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RESUMO

Avaliou-se a inibi¢do da produgdo do fator de necrose tumoral alfa (TNF-o) devido ao pré-tratamento com
antiinflamatorio esteroidal (dexametasona) e ndo esteroidal (diclofenaco sédico) em eqiiinos com endotoxemia
induzida experimentalmente. Foram utilizados 15 cavalos machos ndo castrados, distribuidos em trés grupos de
cinco animais: controle (C), diclofenaco sédico (DS) e dexametasona (DM). A endotoxemia subletal foi
induzida pela infusdo intravenosa (IV) de 0,1pg/kg/pv de lipopolissacarideo (LPS) de Escherichia coli 055:BS,
administrado em 250ml de solugdo estéril de cloreto de sédio a 0,9%, durante 15min. Os cavalos do grupo-
controle foram tratados com solugdo de cloreto de sddio a 9% IV. Nos animais do grupo DS, administraram-se,
por via oral, 2,2mg/kg de diclofenaco soédico e, nos do grupo DM, 1,Img/kg de dexametasona IV,
respectivamente, 60 e 30min antes da infusdo da endotoxina. Mensurou-se, por meio de ensaio de toxicidade
com células da linhagem 1.929, a concentragdo de TNF-a no soro e no liquido peritoneal as 0, 1%, 3 e 6 horas
apos injecdo do LPS. No grupo-controle, observou-se aumento significativo de TNF-a sérico, em relagdo ao
valor basal e aos grupos DS e DM, 1,15 horas apds a indugdo da endotoxemia. No liquido peritoneal, as
concentragdes observadas estavam abaixo daquelas da curva padrdo de TNF-a, ndo havendo diferenca entre os
grupos (P>0,05).
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ABSTRACT

The inhibition of tumor necrosis factor alpha (TNF-a) production due to pre-treatment with steroidal
(dexamethazone) and non-steroidal (sodium diclofenac) anti-inflammatories was studied in horses under
experimentally induced endotoxemy. Fifteen stallions were allotted into three groups of five animals each:
control (C), sodium diclofenac (SD) and dexamethazone (DM). Sublethal endotoxemy was induced with
0.1ug/kg/bw Escherichia coli 055:B5 lipopolysaccharide (LPS), 1V, administrated in 250ml of 0.9% sterile
sodium chloride, during 15 minutes. Control group horses received 9% sodium chloride, IV. SD group animals
were orally administrated 2.2mg/kg sodium diclofenac and DM horses received 1.1mg/kg dexamethazone, 1V,
30 and 60 minutes before endotoxin infusion, respectively. TNF-a concentration was measured in serum and
peritoneal fluid by toxicity assay using L929 lineage cells at 0, 1'%, 3 and 6 hours after LPS injection. Ninety
minutes after endotoxemy induction, it was verified a significant increase of serum TNF-a concentration in
horses from control group in relation to the basal values as well as results of horses from SD and DM groups.
In peritoneal fluid, the measured concentrations were lower than those from TNF-a standard curve and
difference among the groups was not verified (P>0.05).
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INTRODUCAO

A sindrome clinica  conhecida  como
endotoxemia, que ocorre subseqiientemente as
desordens gastrintestinais que causam colica
(Moore, 1988) ou devido a septicemia por
bactérias Gram-negativas, provoca consideravel
morbidade e mortalidade dos eqiiinos (Morris,
1984).

Apesar de a endotoxina permanecer intimamente
associada a membrana externa da bactéria viva,
ela é liberada quando ocorre rapida replicacéo,
lise ou morte bacteriana como resultado da
exposi¢ao a toxinas ou antibidticos (Olson et al.,
1995).

As alteracdes clinicas mais comuns em eqiiinos
endotoxémicos incluem anormalidades na
coloragdo das membranas mucosas, com o
aparecimento de linha toxica ao redor dos dentes,
aumento do tempo de preenchimento capilar,
elevacdo das freqiiéncias cardiaca e respiratoria,
diminui¢do dos borborigmos intestinais, febre,
hemoconcentragdo e trombocitopenia. Alguns
cavalos podem exibir sinais de dor abdominal,
enquanto outros parecem ficar deprimidos
(Moore, 2001).

