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Resumo
LOURENSI, Luisa Inacio. Enzimas relacionadas ao estresse oxidativo apoés
desafio com endotoxina exdgena. 2020. 57f. Dissertacdo (Mestrado em Producao
Animal) — Programa de Poés-Graduacdo em Zootecnia, Faculdade de Agronomia

Eliseu Maciel, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2020.

Apesar dos ruminantes possuirem capacidade de se adaptar as condicfes impostas,
por vezes, o status de estresse se altera e pode apresentar-se da maneira oxidativa.
Sendo assim, nosso objetivo foi verificar os niveis séricos de algumas enzimas
envolvidas no estresse oxidativo, que foi provocado por duas infusdes de
lipopolissacarideo (LPS), afim de ocasionar uma inflamacdo experimental. Foram
acompanhadas 16 novilhas corte de raca europeia, em torno de 14 meses de idade,
pesando aproximadamente 330kg, clinicamente saudaveis, manejadas em sistema
intensivo e com livre acesso a agua. O grupo LPS (n=8) recebeu 2 aplicacbes via
intravenosa (i.v) contendo 0,5 pg/kg de peso corporal de LPS (Sigma Aldrich Missouri,
EUA) diluidas em 2 mL de solucéo salina (0,9% de Nacl), com intervalo de 24 horas,
pois se sabe que o pico da resposta inflamatéria se da neste momento. J4 o grupo
controle (n=8) recebeu as mesmas aplicacdes e dosagens de solucao salina (0,9% de
Nacl) via i.v, com o mesmo intervalo. Foi realizado exame clinico geral e sanguinea
as 0, 4 e 8 horas apds dois desafios com LPS, sendo a hora 0 0 momento da infusao
do LPS ou solucédo salina. O sangue foi coletado através do complexo arteriovenoso
da coccigea com a utilizacdo de sistema Vacutainer (BD Diagnostics, Sdo Paulo,
Brasil). Ap6s a coleta, os tubos foram centrifugados e o soro foi armazenado em
eppendorfs para posterior analises. A temperatura corporal do grupo LPS foi superior
guatro horas apos cada desafio (P<0,05). A contagem de leucdcitos totais foi inferior
no grupo LPS (P<0,05). A frequéncia cardiaca também foi afetada pelo desafio com
LPS (P<0,05) e a frequéncia respiratoria ndo diferiu entre grupos. A atividade de total-
SH (P=0,084) e EROS (P=0,050) demonstraram tendéncia estatistica.Verificou-se
que, o desafio com duas aplicagcdes de LPS demonstrou altera¢cdes na producéo
séricas de totais-SH e EROS.

Palavras-chave: atividade enzimatica; lipopolissacarideo; niveis séricos; ruminantes.



Abstract

LOURENSI, Luisa Inacio. Enzymes related to oxidative stress after challenge with
exogenous endotoxin. 2020. 57p. Dissertation (Master in Animal Production) -
Postgraduate Program in Animal Science, Faculty of Agronomy , Federal University of
Pelotas, Pelotas, 2020.

Ruminants have the ability to adapt to imposed conditions. However, sometimes the
stress status changes presenting ruminants oxidative stress. Therefore, the objective
of this study was to verify the serum levels of enzymes involved in oxidative stress,
which was induced by two infusions of lipopolysaccharide (LPS), in order to cause an
experimental inflammation. Sixteen European heifers were accompanied. Their ages
were around 14 months, weighing approximately 330 kg, clinically healthy, managed
in an intensive system and with free access to water. The LPS group (n = 8) received
2 intravenous applications (iv) containing 0.5 pg/kg of body weight of LPS (Sigma
Aldrich Missouri, USA) diluted in 2 mL of saline solution (0.9% NacCl), with an interval
of 24 hours (known peak time of the inflammatory response occurrence). The control
group (n = 8) received the same applications and dosages of saline solution (0.9%
NacCl) via i.v, within the same interval. General clinical and blood tests were performed
at 0, 4 and 8 hours after two challenges with LPS, being hour 0 the time of LPS infusion
or saline solution. Blood was collected through the coccygeal arteriovenous complex
using the Vacutainer system (BD Diagnostics, Sdo Paulo, Brazil). After collection, the
tubes were centrifuged and the serum was stored for further analysis. The body
temperature of the LPS group was higher four hours after each challenge (P & It; 0.05).
The total leukocyte count was lower in the LPS group (P & It; 0.05). Heart rate was
also affected by the challenge with LPS (P & It; 0.05) and respiratory rate did not differ
between groups. The activity of total-SH (P = 0.084) and EROS (P = 0.050) showed a
statistical trend. It was found that the challenge with two applications of LPS
demonstrated changes in the serum production of total-SH and EROS.

Keywords: enzymatic activity; lipopolysaccharide; ruminants; serum levels.
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Hipotese
A inducd@o de uma reposta inflamatodria experimental, através de duas infusdes
com lipopolissacarideo (LPS), promove alteracbes na producdo de enzimas

relacionadas ao dano oxidativo a nivel sérico de ruminantes.

Objetivo geral
Verificar a nivel sérico o efeito do desafio com LPS na producao de enzimas

envolvidas no estresse oxidativo de ruminantes.

