equinos dos grupos
LPS+AM, LPS+NaCl e AM+NaCl ao longo de 12 horas apdés a indugcédo da
endotoxemia.

T90 T285
Tempo T-15 T720
X (s) X (s) X (s) X (s)
LPS+AM 2P 0 3 0,8 2° 0 2,3% 0,5
LPS+NaCl 2 0 2,3 0,5 2,3 0,5 2,3 0,5
AM+NaCl 2 0 2P 0 2 0 2 0

Letras mindsculas distintas na mesma linha denotam diferenca entre os momentos, do mesmo
grupo. Médias seguidas de letras mailsculas distintas na mesma coluna diferem entre si. (p <
0,05 teste-t, seguida pelo teste de Student-Newman-Keuls).
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Figura 5 — Representacdo grafica das variagcbes das médias e desvios padrdao do TPC
(segundos) em equinos dos grupos LPS+AM, LPS+NaCl e AM+NaCl ao longo

de 12 horas apéds a inducao da endotoxemia.
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4.5 Volume globular
Nao houve diferenca significativa para VG ao longo das 12 horas de

observacéao (Tabela 5 e Figura 6).
4.6 Contagem de hemacias

Houve diferenga significativa para a contagem de hemacias entre os
grupos LPS+AM e AM+NaCl, no momento T285 (Tabela 8 e Figura 9)

4.7 Concentracao de hemoglobina
Os resultados nao apresentaram diferenca significativa para

concentracdo de hemoglobina no sangue ao longo das 12h (Tabela 10 e Figura
11).
4.8 Contagem de leucocitos

Os grupos que foram infundidos LPS, apresentaram redugdo na
contagem de leucocitos no momento T90. No momento T720 houve aumento
na contagem de leucdcitos, nestes mesmos grupos. Porém esta variacao nao
foi estatisticamente significativa. No momento T720 houve diferenca

significativa na contagem de leucécitos entre os grupos LPS+NaCl e AM+NacCl.
(Tabela 9 e Figura 10).



44

Tabela 5 - Valores médios (X ) e desvios-padrdo (s) do volume globular (L/L) de equinos dos
grupos LPS+AM, LPS+NaCl e AM+NaCl ao longo de 12 horas apés a indugao da

endotoxemia.

T90 T285
Tempo T-15 1720
X (s) X (s) X (s) X (s)
LPS+AM 0,28 0,03 0,28 0,03 0,27 0,06 0,27 0,04
LPS+NaCl 0,32 0,05 0,31 0,04 0,31 0,05 0,30 0,04
AM+NacCl 0,34 0,07 0,35 0,06 0,36 0,06 0,36 0,06
0,45
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Figura 6 — Representagéo grafica das variagbes das médias e desvios padrdo do VG (L/L)
em equinos dos grupos LPS+AM, LPS+NaCl e AM+NaCl ao longo de 12 horas

apés a inducao da endotoxemia.
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Tabela 6 - Valores médios (x ) e desvios-padrdo (s) da contagem de hemacias (x1012/L) de
equinos dos grupos LPS+AM, LPS+NaCl e AM+NaCl ao longo de 12 horas apos a
inducao da endotoxemia.

T90 T285
Tempo T-15 T720

X (s) X (s) X (s) X (s)
LPS+AM 8,23 0,91 9,14 0,59 7,87° 0,47 7,88 0,55
LPS+NaCl 8,65 0,53 8,73 0,14 9,11 0,63 860 0,97
AM+NaCl 10,25 0,85 9,64 0,82 10,20" 2,97 8,46 0,87

Médias seguidas de letras mailusculas distintas na mesma coluna diferem entre si. (p < 0,05
teste-t, seguida pelo teste de Student-Newman-Keuls).
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Figura 7 — Representacdo grafica das variagbes das médias e desvios padrao da
contagem de hemécias (x10'%/L) em equinos dos grupos LPS+AM,
LPS+NaCl e AM+NaCl ao longo de 12 horas apdés a indugdo da
endotoxemia.
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Tabela 7 - Valores médios (X ) e desvios-padrdo (s) da concentracdo de hemoglobina (Hb;
g/L) de equinos dos grupos LPS+AM, LPS+NaCl e AM+NaCl ao longo de 12 horas
apoés a inducdo da endotoxemia.