Dentre as respostas as injecdes de LPS em baixas
concentragdes, a liberagdo de mediadores
inflamatorios, como o fator de necrose tumoral
alfa (TNF-a), tem um papel importante na
resposta endotoxémica, sendo detectado em
quantidade significativa no soro de pessoas e
animais endotoxémicos (Ward et al., 1987).

O TNF-a ¢ produzido por diferentes células da
linhagem monocitica/macrofagica, em resposta a
determinados  estimulos  tdxico-infecciosos,
induzindo a ativacdo e a estimulacdo celular
modulando mediadores inflamatorios, enzimas,
proteinas da fase aguda, e ainda outras citocinas
como interleucinas (IL-1, IL-6 e IL-8) (Beyaert e
Fiers, 1998). Uma vez liberado nos tecidos ou na
circulacdo, o TNF-a age sobre os neutrofilos
aumentando a  atividade fagocitica, a
citotoxicidade e a produgdo do anion superoxido
e de H,0,, além de estimular a degranulagéo ¢ a
aderéncia dessas células ao endotélio (Beyaert e
Fiers, 1998). Ativa a fosfolipase A, e
desencadeia a produgdo de fator ativador de
plaquetas (PAF), aumenta a sintese de
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catecolaminas, induz a febre e a expressdo de
antigenos de superficie das células endoteliais
(Barton et al., 1996).

A atividade citotoxica do TNF-a foi avaliada no
soro ¢ no plasma de eqiiinos tratados com LPS,
constatando-se que as concentragdes séricas da
citocina se elevaram 15 a 30min apds a inducdo
da endotoxemia, alcangando um pico méaximo ao
redor de 60 a 90min e diminuindo por volta de 4
horas. Tal atividade sugere que a citocina seria o
mediador inicial dos efeitos da endotoxina em
eqiiinos (Barton et al., 1996; Beyaert e Fiers,
1998; Bueno et al., 1999; Peir6 et al., 1999).

Os farmacos antiinflamatérios ndo esteroidais
(AINES) tém sido amplamente utilizados para
atenuarem os efeitos adversos da endotoxina e
por reduzirem a formag@o dos metabdlitos do
acido aracdonico.

O diclofenaco s6dico, um agente antiinflamatorio
nao esteroidal, derivado do acido fenilacético,
inibe a sintese de prostaglandina, por inibir a
ciclooxigenase, a enzima que catalisa a formacao
dos precursores da prostaglandina, competindo
com o acido aracdonico, de maneira dose
dependente, pela ligacdo com esta enzima (Ku et
al., 1986; Scholer et al., 1986).

A dexametasona ¢ um isdmero da betametasona,
usada extensivamente na medicina veterinaria.
Os  glicocorticoides  apresentam  efeitos
diferenciados no controle da endotoxemia,
incluindo reducdo da producdo de eicosanodides,
inibi¢do da sintese e também da atividade do
TNF-a e IL-1 pelos macrofagos, estabilizacdo
das membranas e prevencdo da ativacdo de
neutréfilos (Harkins et al., 1993). O efeito
inibitorio dos glicocorticoides sobre a sintese de
TNF-a s6 ¢ efetivo se o tratamento ocorrer
previamente ou concomitantemente ao estimulo
com endotoxina, devido a  expressdo
extremamente rapida desta citocina (Beyaert e
Fiers, 1998).

Devido a necessidade da detec¢do e mensuragao
dos niveis de TNF-o. em diversas afecgdes,
varias técnicas tém sido desenvolvidas para a sua
quantificacdo, por meio de imunoensaios
(ELISA) e ensaios de citotoxicidade em cultivo
celular, onde células susceptiveis sdo incubadas
em meio contendo diluicdes seriadas de
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preparagdes de citocinas ou amostras a serem
testadas, sendo a atividade citotoxica estimada
pela inibicdo de crescimento ou lise celular
(Meager et al., 1989).