Objetivos especificos
- Analisar a contagem de leucocitos nos animais desafiados com LPS ou néo;
- Avaliar a temperatura dos animais desafiados ou ndo com LPS;
- Determinar a frequéncia respiratoria e cardiaca dos animais desafiados com

LPS ou nao.



1 Revisao de literatura

1.1 Lipopolissacarideos

Os lipopolissacarideos sdo endotoxinas da parede celular de bactérias gram-
negativas, responsaveis por sua organizacdo e estabilidade e embora ele esteja
firmemente ligado na parede celular bacteriana, ele é continuamente liberado no meio
ambiente apds seu crescimento, divisdo, multiplicacéo ou lise (PETSCH & ANSPACH,
2000; ANDERSEN, 2003). O LPS é composto de uma porc¢ao hidrofilica, chamada de
polissacarideo O, que € covalentemente ligado a por¢cdo hidrofébica, denominada
lipideo A, sendo esta a parte mais conservada da molécula e responséavel pela sua
toxicidade e estimulacdo do sistema imune (WYCKOFF et al., 1998; QUINN et al.,
2005; MAGALHAES et al., 2007). O antigeno O por sua vez, é composto de uma
sequéncia de oligossacarideos idénticos (de 3 a 8 monossacarideos cada), que sao
especificos de cada cepa bacteriana. Estes sequenciamentos sdo determinantes para
a identificacdo soroldgica da bactéria em questdo (PETSCH e ANSPACH, 2000;
GORBET e SEFTON, 2005; MAGALHAES et al., 2007) e tanto a variabilidade no
nacleo do LPS, quanto no antigeno O pode afetar significativamente a resposta imune,
bem como o tipo da via de sinalizacéo (JIANG et al., 2005; ZUGHAIER et al., 2005).

Sobretudo, cerca de 75% da superficie bacteriana é composta pelas
endotoxinas, no caso da Escherichia coli (E. coli), uma Unica bactéria pode conter
aproximadamente 2 milhdes de moléculas de LPS (GORBET e SEFTON, 2005;
MAGALHAES et al., 2007). Ndo s&o conhecidas cepas bacterianas ou endotoxinas
que n&o possuam o lipideo A (ALEXANDER e RIETSCHEL, 2001; MAGALHAES et
al., 2007; RAETZ et al., 2007), exceto as espécies do género Sphingomonas, que séo
gram-negativas, porém nao possuem a parte hidrofébica da molécula (KAWAHARA
etal., 1991). Deste modo, o sistema imunolégico inato € capaz de detectar baixissimas
concentracOes de LPS para desencadear a resposta celular (GIOANNINI et al., 2004).
Para reconhecer o0s patdgenos e distingui-los necessita-se de componentes
especificos, estruturalmente conservados, produzidos por um amplo grupo de micro-
organismos potencialmente patogénicos. Estes componentes, que estdo ausentes em
organismos multicelulares, s&@o popularmente chamados de PAMPs (padréo
molecular associado ao patégeno) e séo reconhecidos pelo hospedeiro, através de
um grupo limitado de receptores de reconhecimento de padréo (PRRs) (PASARE e

MEDZHITOV, 2004). As principais células envolvidas neste processo séo



0os macroéfagos, neutrdéfilos e células dendriticas (ADEREM, 2003; KAWAI e AKIRA,
2005).

1.2 Lipopolissacarideos versus doencas

Quando ocorre uma inflamacao ou dano tecidual em algum lugar do corpo, o
animal responde fabricando novas proteinas e montando uma série de respostas que
ajudam a protegé-lo como um todo. Essas respostas incluem o desenvolvimento de
febre, neutrofilia, letargia e, eventualmente, emaciacdo muscular, bem como a
producdo de novas proteinas. Sdo mediadas pelas citocinas proinflamatérias
(interleucinas), TNF-a (fator de necrose tumoral-a), espécies reativas de oxigénio
(EROS) e de nitrogénio (ERONS) e, os metabdlitos do acido araquiddnico, incluindo
os leucotrienos e as prostaglandinas (THOMSON, 1983; TIZARD, 2002). Sob a
influéncia da IL-1 (interleucina-1) e TNF-a, as células hepaticas aumentam a sintese
e secrecao de proteinas. Sua resposta comeca dentro de algumas horas de leséo e
declina dentro de 24 a 48 horas. Como essa sintese associa-se com infeccdes e
inflamacdes agudas, as proteinas, cujas concentracdes se elevam muito rapidamente,
sdo conhecidas como proteinas de fase aguda. Muitas delas funcionam na defesa do
hospedeiro e sdo importantes componentes do sistema imune (THOMSON, 1983;
TIZARD, 2002). Um exemplo de proteina de fase aguda importante em ruminantes &
a haptoglobina, que se conjuga a moléculas de ferro (Fe) e consequentemente as
torna indisponiveis para bactérias invasoras. Dessa maneira, ela inibe a invaséo e
proliferacéo bacteriana (THOMSON, 1983; TIZARD, 2002).