T90 T285
Tempo T-15 1720
X (s) X (s) X (s) X (s)
LPS+AM 105,7 12,7 112,9 12,7 105,8 16,3 108,5 19,0
LPS+NaCl 127,8 16,1 122,3 6,8 117,3 19,6 114,6 16,9
AM+NacCl 107,0 10,1 109,5 8,6 113,3 14,2 114,0 14,5
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Figura 8 — Representacdo grafica das variagbes das médias e desvios padrdo da
concentracdo de hemoglobina (g/L) em equinos dos grupos LPS+AM,
LPS+NaCl e AM+NaCl ao longo de 12 horas apds a indugdo da
endotoxemia.
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Tabela 8 - Valores médios ( X ) e desvios-padrao (s) da contagem de leucécitos (x1 09/L) de
equinos dos grupos LPS+AM, LPS+NaCl e AM+NaCl ao longo de 12 horas
apoés a inducdo da endotoxemia.

T90 T285
Tempo T-15 1720
X (s) X (s) X (s) X (s)
LPS+AM 11,7 2,3 7,6 2,5 12,0 3.1 15,0 2,0
LPS+NaCl 11,4 1,8 5.1 1,0 12,1 2,7 18,1A 22
AM+NaCl 11,1 0,9 11,6 1,2 13,2 3,0 11,3B 0,5

Médias seguidas de letras mailsculas distintas na mesma coluna diferem entre si. (p < 0,05
teste-t, seguida pelo teste de Student-Newman-Keuls).
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Figura 9 — Representacédo gréafica das variacdes das médias e desvios padrdo da
contagem de leucécitos (x10%L) em equinos dos grupos LPS+AM,
LPS+NaCl e AM+NaCl ao longo de 12 horas apdés a indugdo da
endotoxemia.
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4.9 Proteinas plasmaticas totais
Os valores de PPT reduziram a partir do momento T285 para ambos

grupos que receberam LPS. O grupo AM+NaCl apresentou valores menores de

PPT desde o momento T-15. (Tabela 6 e Figura 7).

4.10 Fibrinogénio
Houve aumento significativo de fibrinogénio nos momentos T285 e T720,

no grupo LPS+AM. Entre os grupos LPS+AM e AM+NaCl houve diferenca no

momento T720 (Tabela 7 e Figura 8).

4.11 Concentracao sérica de glicose
No momento T720 houve reducao significativa na concentragéo sérica

de glicose, no grupo AM+NaCl (Tabela 11 e Figura 12).
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Tabela 9 - Valores médios (x ) e desvios-padrdo (s) da concentracdo sérica da proteina
total (PPT; g/dL) de equinos dos grupos LPS+AM, LPS+NaCl e AM+NaCl ao
longo de 12 horas apés a inducdo da endotoxemia.

T90 T285
Tempo T-15 1720
X (s) X (s) X (s) X (s)
LPS+AM 9% 0,1 9,1 0,1 8,5 0,3 8,8%" 0,3
LPS+NaCl 9,12 0,3 8,9%" 0,2 8,7 0,3 87" 0,1
AM+NaCl 6,2° 0,3 6,2° 0,1 6,2° 0,2 6,2° 0,4

Letras mindsculas distintas na mesma linha denotam diferenca entre os momentos, do mesmo
grupo. Médias seguidas de letras mailsculas distintas na mesma coluna diferem entre si. (p <
0,05 teste-t, seguida pelo teste de Student-Newman-Keuls).
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Figura 10 — Representagao grafica das variagdes das médias e desvios padrao da
PPT (%g/dL) em equinos dos grupos LPS+AM, LPS+NaCl e AM+NaCl ao
longo de 12 horas apés a indugao da endotoxemia.
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Tabela 10 - Valores médios ( x ) e desvios-padrao (s) da concentragdo de fibrinogénio (g/L) de

equinos dos grupos LPS+AM, LPS+NaCl e AM+NaCl ao longo de 12 horas apos a
inducao da endotoxemia.

T90 T285
Tempo T-15 T720
X (s) X (s) X (s) X (s)
LPS+AM 0,2° 0,1 0,4% 0,2 0,4° 0,1 0,5%8 0,2
LPS+NaCl 0,2 0,1 0,3 0,1 0,4 0,2 03 0,1
AM+NacCl 0,2 0,0 0,2 0,0 0,2 0,1 0,2" 0,1

Letras mindsculas distintas na mesma linha denotam diferenca entre os momentos, do mesmo

grupo. Médias seguidas de letras maiusculas distintas na mesma coluna diferem entre si. (p <
0,05 teste-t, seguida pelo teste de Student-Newman-Keuls); [ ] desvio padrao.
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Figura 11 — Representacao grafica das variagdes das médias e desvios padrao do
fibrinogénio (g/L) em equinos dos grupos LPS+AM, LPS+NaCl e
AM-+NaCl ao longo de 12 horas ap6s a indugédo da endotoxemia.
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Tabela 11 - Valores médios (x ) e desvios-padrdo (s) da concentragdo sérica de glicose
(mg/dL) de equinos dos grupos LPS+AM, LPS+NaCl e AM+NaCl ao longo de 12
horas apés a inducédo da endotoxemia.