Para a pesquisa da citocina em eqiiinos, tém se
utilizado mais freqiientemente as linhagens de
célula WEHI 164 clone 13 (Barton e Collatos,
1999; Peir6 et al., 1999; Parviainen et al., 2001;
Campebell et al., 2004) e L-929 (Hawkins et al.,
1998). Bertone et al. (2001) utilizaram teste de
imunoensaio enzimatico humano (ELISA) para
identificar e quantificar a presenca de TNF-a em
fluido sinovial eqiiino.

Este trabalho teve o objetivo de avaliar o efeito
do pré-tratamento com diclofenaco sodico e
dexametasona sobre os niveis de TNF-o no
sangue e liquido peritoneal, em eqiiinos com
endotoxemia induzida por dose subletal
(0,1pg/kg, IV) de LPS de Escherichia coli.

MATERIAL E METODOS

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica
Animal da Faculdade Ciéncias Agrarias e
Veterinarias da UNESP - Jaboticabal. Foram
utilizados 15 cavalos machos nio castrados, da
raca Mangalarga Paulista, com idade entre dois a
trés anos. Os animais foram mantidos em
piquetes recebendo ragio balanceada comercial',
feno de coast cross - Cynodon dactilon L. e agua
a vontade. Em etapa anterior ao inicio do
experimento, os animais foram submetidos ao
exame fisico, hematologico e bioquimico-sérico
e, posteriormente, foram vermifugados com
ivermectina®. Os eqiiinos foram distribuidos em
trés grupos de cinco animais cada: grupo-
controle (C); grupo diclofenaco sodico (DS) e
grupo dexametasona (DM).

A endotoxemia subletal foi induzida pela infusdo
intravenosa (IV) de 0,1pg/kg/pv de endotoxina
de E. coli 055:B5°, administrada em 250ml de
solucdo de cloreto de sodio a 0,9%, durante
15min. Os cavalos do grupo-controle foram
tratados com solugdo de cloreto de sodio a 0,9%

'Guabi Ragdes S.A. — Ribeirdo Preto, SP — Brasil.

’Ivomec — Merial Saide Animal Ltda — Campinas, SP —
Brasil.

3Sigma Chemical Co. — St Louis, Mo — EUA.
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IV, 30min antes da injecdo de LPS. Nos animais
do grupo DS, administraram-se, por via oral,
2,2mg/kg de diclofenaco sédico® e, nos do grupo
DM, 1,Imgkg de dexametasona’® IV,
respectivamente, 60 e 30min antes da infusdo da
endotoxina. O sangue periférico e o liquido
peritoneal foram coletados as Oh, 1h15min, 3h e
6h apds a inje¢do de LPS. Trés aliquotas de
500ul de soro e ligiiido peritoneal foram
separadas e armazenadas em tubos eppendorf,
congeladas a -10°C e, subseqiientemente, em
freezer a -70°C para posterior mensuragdo do
TNF-o.

Uma canula mamaria estéril foi inserida na
cavidade abdominal, por meio de uma pequena
incisdo de pele feita em uma area preparada
apropriadamente na regido ventral do abdoémen.
O liquido peritoneal foi coletado em tubos
estéreis contendo EDTA. Amostras de sangue
foram obtidas por venopungdo da jugular e
acondicionadas em tubos estéreis contendo
EDTA.

O ensaio de citotoxicidade, que se baseia na lise
das células-alvo na presenga da citocina, em
meio de cultura, foi realizado utilizando-se de
modificagdo de um bioensaio de citotoxicidade
in vitro, estabelecido por Flick e Gifford (1984),
com células da linhagem L1929 de fibrossarcoma
murino sensiveis ao TNF-a. Para cada diluigdo
da amostra, foi realizada regressao linear com a
densidade optica (DO), a concentracdo (pg/ml)
de TNF-a foi estimada a partir da diluicdo que
produziu a DO média na curva padrao de TNF-a
recombinante humano. Obtiveram-se, assim, o0s
valores de TNF-a (pg/ml) no soro e liqliido
peritoneal.