Os ruminantes estdo em constante contato com endotoxinas, seja através da
alimentacdo, do ar ou do meio ambiente, até mesmo os saudaveis, ja que estas
moléculas estdo presentes no rumen, no trato intestinal e nas fezes
(SCHAUMBERGER & REISINGER, 2014). Ao entrar no organismo a bactéria
defronta-se com fatores de defesa humorais e celulares. A ativacdo das células
endoteliais pelo LPS é caracterizada por uma série de fatores, dentre eles 0 aumento
da expressao da enzima Oxido nitrico sintase (NOS2), que ocasiona um aumento na
producdo de oxido nitrico (NO) (MORIKAWA et al., 2000), alteracbes bioquimicas e
estruturais, que sao iniciadas com a expressdo de uma série de genes que estao
envolvidos com a sintese de moléculas de adesdo (BORREGO, 2009). Estas
moléculas sdo essenciais para a formacéo do edema e do infiltrado celular massivo

observado no choque séptico, elas promovem o recrutamento dos linfocitos,
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neutroéfilos neutrdéfilos, mondcitos e outras células observadas em grandes areas da
microvasculatura (HUANG et al., 1995; LOPEZ-BOJORQUES et al., 2004). Os fatores
humorais compreendem o complemento, anticorpos e proteinas de fase aguda. Na
resposta celular, particularmente as células mononucleares ([MNC] mondcitos e
macréfagos) e os neutrofilos sdo as células de maior importancia, uma vez que elas
podem reconhecer direta ou indiretamente constituintes da parede celular bacteriana
apos a sua ligacdo a fatores do complemento e anticorpos (VAN AMERSFOORT et
al., 2003). Segundo Borrego (2009), estudos ja realizados demonstram que as células
dendriticas também respondem ao LPS. InteracBes entre células dendriticas e
patégenos microbianos sdo fundamentais para a geracdo de uma resposta imune
adaptativa. Uma vez estimuladas com bactérias ou componentes bacterianos como o
LPS, as células dendriticas imaturas passam pelo processo de maturacao que envolve
a expressao de moléculas coestimulatérias, moléculas de CPH (complexo principal de
histocompatibilidade) e producéo de citocinas e quimiocinas que fornecem sinais para
o desenvolvimento e diferenciacdo de linfécitos (BORREGO, 2009). As células
dendriticas séo responsaveis por direcionar diferentes tipos de respostas de células
T, incluindo geracéo de células T efetoras e de memoéria (CAROFF et al., 2002).
Como ja supramencionado, em condig@es fisioldgicas, as células do sistema
imune sdo constantemente expostas a pequenas quantidades de LPS provenientes
do ambiente ou do proprio organismo animal. Porém, quando o animal € submetido a
deficiéncias energéticas ou desequilibrios alimentares, a parede do rimen ou intestino
se torna mais permeavel, o que permite que a molécula de LPS seja absorvida pela
corrente  sanguinea (SCHAUMBERGER; REISINGER, 2014). Além disso,
enfermidades como mastite, metrite e endometrite, podem ser causadas por bactérias
gram-negativas que liberam a endotoxina na corrente sanguinea, promovendo a
liberacdo de citocinas pré-inflamatérias (MCGAVIN & ZACHARY, 2009). Sendo assim,
este LPS é reconhecido no organismo pelos macréfagos e é essencial para manter o
nivel de ativacdo basal do sistema imune (VAN AMERSFOORT et al.,, 2003). A
bactéria pode ativar as duas vias do sistema complemento: componentes da
superficie polissacaridica da E. coli (antigeno O, capsula e LPS) que desencadeiam a
via alternativa através da ligacdo do fator C3 do complemento (QUEZADO et al.,
1994), ou o componente C1q liga-se ao lipideo A e ativa a via classica do sistema
complemento (YING et al., 1993). Esta mesma via € também ativada na presenca de

anticorpos especificos (IgG e IgM) a constituintes das bactérias gram-negativas. Nos
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trés casos, o C3b é depositado na molécula ou superficie celular, que ird promover a
fagocitose pelos macréfagos, neutrdéfilos e levar a inser¢cdo dos componentes C5-C9
(complexo de ataque a membrana, MAC) levando a lise da bactéria (DE BOER et al.,
1993; HAENEY, 1998), chegando a um dos momentos em que o LPS é liberado
(ANDERSEN, 2003). Entretanto, longas cadeias do antigeno O em bactérias gram-
negativas ou uma espessa camada de petidoglicanos em bactérias gram-positivas,
podem conferir protecdo da bactéria a lise mediada pelo sistema complemento
(HAENEY, 1998). Além disso, os efeitos do LPS dependem da sua concentracdo no
organismo, quando em niveis elevados pode ser capaz de induzir uma reacao
inespecifica como febre, aumento da frequéncia cardiaca e respiratoria, reducdo da
ingestao de matéria seca (IMS) e producéo de leite (WALDRON et al., 2003) podendo
levar ao choque séptico e morte do animal (SIQUEIRA & SCHMIDT, 2003).