T90 T285
Tempo T-15 T720

X (s) X (s) X (s) X (s)
LPS+AM 82,3 9,1 91,4 5,9 78,7 47 78,8 5,5
LPS+NaCl 86,5 5,3 87,3 13,8 91,1 6,3 86,0 9,7
AM+NaCl 102,5° 8,5 96,4 8,2 102,0 29,7 84,6° 8,7

Letras mindsculas distintas na mesma linha denotam diferenca entre os momentos, do mesmo
grupo. (p < 0,05 teste-t, seguida pelo teste de Student-Newman-Keuls).
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Figura 12 — Representacao grafica das variagdes das médias e desvios padrao da
concentracdo sérica de glicose (mg/dL) em equinos dos grupos
LPS+AM, LPS+NaCl e AM+NaCl ao longo de 12 horas apés a indugao
da endotoxemia.
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4.12 Imuno Globulina A (Ig A)
Os resultados ndo apresentaram diferenca significativa para Ig A ao

longo das 12 horas de observacao (Tabela 13 e Figura 14).

4.13 Transferrina
Houve diferenca significativa para a concentragcdo de transferrina

entre os

momentos T-15 e T285 no grupo LPS+AM, e entre os grupos LPS+NaCl e
AM+NaCl nos momentos T-15 e T90 (Tabela 14 e Figura 15).
4.14 Albumina

Houve diferenca significativa para a concentracdo de albumina entre
o grupo AM+NaCl, quando comparado com os grupos LPS+NaCl e
LPS+AM, em todos os momentos avaliados (Tabela 15 e Figura 16).
4.15 Imuno globulina G de cadeia longa (IgG de cadeia longa)

Os resultados nao apresentaram diferenca significativa para 1gG de

cadeia longa ao longo das 12 horas de observacao (Tabela 16 e Figura 17).
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Tabela 12 - Valores médios ( x ) e desvios-padrdo (s) da Ig A (g/dL) de equinos dos grupos
LPS+AM, LPS+NaCl e AM+NaCl ao longo de 12 horas ap6s a indugdo da
endotoxemia.

T90 T285
Tempo T-15 T720
X (s) X (s) X (s) X (s)
LPS+AM 0,15 0,04 0,23 0,07 0,24 0,04 0,19 0,09
LPS+NaCl 0,21 0,05 0,23 0,07 0,16 0,12 0,19 0,05
AM+NaCl 0,18 0,03 0,19 0,03 0,17 0,04 0,19 0,03
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Figura 13 — Representacao grafica das variagdes das médias e desvios padrao da
Ig A (g/dL) em equinos dos grupos LPS+AM, LPS+NaCl e AM+NaCl ao
longo de 12 horas apés a indugdo da endotoxemia.
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Tabela 13 - Valores médios (x ) e desvios-padrdo (s) da transferrina (g/dL) de equinos dos
grupos LPS+AM, LPS+NaCl e AM+NaCl ao longo de 12 horas apés a indugao da
endotoxemia

T90 T285
Tempo T-15 1720
X (s) X (s) X (s) X (s)
LPS+AM 0,54% 0,08 0,51* 0,06 0,38° 0,06 0,45 0,07
LPS+NaCl 0,39 0,06 0,43 0,02 0,40 0,02 0,45 0,02
AM+NaCl 0,27° 0,01 0,28° 0,01 0,29 0,02 0,28 0,01

Letras mindsculas distintas na mesma linha denotam diferenca entre os momentos, do
mesmo grupo (p < 0,05 teste-t, seguida pelo teste de Student-Newman-Keuls).