Os dados foram apresentados como médias =+
erro padrdo. Para detectar diferengas das médias
entre os grupos, foi utilizada a analise de
varidancia de uma via, seguida pelo teste de
Student-Newman-Keuls. Para detectar diferengas
entre os momentos, dentro de cada grupo, foi
utilizada a andlise de variancia de repeti¢des
multiplas de uma via. As diferencas foram
consideradas significativas quando P<0,05.

*Farmavida — Braganga Paulista, SP — Brasil.
>Shering-Plough — Rio de Janeiro, RJ — Brasil.
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RESULTADOS

Foram observados aumentos nas concentragdes
de TNF-a no soro e liquido peritoneal até 6h
apos injecdo de LPS. Depois desse periodo, a
concentragdo da  citocina foi  minima.
Considerou-se, entdo, como tempo referencial na
avaliacdo da concentracdo desta citocina até 6h
pos-injecdo de LPS.

No soro dos eqiiinos do grupo C, observou-se
aumento significativo de TNF-o 1h15min apos a
inducdo da endotoxemia (Tab. 1), tanto em relacdo
ao valor basal, quanto aos dos grupos DS ¢ DM. No
liquido peritoneal, os valores obtidos revelaram-se
abaixo daqueles da curva padrdo de TNF-a, ndo
ocorrendo nenhuma diferenga estatisticamente
significativa  entre os  diferentes  grupos
experimentais (Tab. 2).

Tabela 1. Valores médios e erro padrdo da média da concentragdo sérica de TNF-a (pg/ml), apos injecao
intravenosa de 0,1png/kg de lipopolissacarideo (LPS) de E. coli nos grupos C (controle), DS (diclofenaco

sodico) e DM (dexametasona), em eqiiinos

Tempo (horas)
Grupo 0 1,15 3 6
C 20,141,65 23,440,26%" 21,740,53 21,2+0,93
DS 20,4+1,56 19,9+0,97 19,6+0,92 19,9+1,08
DM 20,1+1,12 20,24+0,54 19,7+1,06 19,2+1,72

*Diferenca significante em relagdo ao valor basal. #diferenca significante entre os grupos no momento indicado.

Tabela 2. Valores médios e erro padrio da média da concentracdo de TNF-a (pg/ml) no liquido
peritoneal, apds inje¢do intravenosa de 0,1ug/kg de lipopolissacarideo (LPS) de E. coli nos grupos C
(controle), DS (diclofenaco sédico) e DM (dexametasona), em eqiiinos

Tempo (horas)
Grupo 0 3 G
C 0,62+2,98 1,24£3,01 1,40£3,67 0
DS 1,36+5,12 3,50+4,22 2,28+5,45 1,53+3,94
DM 0 0 0
DISCUSSAO infusdo lenta permitir um tempo maior para a

Os efeitos patofisiologicos das bactérias Gram-
negativas sdo similares aos da endotoxina
bacteriana e a endotoxemia experimental é um
modelo reconhecido para o estudo de choque
séptico por Gram-negativos (Ward et al., 1987).
Devido a essas similaridades, a administra¢do de
quantidade subletal de endotoxina a eqiiinos
permite o estudo de possiveis agentes
terapéuticos para a colica eqiiina (Lochner,
1986). A dose de LPS de 0,1ug/kg usada neste
estudo foi idéntica a utilizada por King e Gerring
(1991) em podneis e por Wagner et al. (1995) em
equinos.

Conforme o relato de King e Gerring (1991), a
endotoxina administrada por infusdo intravenosa
lenta, durante 15min, ndo produz alteragdes de
inicio abrupto e severo, como as provocadas pela
injecdo intravenosa em bolus. A diferenca de
resposta parece estar relacionada ao fato de a
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formagdo de complexos estaveis do LPS com
lipoproteinas de alta densidade do plasma e
células do sangue, retendo o LPS na circulagdo,
retardando a interagdo com o0s receptores
(Moore, 2001).