Sabendo que quando agentes invasores adentram o organismo, temos quadros
infecciosos e posteriormente inflamatérios, Thomson (1983) diz que, inflamacéo € a
resposta vascular e celular dos tecidos vivos a agressao. Ja Tizard (2002) relata que,
inflamac&o é resposta dos tecidos a invasdo de micro-organismos ou a uma les&o. E
um mecanismo protetor vital, ja que corresponde ao meio pelo qual as células
fagociticas e as moléculas de defesa, tais como os anticorpos e o complemento,
ganham acesso aos locais de invasdo microbiana ou de danos teciduais. As células
fagociticas, anticorpos e componentes do complemento sdo normalmente
encontradas no sangue e devem emigrar para o interior dos tecidos para destruir os
invasores nos locais de inflamagdo (THOMSON, 1983; TIZARD, 2002). Ainda
conforme Tizard (2002), a inflamacéo € classificada de acordo com a sua severidade
e duracdo. Sendo a aguda o quadro recente de inflamacdo e a cronica o mais
prolongado. A inflamacdo aguda pode se desenvolver em menos de uma hora apds o
dano tecidual. Em sua forma classica, a inflamacdo aguda possui cinco sinais
cardeais: calor, vermelhidao, inchaco, dor e perda de funcédo. Em seguida da lesao,
ocorre a constricao e logo apos, a dilatacdo dos pequenos vasos sanguineos na area
danificada, o aumento do fluxo sanguineo para os tecidos lesados, causando edema
e inchaco (THOMSON, 1983; TIZARD, 2002).

O primeiro passo da resposta inflamatéria € a emigracado dos neutrofilos e a
aderéncia as paredes dos vasos sanguineos pequenos. Esta ligacdo ocorre quando
as moléculas de aderéncia sao expressas pelas células endoteliais, tal expressao é

desencadeada pelo LPS, ou por moléculas produzidas pelos tecidos danificados, tais
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como trombina, histamina, fator de necrose tumoral-a TNF-a e IL-1. Essa moléculas
fazem com que as células endoteliais expressem uma glicoproteina chamada de
selectina P (CD62P). A selectina P pode se ligar as cadeias laterais dos carboidratos
em uma proteina de superficie presente nos neutréfilos denominada selectina L
(CD62L). Como resultado, os neutréfilos ndo ligam-se firmemente, mas movem-se
gradualmente quase sem velocidade, rolando ao longo das superficies das células
endoteliais perdendo velocidade até parar por completo (THOMSON, 1983; TIZARD,
2002). Um segundo estagio do aumento da adesao de leucdcito-célula endotelial leva
vérias horas para se desenvolver e € mediado por citocinas. Consequentemente, as
células ativadas pela IL-1 ou TNF-a expressam a selectina E (CD62E), que
potencializa ainda mais a adesividade dos neutrdfilos. A IL-1 também induz a
producao da proteina IL-8, a partir das células endoteliais que, por sua vez, atrai mais
neutrdfilos para a area e o TNF-a estimula as células endoteliais a secretar IL-1. Além
disso, promove a vasodilatacdo, atividade de procoagulantes e trombose e, aumenta
a expressdo das proteinas de aderéncia celular e a producdo das moléculas
guimiotaxicas (THOMSON, 1983; TIZARD, 2002).

Desta maneira, além dos macrofagos, a LBP (proteina ligante ao LPS) é uma
das primeiras moléculas a reconhecerem o LPS no organismo. Ela é uma proteina de
fase aguda presente no soro e € induzida pela IL-1 e IL-6 (DENTENER et al., 2000) e
pode ser produzida no figado, pulmdes, rins ou coracdo. Os niveis constitutivos da
LBP no soro séo baixos (1 a 15 pg/ml), mas aumentam de 10 a 50 vezes durante a
infeccdo. O mecanismo basico de reconhecimento ocorre quando a LBP liga-se com
alta afinidade ao lipideo A, facilitando o processo de monomeriza¢do do LPS e
consequente apresentacdo aos receptores celulares. A LBP catalisa a transferéncia
do LPS ao receptor CD14, aumentando assim a ativacdo de mondcitos, macrofagos
e leucdcitos polimorfonucleares (PMN) (VAN AMERSFOORT et al., 2003; ZWEIGNER
et al., 2006). Atraves da evolucao, o sistema imune dos eucariontes tem reconhecido
o LPS como um PAMPs, ou seja, uma estrutura constitutiva e conservada da bactéria
(MEDZHITOV, 2001). A familia de receptores do tipo Toll € um bom exemplo de PRRs,
sendo o TLR4, primeiramente descrito como locus LPS, um importante gene que
regula a resisténcia inata a infeccao e a resposta do hospedeiro a endotoxina. Ele é
identificado como um importante componente do sinal de transducao iniciado pelo
LPS na célula (JAULT, PICHON, CHLUBA, 2004) em associagéo a proteina MD-2
(proteina de diferenciacdo mieldide 2, também conhecido como Ly96), que € uma
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glicoproteina que esta fisicamente na regido extracelular do TLR4 na superficie da
célula (MIYAKE, 2003; VISINTIN et al., 2006). O sistema imune inato dos mamiferos
utiliza varios PRRs que sdo expressos constitutivamente na superficie celular em
compartimentos intracelulares ou secretados na corrente sanguinea e em fluidos
teciduais (BORREGO, 2009). As principais funcdes destes receptores incluem a
opsonizacdo, a ativacdo do sistema complemento e da cascata de coagulacao,
fagocitose, mecanismos microbicidas como a producdo de espécies reativas de
nitrogénio (ERONS) e de oxigénio, estimulo da producéo de citocinas inflamatorias e
quimiocinas, que recrutam e ativam outras células que regem o desenvolvimento da
imunidade adaptativa (MEDZHITOV, 2001; UNDERHILL e OZINSKI, 2002;
UNDERHILL, 2003). Os TLRs reconhecem um amplo espectro de ligantes incluindo
lipideos modificados (LPS e lipoproteinas de bactérias), proteinas e acidos nucléicos
(DNA [4cido desoxirribonucleico] e RNA [&cido ribonucleico] dupla fita) (UNDERHILL,
2003; ELSON et al., 2007) e ativam uma via de sinalizagdo comum que culmina na
ativacao de fatores de transcricdo como o fator nuclear-kB (NF- kB) (QURESHI &
MEDZHITOV, 2003; TRINCHIERI e SHER, 2007). Os TLRs através do seu dominio
TIR (Toll/Interleucina-1R), conseguem interagir com proteinas adaptadoras como o
MyD88 (gene de resposta primaria de diferenciacdo mieldide 88), TIRAP (proteina
adaptadora contendo dominio TIR, também conhecida como Mal, que é semelhante
ao MyD88), TRIF (dominio adaptador contendo TIR indutor de INF-B), TRAM
(molécula adaptadora relacionada ao TRIF) e algumas serina/treonina quinases, as
IRAKs (quinase associada ao receptor da IL-1). Estas moléculas adaptadoras séo
capazes de recrutar quinases e substratos para os complexos receptores induzindo a
sinalizacao intracelular causando a ativacdo do NF- kB, levando a alteragbes na
expressao génica, tais como a regulacdo positiva da expressdao de moléculas
coestimulatoérias de superficie e a secrecdo de citocinas, como a IL-1pB, IL-6, IL-8, IL-
12 e TNF-a (MEDZHITOV et al., 1998; THOMAS et al., 2006; GEROLD et al., 2007).
De fato, pequenas quantidades de LPS, ou mais propriamente do lipidio A, séo
detectadas pelo TLR4 e séo capazes de induzir os macrofagos a sintetizarem potentes
mediadores inflamatoérios (RAETZ et al., 2007). Uma vez o LPS liberado da bactéria,
este apresenta-se sob forma de agregados devido a estrutura anfifilica de sua
molécula. A difusdo espontanea de mondmeros de LPS destes agregados para o
CD14 (receptor celular de alta afinidade para o LPS) ocorre em uma razao muito baixa