0,7
0,6 1 —O— LPS+AM
—&— LPS+NaCl
—A— AM+NaCl
kS
7]
@
= 04 1
0,3 1
0,2 T T T T
T-15 T90 T285 T720
momentos h

Figura 14 — Representacao grafica das variagdes das médias e desvios padrao da
transferrina (g/dL) em equinos dos grupos LPS+AM, LPS+NaCl e
AM+NaCl ao longo de 12 horas ap6s a indugdo da endotoxemia.
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Tabela 14 - Valores médios (X ) e desvios-padrdo (s) da albumina (g/dL) de equinos dos

grupos LPS+AM, LPS+NaCl e AM+NaCl ao longo de 12 horas ap6s a indu¢do da
endotoxemia

T90 T285
Tempo T-15 1720

X (s) X (s) X (s) X (s)

LPS+AM 4,4890" 0,2360 4,3051" 0,1081 3,8780" 0,1622 4,4675" 0,1058
LPS+NaCl 4,6696" 0,3572 4,3513" 0,3157 3,0233" 20391 4,2197" 0,3427
AM+NaCl 2,4566° 0,2822 24892° 02884 26031° 0,1872 2,5104° 0,3475

Médias seguidas de letras mailsculas distintas na mesma coluna diferem entre si. (p < 0,05
teste-t, seguida pelo teste de Student-Newman-Keuls).
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Figura 15 — Representacao grafica das variagdes das médias e desvios padrao da
albumina (%g/dL) em equinos dos grupos LPS+AM, LPS+NaCl e
AM+NaCl ao longo de 12 horas ap6s a indug¢édo da endotoxemia.
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Tabela 15 - Valores médios (X ) e desvios-padrdo (s) da IgG de cadeia longa (g/dL) de
equinos dos grupos LPS+AM, LPS+NaCl e AM+NaCl ao longo de 12 horas ap6s
a inducao da endotoxemia.
T90 T285
Tempo T-15 T720
X (s) X (s) (s) X (s)
LPS+AM 1,03 0,35 1,30 0,13 1,32 0,16 1,03 0,18
LPS+NaCl 1,09 0,16 1,26 0,18 1,40 0,18 1,11 0,16
AM+NaCl 1,14 0,09 1,17 0,04 1,04 0,25 1,13 0,10
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Figura 16 — Representacao grafica das variagdes das médias e desvios padrao da
IgG de cadeia longa (g/dL) em equinos dos grupos LPS+AM, LPS+NaCl
e AM+NaCl ao longo de 12 horas ap6és a indugéo da endotoxemia.
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4.16 Oxido nitrico
Os resultados nao apresentaram diferenca significativa para 6xido nitrico

(NO) plasmatico ao longo das 12 horas de observacéao (Tabelal12 e Figura 13).

4.17 Atividade Sérica da Interleucina 6 (IL-6)
Os resultados nao apresentaram diferenca significativa para atividade

sérica da Interleucina (IL-6) ao longo das 12 horas de observacao (Tabela 17 e

Figura 18).

4.18 Atividade sérica do Fator de necrose tumoral-a (TNF-a)
Os resultados ndo apresentaram diferenca significativa para atividade

sérica do fator de necrose tumoral-a (TNF-a) ao longo das 12 horas de

observacao (Tabela 18 e Figura 19).
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Tabela 16 - Valores médios (X ) e desvios-padrédo (s) do Oxido Nitrico (NO) de equinos dos
grupos LPS+AM, LPS+NaCl e AM+NaCl ao longo de 12 horas apés a indugéo da
endotoxemia

T90 T285
Tempo T-15 1720
X (s) X (s) X (s) X (s)
LPS+AM 59,3 29,0 60,3 29,0 61,3 29,0 66,3 29,0
LPS+NaCl 60,8 37,6 61,8 37,6 62,8 37,6 66,3 37,4
AM+NaCl 454 21,6 46,0 28,1 425 38,5 19,3 6,2
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Figura 17 — Representacao grafica das variagdes das médias e desvios padrao do
6xido nitrico em equinos dos grupos LPS+AM, LPS+NaCl e AM+NaCl
ao longo de 12 horas apds a indugédo da endotoxemia.
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Tabela 17 - Valores médios ( x ) e desvios-padrao (s) da atividade sérica da interleucina 6 (IL-
6) de equinos dos grupos LPS+AM e LPS+NaCl ao longo de 12 horas apés a
inducao da endotoxemia.

T90 T285
Tempo T-15 1720
X (s) X (s) X (s) X (s)
LPS+AM 24,1 18,3 9,0 10,3 8,1 11,9 22,5 27,8
LPS+NaCl 6,6 8,2 41 7,7 3,2 3,7 10,9 5,7
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Figura 18 — Representacao grafica das variagdes das médias e desvios padrao da
atividade sérica da IL-6 em equinos dos grupos LPS+AM e LPS+NaCl,
ao longo de 12 horas apés a indugado da endotoxemia.
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Tabela 18 - Valores médios ( X ) e desvios-padrao (s) da atividade sérica do fator de necrose
tumoral-a (TNF-a) de equinos dos grupos LPS+AM e LPS+NaCl ao longo de 12
horas apés a inducdo da endotoxemia.