A padronizagdo dos animais, quanto ao sexo,
origem ¢ idade entre dois e trés anos, foi
importante para se obter uma resposta
inflamatoria uniforme, pois, segundo Allen et al.
(1996) e Barton et al. (1996), eqiiinos que ja
apresentaram doenga gastrintestinal, tém menor
producdo de TNF-a nos macréfagos peritoneais
quando expostos as endotoxinas, diferentemente
dos macrofagos de animais sem historico de
afeccdo, sugerindo a ocorréncia de tolerancia a
endotoxina. Apesar de o exato mecanismo da
tolerancia a endotoxina ainda ndo estar
totalmente elucidado, a ocorréncia de menor
expressdo dos receptores de endotoxina nas
células alvo, a diminui¢do do inicio do sinal de
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tradu¢do e a diminuicdo de transcricdo e
translagdo (Barton et al.,, 1996) tém sido
propostas.

A quantificagdo do TNF-a foi realizada
inicialmente com células da linhagem WEHI 164
clone 13, mas resultados confiaveis s6 foram
obtidos com linhagem de célula 1.929. Barton e
Collatos (1999) relataram que diferengas nas
técnicas de ensaios biologicos, no tipo de
amostra e na definicdo de “aumento” de
atividade de TNF-a podem induzir a variagdes
na quantificagdo da citocina. Mackay et al.
(1991), comparando os dois tipos de linhagens de
células para quantificar a citocina em soro
eqiiino, observaram que a atividade do TNF-o
das amostras séricas foi maior quando foram
utilizadas células 1.929.

Adicionalmente, quando se empregou o
imunoensaio enzimatico humano (ELISA) para
quantificar a presen¢a de TNF-a, como descrito
por Bertone et al. (2001), ndo se obtiveram
resultados fidedignos. Faleiros (2002)° também
quantificou a citocina por esse método e nao
obteve resultados positivos, demonstrando que a
técnica ainda necessita de maior
aperfeigoamento.

Apesar de a maioria dos autores ndo citar quanto
tempo apos a coleta do material foi realizada a
mensuragdo do TNF-o, Cargile et al. (1995)
dosaram a citocina duas semanas apo6s a colheita.
Em relagdo a temperatura de armazenagem das
amostras, segundo Mackay et al. (1991), a
atividade do TNF-a eqiiino ¢ menor quando as
amostras sao congeladas a -20°C por mais que
dois meses, porém estavel em condigdes de
temperatura a -80°C; todavia, esses autores
relataram que a mensuragdo da atividade
citotoxica do TNF-o para as células WEHI
diminui ou desaparece antes que a das células
L.929.

A infusdo IV de 20ng de endotoxina/kg, em
eqiiinos, resultou em um pico da atividade de
TNF-a sérico de 1.014pg/ml, uma hora apds a
indu¢do da endotoxemia (Barton et al., 1998). A
concentragdo maxima da citocina de 23,4pg/ml,
no grupo-controle, sugere que o armazenamento
das amostras a temperatura de -70°C pode ter

®Faleiros, 2002 (comunicagio pessoal) — Escola de
Veterinaria - UFMG — Belo Horizonte, MG - Brasil
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contribuido para a redugdo da concentragdo do
TNF-a, dificultando a quantificagdo deste pelos
ensaios com a linhagem WEHI, embora haja
evidéncia de que as células da linhagem 1929
sejam mais sensiveis para mensuragdo de
concentragdes menores dessa citocina.

Dessa forma, foi detectada a maior atividade do
TNF-a as 1hl5min apés a indugdo da
endotoxemia, confirmando os dados da literatura
sobre o aumento da atividade do TNF-a 15 a
30min apds inducdo da endotoxemia, sendo
maxima entre 1 e 2h (Beyart e Fiers, 1998;
Bueno et al., 1999; Peird et al.,, 1999; Peiro,
2002).

A atividade sérica do TNF-o esta relacionada
com elevagdo de temperatura corporea, aumento
da freqiiéncia cardiaca e da freqiiéncia e
amplitude respiratoria, diminui¢do da motilidade
intestinal, sinais de depressdo e neutropenia
(Barton e Collatos, 1999). De fato, no estudo
clinico realizado por Rosa et al. (2003),
empregando esses mesmos eqilinos, o aumento
da atividade da citocina descrita, foi coincidente
com aumento da temperatura retal e a reducdo
dos movimentos intestinais entre 1h15min ¢ 6h
apos inducdo da endotoxemia, estando associada
a leucopenia com neutropenia e linfopenia.