(HAILMAN et al, 1994). O receptor CD14 é uma glicoproteina, expressa
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principalmente em mondcitos, macréfagos e granulécitos. Encontra-se presente em
duas formas: na membrana plasméatica (mCD14) via uma ancora de
glicosilfosfatidilinositol (GPI), e na forma soluvel (sCD14) no sangue e fluidos (LU et
al., 2008). O mCD14 nao apresenta dominio de sinalizacao intracelular, necessitando
assim de moléculas coreceptoras, como o TLR4, para a ativagao celular induzida pelo
LPS (VIVES-PI et al., 2003; JIANG et al., 2005). Duas func¢des opostas sdo atribuidas
ao sCD14, ele pode reduzir a atividade induzida pela endotoxina através da
competicdo com o LPS pelo mCD14 e também aumentar a resposta ao LPS em
células que ndo apresentam o receptor em sua superficie, como as células endoteliais,
epiteliais e da musculatura lisa (BAS et al., 2004; DAUPHINEE e KARSAN, 2006). A
afinidade do CD14 na ligacdo com fosfolipedeos aniénicos como a fosfatidilserina tem
a funcdo de reconhecer e fagocitar células apoptoéticas por macrofagos que o
expressam em sua superficie (GREGORY & DEVITT, 1999; MIYAKE, 2003). Na luta
constante entre bactérias e o sistema imunoldgico, os patégenos modificam algumas
das caracteristicas conservadas de seus PAMPs. As modificac6es do LPS incluem a
conjugacdo do grupo fosfato do lipideo A (GUNN et al.,, 1998), que diminui a
sensibilidade contra peptideos antimicrobianos catibnicos, bem como o
reconhecimento pela LBP, receptores CD14 e MD-2 (BORREGO, 2009).
Sequencialmente, conforme Thomson (1983) e Tizard (2002), o segundo
momento da inflamacédo é dado pela chegada dos mondcitos, varias horas apos 0s
neutroéfilos terem atingido o foco inflamatério, € entdo que se inicia uma inflamacao
crbnica. Os mondcitos sdo atraidos pelas mesmas moléculas que atraem o0s
neutrofilos: pelo colageno, elastina e a fibronectina que quebram os produtos e pelas
guimiocinas CC. Umas vez tendo atingido os tecidos, os mondcitos sao ativados e nédo
somente eliminardo quaisquer bactérias invasoras, como também fagocitardo e
destruirdo as células e os tecidos danificados, incluindo os neutréfilos e os depésitos
de fibrina. Ao liberarem IL-1, os macréfagos atraem e ativam os fibroblastos e
estimulam a sintese de colageno exigido no reparo de qualguer dano tecidual. O
colageno é depositado por toda a lesdo e é gradualmente remodelado por varias
semanas ou meses a medida que a area retorna ao normal. Além disso, a reducéo da
pressdo de oxigénio no meio de um ferimento estimula os macréfagos a secretarem
as moléculas que promovem o crescimento de novos vasos sanguineos. Uma vez que
0 nivel de oxigénio seja restaurado ao normal, cessa-se a formagédo de novos vasos
sanguineos (THOMSON, 1983; TIZARD, 2002). O resultado final do processo de