T90 T285
Tempo T-15 1720
X (s) X (s) X (s) X (s)
LPS+AM 24,4 18,5 10,8 10,9 15,4 15,0 9,0 8,9
LPS+NaCl 13,4 7.4 10,1 2,8 12,6 5,7 10,3 3,0
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Figura 19 — Representagao grafica das variagdes das médias e desvios padrao da
atividade sérica do TNF-a de equinos dos grupos LPS+AM e
LPS+NaCl, ao longo de 12 horas ap6s a indu¢do da endotoxemia.
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5 DISCUSSAO

Sabe-se que o intervalo de trés horas seria suficiente para observar
sinais de endotoxemia, uma vez que os niveis maximos de TNF alfa ocorrem
nesse periodo (MORRIS, 1991). Entretanto optou-se por 12 horas de
observacao, com o intuito de melhor acompanhamento das respostas das IL-1
e IL-6 (KISHIMOTO, 1992) e também para acompanhar um possivel efeito do
AM na curva de producao de 6xido nitrico.

Decorridos 60 minutos da aplicagdo de LPS, todos os animais
apresentaram-se deprimidos e inapetentes. Sabe-se que a depressao,
inquietacao e inapeténcia constituem sinais que se manifestam gradualmente,
fato também observado em outros estudos (HENRY & MOORE, 1990;
MacKAY, 1992; COLLATOS, 1995).

O primeiro dos corantes empregados como antisséptico urinario foi o
azul de metileno (AM), ou do cloreto de tetrametiltionina, que pode ser reduzido
a formas incolores ou leucobase (leucometileno) devido a sua caracteristica
reversivel de oxidagao-reducao. Possui dois efeitos interessantes e opostos
sobre a hemoglobina, sendo um deles, empregado em doses altas, converte o
radical ferroso da hemoglobina reduzida a forma férrica e, em consequéncia,
pode produzir meta-hemoglobina. O efeito inverso é observado quando ele é
empregado em doses baixas, elevando moderadamente a pressao arterial, por
vasoconstricao periférica, induzindo aumento do débito cardiaco (GOODMAN &
GILMAN, 1970). KENNEDY et al. (2000) recomendaram o AM em solugao a
2% para tratar a metahemoglobinemia uma vez que em sua forma

leucometileno ele reduz a metahemoglobina em hemoglobina. A dose de AM
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empregada neste estudo foi maior do que a descrita por BLOOD &
HENDERSON (1978) como tratamento especifico para a intoxicagdo por nitrato
e nitrito que recomendam a administracdo em solucdo a 1% a exemplo da
concentracdo aqui empregada, sendo inclusive reaplicada nos quadro de
intoxicacdo mais severa.

Optou-se pela dose de 3 mg/kg de AM, pois a mesma dose, na forma de
bolus, foi empregada para tratamento de pancreatite necrotizante aguda em
suino, (MEIRELLES et al., 2008) e por URIBE et al. (2008) em modelo de
isquemia intestinal de equinos.

O delineamento experimental consistiu na administracao terapéutica de
AM por infusdo continua empregando a dose utilizada por ZHANG et al. (1995)
e MEIRELLES et al. (2008) que segundo estudo de OZAL et al. (2005) o AM
apresenta efeitos benéficos mesmo quando empregado em dose Unica, na
forma de bolus, imediatamente antes da cirurgia, por manter a resisténcia
vascular sistémica em pacientes submetidos a cirurgia cardiaca.

O AM atrasa o desenvolvimento do choque hipovolémico e diminui as
concentracdes plasmaticas de nitrato (MEIRELLES et al., 2008), por diminuir a
sintese de NO (THIEMERMAN, 1993). Sabe-se que no choque endotoxémico
por LPS em equinos ocorre inicialmente uma fase hiperdindmica mediada pela
liberacdo de tromboxano e posteriormente, ha predominéancia do componente
vascular hipodindmico caracterizado por diminuigcdo volémica por vasoplegia e
perda de fluido para a cavidade abdominal que pode estar relacionado a
liberagdo morbida de NO que atua reduzindo a resisténcia vascular sistémica
(TODA, 1981). Por inibir a guanilato ciclase soluvel e, portanto da geracao de

cGMP, o AM tem sido empregado em modelos de choque distributivos
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causados por sepse e em caso clinicos de reacbes anafilaticas
desencadeadas por liberacao de histamina (PREISER et al., 1995; EVORA et
al., 2002; KWOK & HOWES, 2006), pois em doses de 2,5 a 10 mg/kg séo
capazes de elevar a pressao arterial média (PAM) (ZHANG et al., 1995).