Observou-se que o diclofenaco soédico inibiu a
sintese de TNF-a e atenuou os sintomas clinicos
de hipertermia e hipomotilidade intestinal, por
reduzir a ativacdo da cascata inflamatoria. A
auséncia de resposta febril nos animais tratados
com diclofenaco pode estar relacionada a
atividade seletiva deste farmaco para a
ciclooxigenase tipo 2 (Schwartz et al., 1999;
Cannon, 2000), pois a isoforma da
ciclooxigenase esta envolvida no
desencadeamento da sintese de prostandides que
mediam a resposta inflamatoria, dor e febre
(Schwartz et al., 1999).

Segundo Rosa et al. (2003), a auséncia de febre
nos animais que receberam dexametasona neste
experimento pode ter ocorrido pela diminuicao
ou inibigdo da produgdo de PGE, e, ainda, pela
inibi¢do da sintese de TNF-a (Morris et al.,
1991). A dexametasona reduz a transcri¢do do
gene TNF e a traducdo do TNF RNAm (Beyaert
e Fiers, 1998). Os eqiiinos tratados com LPS ndo
apresentaram redugdo da motilidade intestinal,
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demonstrando a protegdo promovida pelo
farmaco. Essa dose de endotoxina causou
inibicdo da atividade gastrica e da motilidade do
colon esquerdo e menor, mediados pelo aumento
dos teores de prostaglandina PGE, e PGI, (King
e Gerring, 1991).

Segundo Valaddo et al. (1995), a endotoxemia
induzida por via intravenosa em eqiiinos, nao
altera o nimero total de leucdcitos do liquido
peritoneal. Nessa condi¢do, ndo ocorre migragdo
de células da corrente circulatéria para a
cavidade, pois o LPS circulante ativa a cascata
inflamatoria, alterando a quimiotaxia dos
neutrofilos circulantes (Rocha e Ferreira, 1986).

Este ultimo evento explicaria a auséncia de
alteragdes no numero de leucdcitos no liquido
peritoneal ¢ a leucopenia observada nos animais
deste estudo (Rosa et al., 2003), em que a
elevacdo da concentracdo de TNF-a. sérico inibiu
a transmigracdo de neutrofilos para o espago
extravascular. Embora a resposta leucopénica em
eqiiinos expostos ao LPS ndo pareca ser
totalmente mediada pelo TNF-a, esta citocina
desempenha um papel importante nesta e em
outras espécies animais (Cargile et al., 1995;
Peiro6 et al., 1999).

Reforca essa proposi¢do o fato de o LPS
administrado por via intraperitoneal ndo induzir
leucopenia e neutropenia, mas aumentar o
nimero de neutréfilos peritoneais (Peird et al.,
1999). Certamente, por esta via, o LPS ativou a
migracdo de macrofagos, induzindo a
participagdo de outros fatores além do
quimiotaxico para neutrofilos (Souza e Ferreira,
1985; Cunha et al., 1986; Faccioli et al., 1990).
Peir6 (2002) observou aumento da atividade de
TNF-a peritoneal, duas horas apods injecdo de
LPS intraperitoneal, e somente apds quatro
horas, o aparecimento da citocina na circulagdo
sangiiinea.

Nesse sentido, Barton e Collatos (1999)
observaram, em estudo clinico de 155 eqiiinos
com colica, concentracdo de endotoxina e de
TNF-0. maiores no fluido peritoneal que no
sangue, demonstrando que lesdes locais na cavidade
peritoneal induzem a resposta inflamatoria
compartimentalizada. Alteracdes celulares e na
producdo de TNF-o peritoneal, ja foram
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observadas em casos de endotoxemia (Burrows
1979).

Concluiu-se que a injecdo de LPS, pela via
endovenosa, aumentou os teores de TNF-a
sérico, mas ndo os do liquido peritoneal, e que o
diclofenaco e¢ a dexametasona inibiram a
producdo de TNF-a sérico, em endotoxemia,
induzida experimentalmente por LPS em
equinos.
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