cicatrizacdo depende de uma grande efetividade da resposta anti-inflamatoria. Se a
causa for rapida e completamente removida, a cicatrizacdo prosseguira
rotineiramente. No entanto, se o0 material ou micro-organismos ofensores nao
puderem ser destruidos, o processo inflamatério pode persistir. Logo, a inflamacao
cronica resulta da presenca de bactérias, fungos, parasitas ou de material inorganico
(THOMSON, 1983; TIZARD, 2002). Portanto, as infec¢cbes bacterianas por gram-
negativas tornam os animais severamente deprimidos e febris. As infeccbes mais
severas causam acidose, febre, hipotenséao, liberacéo de lactato nos tecidos, elevacéo
das catecolaminas plasméticas, coagulagdo intravascular disseminadas, trombose
capilar e lesdes renais, hepaticas e pulmonares, resultando em insuficiéncia organica
multipla (THOMSON,1983; TIZARD, 2002). E todos esses fatores podem acabar

promovendo um status oxidativo nos animais afetados por alguma dessas doencas.

1.3 Estresse oxidativo
Em um sistema de producao de ruminantes, é de fundamental o conhecimento
do comportamento normal dos animais em suas diferentes categorias. Para tanto, se
faz necesséario compreender como se dao as distintas interacdes dos animais no
ambiente onde sé&o criados, pois isso evitara situacées negativas que podem resultar
em estresse e prejuizos econdmicos. O estresse € um efeito ambiental sobre os
individuos e que imp&e uma sobrecarga em seu sistema de controle (homeostase),
reduzindo sua capacidade de ajuste frente ao ambiente hostil (BROOM & JOHNSON,
1993). De forma similar ao verificado em outras espécies ndo domesticadas e criadas
em cativeiro pelo homem, os ruminantes também passam a exibir comportamentos
incomuns em decorréncia da presenca de fatores que promovam estresse,
principalmente quando associados a erros alimentares. Portanto, assim como 0s
demais animais, 0s ruminantes exigem um conjunto de fatores ambientais que
promovam o seu bem-estar e a falta ou a provisdo deficiente de um ou mais dos
recursos necessarios ao bem-estar desses animais é que dara origem aos diversos
transtornos comportamentais verificados neles. Segundo Fraser et al (1997) o bem-
estar animal pode ser caracterizado quando o desempenho dos animais for
compativel com o proposito deles, quando se sentirem bem e quando viverem em
ambiente adequado.
O conceito de estresse foi esbogcado na década de 30 (SELYE, 1936) e descrito

como um conjunto de reacdes do organismo comum a diferentes estimulos
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agressores, um método de alerta do organismo frente a possiveis ameacgas. E,
independente da natureza do estimulo agressor, algumas reacdes permaneciam
consistentes, como: taquicardia, hiperglicemia, vasoconstricdo visceral e periférica e
vasodilatacdo muscular. Essas repostas foram interpretadas como adaptacdes
evolutivas que permitiram aos animais reconhecer e reagir adequadamente a
situacdes de perigo e assim garantir sua sobrevivéncia. Muitos anos depois, 0 termo
“estresse” ainda é frequentemente utilizado nos mais diferentes campos da ciéncia,
porém sem uma versao unanime.

A definicdo de Moberg (2000) é semelhate a de Selye (1936): “uma resposta
biolégica desencadeada pelo proprio organismo quando este reconhece alguma
perturbacao (por exemplo, temperaturas extremas, presenca de predadores, doencas,
traumas, paricdo e outros) que ameace a sua homeostase”. Morberg (2000) ainda
diferencia os termos estresse e distress, em que 0 primeiro seria 0 conjunto de
respostas benéficas do estresse, aquelas cuja funcéo é realmente de alerta; ja distress
€ 0 estado no qual o estresse causa consequéncias negativas para 0 organismo,
comumente associadas as formas cronicas de estresse. Embora a reacdo incitada
seja semelhante para os diferentes agentes estressores, segundo Carroll & Forsberg
(2007) pode-se classificar esses agente em trés categorias no estudo de animais de
producéo: estresse psicologico: pelo contato com novos animais, mudanga para novo
ambiente; estresse fisiolégico: devido alteragbes enddcrinas e neuroenddécrinas por
alguma condicdo, como restricdo alimentar ou disfuncdes glandulares e; estresse
fisico: por traumas mecéanicos, estresse térmico, cansaco.