Observou-se aumento da frequéncia cardiaca 90 minutos apds a
administracdo de LPS, em ambos grupos que foram tratados com LPS, fato
também observado por CAMPEBELL et al. (2007) e MOORE (1990), pois a
fase hiperdinamica do choque endotoxémico caracteriza-se por taquicardia
com aumento do débito cardiaco e aumento na resisténcia vascular periférica
(PARRILLO et al., 1990). URIBE et al. (2008) estudando a acédo do azul de
metileno em equinos submetidos a obstrucdo intestinal, também relataram
aumento significativo na frequéncia cardiaca ap6s administracdo de LPS,
provavelmente devido a fase hiperdindmica supracitado. Trinta minutos apds a
administracdo de LPS a concentracdo de tromboxano no plasma aumenta, este
metabdlito do 4cido araquiddnico desencadeia taquipnéia e taquicardia, sendo
o principal responsavel pela fase compensatéria do choque endotoxémico
(BOTTONS et al., 1982). EVORA (2009) estudando a acao do AM em equinos
higidos observou aumento na frequéncia cardiaca cinco minutos apés a infuséo
do AM, fato que pode ter contribuido para o aumento da frequéncia cardiaca no
presente estudo.

O NO é o principal mediador envolvido na vasodilatagdo neurogénica
qgue ocorre na vasculatura pulmonar (LIU et al., 1993). GUMUSEL et al. (2001)
também descreveram a acdo do NO no relaxamento de artérias pulmonares
em ratos. Na presenca do AM a vasodilatagdo neurogénica € bloqueada, pois

este inibe a guanilato ciclase soluvel, bloqueando assim o GMPc. A
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administragdo intravenosa de AM em cé&es provocou aumento no tonus
vascular pulmonar, mesmo em condi¢cdes de hipdxia (LEEMAN et al., 1994). A
producédo endégena de NO possui papel importante na reducao da resisténcia
da circulacao pulmonar (FINEMAN et al., 1991). A auséncia do NO promove
vasoconstricdo pulmonar, que leva ao aumento na pressao arterial pulmonar,
dificulta a circulacdo sanguinea e consequentemente a absorcao de Oxigénio.
Estes fatos explicam o maior aumento da frequéncia respiratéria nos animais
do grupo LPS+AM no momento 90 minutos, quando comparado com 0s outros
grupos. Deve-se ressaltar que equinos endotoxémicos apresentam taquipnéia
(CAMPEBELL et al., 2007; MOORE, 2001) fato que pode ter contribuido para o
aumento desta variavel.

A febre é uma resposta inflamatéria sistémica (KLUGER, et al., 1995),
que pode ser causada por estimulos patogénicos, tais como a endotoxina, que
estimula células imunes periféricas a sintetizar mediadores inflamatérios. Entre
esses mediadores pode-se destacar a IL-1, pois esta tem sido referida como a
citocina de maior agdo pirogénica, por induzir a sintese de prostaglandina E
gue age diretamente no sistema nervoso central (KLUGER 1991), o TNF-a que
também promove aumento na temperatura corpérea (ROSA et al., 2003), a IL-6
também mostrou ter grande correlagdo com as mudancas de temperatura
corporea (CARTMELL et al., 2000). Porém no presente estudo, mesmo
apresentando aumento significativo nos grupos que receberam LPS, a
temperatura retal ndo excedeu os valores de referéncia citados por SPEIRS
(1997).

Segundo MOORE et al. (1995), o tempo de preenchimento capilar (TPC)

€ um 6timo indicador da perfusdo sanguinea periférica nos quadros de
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abddmen agudo, pois o TPC acima dos valores fisiol6gicos indicam que a
circulacdo periférica encontra-se comprometida, estd ocorrendo severa
hipoperfusdo e desencadeando o choque. Esses relatos corroboram e
justificam os achados neste estudo em relacédo ao TPC.

Analisando os resultados do eritrograma nao observou-se diferenca
significativa para os valores de volume globular e concentracdo de
hemoglobina. Para contagem de hemacias houve aumento, embora nao fosse
significativo, apdés a administracdo do AM nos grupos tratados com LPS,
sugerindo contracdo esplénica, diferentemente dos achados relatados por
MUIR & HUBELL (1991) e COSTA (2003). A contagem de proteina total
apresentou reducdao ap6s a administracdo do LPS em ambos grupos. Esta
reducdo deve-se a saida de proteina do espaco intra para o extravascular
(DAVIES &HAGEN, 1997), devido a permeabilidade de macromoléculas nos
capilares, levando ao extravasamento de proteinas (HINSHAW, 1996).
Destaca-se também a importancia do aumento dos poros, como agente
facilitador deste processo (RIPPE & HARALDSSON, 1994), além de possiveis
alteracées hormonais causadas pelo estresse (LATIMER et al., 2003)

A contagem total dos leucécitos, no sangue, evidenciou diminuicao nos
animais dos dois grupos experimentais que receberam LPS, no momento 90
minutos, retornando gradativamente aos niveis basais, sedo que no final do
periodo experimental, a contagem revelou aumento nos niveis de leucécitos.
Deve-se ressaltar que esta variagdo nao apresentou diferenca estatistica, mas
a dinamica da contagem de leucécitos ocorreu como o descrito por varios
autores (CARGILE et al.,, 1995; DURANDO et al., 1994). Os efeitos da

endotoxemia na celularidade sanguinea geralmente incluem um quadro de
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leucopenia, devido a rapida marginacao de neutréfilos (HENRY & MOORE,
1990; DURANDO et al., 1994). O éxido nitrico presente na circulacdo impede a
aderéncia do neutréfilo ao endotélio, dificultando sua migracéo para o espaco
extra vascular (HORNG-CHYUAN et al.,, 2003). RIBEIRO et al. (2004)
estudando o efeito do AM na resposta hemodinamica de pacientes submetidos
a cirurgia de revascularizagdo, observou que o grupo tratado com AM
apresentou contagem menor para leucécitos, quando comparado com o0 grupo
nao tratado, fato que pode ser explicado pela menor quantidade de NO
circulante no grupo tratado.

A concentracao plasmatica de glicose depende de uma ampla variedade
de fatores e resulta do equilibrio entre a quantidade de acucares que entra e
aquela que é removida da circulacdo (RALSTON, 2002). Neste estudo,
observou-se reducdo na concentracdo de glicose no sangue dos animais dos
trés grupos no final do periodo experimental, contudo, sé houve diferencas
significativas com relacdao a taxa de glicose plasmatica no ultimo periodo
experimental, para o grupo NaCl+AM, provavelmente em decorréncia do jejum
durante o periodo experimental.

O 6éxido nitrico emergiu como uma molécula reguladora intracelular e
intercelular importante, com fungdes variadas como a vasodilatacdo, a
comunicacao neural ou defesa do hospedeiro (PARK et al., 1997). Sabe-se que
a producdao de TNF-a é crucial para a inducdo da sintese de NO por
macréfagos peritoneais murinos estimulados com LPS (GREEN et al., 1990;
JUN et al.,, 1995). (ISHIDA et al., 2000) estudando Células de equino
estimuladas com LPS e citocinas, sugeriram que a producao de NO pode ser

dependente dos niveis de LPS. Devido ao seu papel pivd nas atividades
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antimicrobiana e tumoricida de macréfagos murinos, um grande esfor¢o tem
sido feito para o desenvolvimento de agentes terapéuticos que regulem a
producéo ou a acao do NO (PARK et al., 1997).

A auséncia de diferencas significativas, entre animais dos trés grupos,
com relacdo a concentracdo de Oxido nitrico pode ser interpretada sob duas
perspectivas. Ou ndao houve diferenca entre os grupos em decorréncia do uso
do azul de metileno, ou 0 método utilizado néo foi eficiente para detecta-las.
Foram observadas tendéncias similares dos valores no sangue de todos os
animais. MIRZA et al. (2005) e COSTA et al. (2003) relataram que, séao
desconhecidos os motivos pelos quais ndo se tem encontrado diferencas
significativas nos niveis de NO no plasma, liquido peritoneal e urina de cavalos
acometidos por algum tipo de disturbio do trato gastrointestinal espontaneo ou
experimental. Provavelmente, neste ensaio o efeito inibitério do azul de
metileno sobre o NO foi marcante, principalmente no grupo AM+NaCl que
apresentou reducao nos valores no momento 720.