No estudo de vacas leiteiras, portanto, se justifica a caracterizacdo do periodo
de transicdo como um momento estressante, pois, em rotinas de fazendas comerciais,
elas enfrentam todos os trés tipos de agentes estressores (CARROLL & FORSBERG,
2007). A rotina dos ruminantes proporciona em muitos momentos manejos que
poderdo resultar em estresse. Apesar de possuirem capacidade de se adaptarem as
diferentes condi¢bes a que s&o submetidos, os animais podem aumentar o cortisol
sérico, predispondo um status de estresse, que em muitos casos se apresenta da
maneira oxidativa (RAPOSO, 2014). O estresse oxidativo caracteriza-se pelo
desequilibrio entre moléculas oxidantes e antioxidantes, que resulta na inducdo de
danos as biomoléculas pelos EROS (DAMASCENO et al.,, 2002) e ERONS
(BARREIROS & DAVID, 2006). Também é caracterizado pelos processos de
producdo e remocao de radicais livre pelos sistemas de defesa antioxidante (SIES,
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1991) ou definido como alteracdes no equilibrio entre pré-oxidante e antioxidantes a
favor da formacéo de lesdes (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2003). Em organismos
aerobicos, sdo de suma importancia para a homeostase entre agentes Oxido-
redutores e o sistema de defesa antioxidante (FERREIRA & MATSUBARA, 1997).
Como se sabe, 0 oxigénio € uma molécula estavel que atua nos organismos aceitando
elétrons e se reduz em agua durante a respiracdo mitocondrial. Porém, ao longo do
procedimento de reducdo, o oxigénio pode receber apenas um elétron, ao contrario
de dois e produzir radicais de oxigénio, que podem causar injurias as células
(NOGUEIRA, 2004) e estas substancias sdo produzidas endogenamente como
resultado direto deste metabolismo (ROSS, 1991). As EROS podem provocar injdrias
teciduais (KINNULA et al., 1995), que em altas concentracdes, danificam organelas
celulares, acidos nucleicos, lipideos e proteinas (VALKO et al., 2007). Sendo assim,
sabemos que o0 oxigénio é essencial para a oxidacdo de compostos organicos e
producédo de energia para o metabolismo celular (COMHAIR & ERZURUM, 2002).

O dano ou estresse oxidativo tem sido classificado em trés categorias: o leve,
guando os tecidos sdo constantemente expostos; o moderado, ocasionado pelo
aumento do estresse de fontes externas, como a radiacdo, podendo levar a danos no
DNA, fazendo muito necesséria sua prevencao e; o intenso, que é fruto de um dano
permanente (FLOYD, 1997). Sendo assim, as EROS demonstram func¢des variadas
no organismo, podendo desnaturar proteinas e peroxidar lipideos. Semelhantes as
EROS, que sdo constantemente geradas na respiracdo celular, os ERONS séo
geradas ao final do metabolismo de aminoé&cidos. As principais ERONS incluem o
oxido nitrico (NO"), 6xido nitroso (N203), acido nitroso (HNO2), nitritos (NO2"), nitratos
(NO3) e peroxinitritos (ONOO") (BARREIROS & DAVID, 2006). Portanto, para impedir
0 avanco das lesfes decorrentes do estresse oxidativo, se necessita de antioxidantes.
Um antioxidante é qualquer susbtancia que, quando presente em baixas
concentracbes comparadas aquelas de um substrato oxidavel, atrasa ou evita a
oxidacdo deste susbtrato (DE ZWART et al., 1999; HALLIWELL & GUTTERIDGE,
1999). O sistema antioxidante possui dois sistemas para remover as EROS e ERONS,
0 enzimatico ou ndo enzimatico. O primeiro, atua como detoxificador do agente antes
que ele cause lesdo e € composto pela superoxido dismutase, catalase (CAT) e
glutationa peroxidase (GSH-Px), proteinas ligantes de metais e proteinas que
protegem biomoléculas contra injurias de outros mecanismos. Ja o sistema nao

enzimatico repara a lesdo ocorrida e é formado pela vitamina E (a-tocoferol), vitamina
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C, carotenoides, acido ascorbico, glutationa redutase (GSH-Rd), entre outros. (GATE
et al., 1999; HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999; MATES & SANCHEZ-JIMENEZ,
1999). Com excecao da vitamina E, que € um antioxidante estrutural da membrana, a
maior parte dos agentes antioxidantes estd no meio intracelular (ROSS, 1991,
HEBBEL, 1986). O superoxido e o perdxido de hidrogénio, liberados durante a
respiracao dos neutrdfilos, causam danos teciduais e inflamacéo através da oxidagéo
dos lipideos da membrana celular. Como esse radicais livres sdo muito destrutivos,
os tecidos devem proteger-se atraves da sua remocao. As catalases e as peroxidases
removem os peroxidos, enquanto a superéxido dismutase, ceruloplasmina e ions de
cobre livres removem o superoxido liberado pelos neutréfilos (THOMSON, 1983;
TIZARD, 2002). Os neutrofilos geralmente morrem durante uma resposta inflamatoria,
no entanto, se eles liberarem suas enzimas lisossomais, poderdo causar dano tecidual
severo (THOMSON, 1983; TIZARD, 2002), mas isso normalmente nao ocorre. Como
os neutrdéfilos sofrem morte celular programada (apoptose), os seus lipideos de
superficie se alteram e os macrofagos reconhecem essas alteracdes. Como resultado,
os neutrofilos em processo de morte sao fagocitados intactos pelos macréfagos e é
uma maneira eficiente de remocéao de células indesejadas sem liberacdo de contetdo
celular toxico (THOMSON, 1983; TIZARD, 2002).