Muitos estudos experimentais destacam a importancia da IL-1 e IL-6
como mediadores endbégenos da resposta febril. Essas citocinas estao
envolvidas na estimulacdo da sintese de proteina de fase aguda, na ativacao
do eixo hipotadlamo-pituitario-adrenal (HPA), no inicio da cascata do acido
araquidénico, assim como na indu¢éo da sintese de outras citocinas (KLUGER
et al., 1995; SPANGELO & GAROSPE, 1995; BLATTEIS & SEHIC, 1997;
DINARELLO, 1997). As proteinas de fase aguda positivas, fibrinogénio,
glicoproteina acida e haptoglobulina (TAKAGUCHI et al., 1990; TRUMEL et al.,
1996), se elevam imediatamente apds a instalagdo do processo inflamatério e

ou endotoxémico (GODSON et al., 1996), decrescendo rapidamente com a
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regressao da lesdo (KENT, 1992). As concentracdes séricas das proteinas de
fase aguda negativa tendem a decrescer na presenca de condigdes
inflamatérias, tedo como principais representantes a albumina e a transferrina
(KANEKO et al., 1997).

Ambos grupos que receberam LPS tiveram a concentracdo de
fibrinogénio aumentada, porém s apresentou diferenca estatistica o grupo
LPS+AM. A elevacéo do teor de fibrinogénio, proteina de fase aguda, segundo
FAGLIARI & SILVA (2002), indica a existéncia de uma resposta inflamatéria. Ja
as concentracbes de IgA nao apresentaram variacdes significativa. As
concentracdes de transferrina e albumina e a IgG apresentaram queda em
relacdo ao momento basal, nos grupos LPS+AM e LPS+NaCl, caracterizando
uma resposta inflamatéria (KANEKO et al., 1997).

O TNF-a tem sido considerado um mediador primordial no inicio das
respostas biolégicas as endotoxinas (MORRIS et al., 1991; TRACEY et al.,
1992; MOORE et al., 1995). Muitos resultados experimentais sustentam esta
hipétese, uma vez que niveis altos de TNF-a foram detectados no plasma de
animais e humanos apds a administragdo de LPS (BEUTLER et al., 1985;
MATHISON et al., 1988). Além do mais, a infusdo de TNF em ratos,
camundongos e caes causou mudancas fisiopatoldgicas similares aquelas
produzidas ap6s a infusdo de LPS (TRACEY et al., 1986; REMICK et al., 1987).
E, finalmente, a imunizacdo passiva de camundongos e chipanzés com anti-
TNF-a conferiu protecdo contra os efeitos letais da endotoxina e E. coli

intravascular (BEUTLER et al., 1985).

A maioria das manifestacées da endotoxemia tem sido creditada a acao

de varios mediadores liberados pelas células do hospedeiro. As citocinas pro-
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inflamatérias como o TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-8, IL-12 e interferon-y (INF-y)
possuem papel fundamental nas respostas inflamatérias (HACK et al., 1997).
Adicionalmente a variedade de atividades biolégicas creditadas ao TNF-a, a
inducao de outras citocinas e eicosanoides tem um papel importante uma vez
que, na cascata inflamatéria, a liberacdo de TNF-a ocorre primeiramente,
seguida da liberacdao de IL-1B e finalmente IL-6 (BLATTEIS, 1998). Essa
sequéncia, bastante caracteristica do aparecimento das diferentes citocinas
inflamatérias no sangue circulante, denominada cascata citocinica, €
determinada pela capacidade de uma citocina induzir a produgdo de outra.
Parece que tanto o TNF-a quanto a IL-1 sdo capazes de induzir a liberacéao de
IL-6, estimulando mondcitos/macréfagos, fibroblastos, células do endotélio
vascular, linfécitos T e mastécitos a produzir e secretar (KISHIMOTO, 1989).
No presente estudo nao foi observado variagdo na atividade de da IL6 e TNF,

provavelmente pelo N reduzido.
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6 CONCLUSOES

Avaliando-se os efeitos clinico, celular e bioquimico da infusdo de AM em
equinos pré-tratados com LPS, conclui-se que:

1. A dose de 3mg/kg de AM a 1%, infundida por quinze minutos ndo se mostrou
téxica aos equinos.

2. Nao foi possivel afirmar o efeito benéfico da administracdo do azul de
metileno sobre a resposta dos equinos submetidos a esse modelo de

endotoxemia experimental.
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