Sobre a SOD, temos que é a primeira enzima na eliminacdo do anion
superéxido em H20:2 (perdxido de hidrogénio) e O2 (oxigénio), na presenca do préton
H* (ions de hidrogénio) (ROSS, 1991; ACHARYA et al.,, 1991). Ela possui duas
apresentacoes: a isoforma CuzZnSOD, ligada aos ions cobre (Cu) e zinco (Zn) e; a
isoforma MnSOD, ligada ao ion manganés (Mn). A CuzZnSOD esté no citoplasma das
células e a MnSOD nas mitocondrias e ambas possuem a mesma funcédo, converter
O2 em H202 (NOGUEIRA, 2004). Durante o processo hemolitico decorrente de
agressao térmica, os glébulos vermelhos humanos (HATHERILL; TILL; WARD, 1991)
e bovinos (BARTOSZ et al., 1978) exibem queda da atividade SOD. A adicao desta
enzima também protege o DNA de lesdes provocadas pela sobrecarga de Fe
(ARUOMA et al., 1989). E para finalizar, temos o grupo dos tidis que é formado pelas
glutationas. Os conteudos tiolicos sdo capazes de eliminar os radicais livres, porém
isso resulta em uma energia muito alta, sugerindo que ele pode promover a oxidacao
(BUETTNER, 1993). No entanto, como no ascorbato, o estado reduzido de acido

tiético, acido di-hidrolipdico e cisteina (BAST, 1988) podem ser pré-oxidativos, devido
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ao seu forte potencial redutor e, sendo assim, sua capacidade de estimular a oxidagéo
catalisada por metais (DECKER et al., 2010).
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Resumo
O objetivo foi verificar a producdo sérica de algumas enzimas envolvidas no estresse
oxidativo, atraves da mimetizacdo de uma inflamacao experimental provocada por duas
infusdes de lipopolissacarideo (LPS). Foram acompanhadas 16 novilhas corte, com 14
meses de idade, pesando aproximadamente 330kg, clinicamente saudaveis, manejadas em
sistema intensivo e com livre acesso a agua. O grupo LPS (n=8) recebeu 2 aplicacdes via
intravenosa (i.v) contendo 0,5 pg/kg de peso corporal de LPS (Sigma Aldrich Missouri,
EUA) diluidas em 2 mL de solucéo salina (0,9% de Nacl), com intervalo de 24 horas. Ja
o0 grupo controle (n=8) recebeu as mesmas aplicacdes e dosagens de solugéo salina (0,9%
de Nacl) via i.v, com o mesmo intervalo. As coletas de sangue foram realizadas através
do complexo arteriovenoso da coccigea com a utilizacdo de sistema Vacutainer (BD
Diagnostics, S&o Paulo, Brasil). A temperatura corporal do grupo LPS foi superior quatro
horas apés cada desafio (P<0,05). A contagem de leucdcitos totais foi inferior no grupo
LPS (P<0,05). A atividade de total-SH (P=0,084) e EROS (P=0,050) demonstraram
tendéncia estatistica.Verificou-se que, o desafio com duas aplicacdes de LPS com

intervalo de 24 horas demonstrou altera¢cdes na producéo séricas de totais-SH e EROS.
Palavras-chave: atividade enzimatica, lipopolissacarideo, niveis séricos, ruminantes.
Abstract

The objective of this study was to verify the serum production of enzymes involved in

oxidative stress, by mimicking an experimental inflammation caused by two infusions of
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lipopolysaccharide (LPS). Sixteen 14-month-old heifers, weighing approximately 330 kg,
clinically healthy, managed in an intensive system and with free access to water. The LPS
group (n=8) received two intravenous applications (iv) containing 0.5 pg/kg body weight
of LPS diluted in 2 mL of saline solution (0.9% NaCl), with an interval of 24 hours. The
control group (n = 8) received the same applications and dosages of saline solution (0.9%
NaCl) via i.v, with the same interval. Blood samples were collected through the coccygeal
arteriovenous complex using the Vacutainer system. The body temperature of the LPS
group was higher four hours after each challenge (P & It; 0.05). The total leukocyte count
was lower in the LPS group (P & It; 0.05). The activity of total-SH (P = 0.084) and EROS
(P = 0.050) showed a statistical trend. It was found that the challenge with two LPS
applications with a 24 hour interval demonstrated changes in the serum production of
total-SH and EROS.

Keywords: enzymatic activity; lipopolysaccharide; ruminants; serum levels.

Introducéo

Os lipopolissacarideos (LPS) sdo endotoxinas da parede celular de bactérias gram-
negativas, responsaveis por sua organizacao e estabilidade e sdo continuamente liberados
no meio ambiente apds seu crescimento, divisdo, multiplicacdo ou lise (Petsch E
Anspach, 2000; Andersen, 2003). O LPS é composto de uma porcao hidrofilica, chamada
de polissacarideo O, que é covalentemente ligado a porcéo hidrofobica, denominada
lipideo A, sendo esta a parte mais conservada da molécula e responsavel pela sua
toxicidade e estimulacdo do sistema imune (Wyckoff et al., 1998; Quinn et al., 2005;
Magalhaes et al., 2007). O antigeno O por sua vez, é composto de uma sequéncia de
oligossacarideos idénticos, que sdo especificos de cada cepa bacteriana. Estes
sequenciamentos sdo determinantes para a identificacdo sorolégica da bactéria em
questdo (Petsch e Anspach, 2000; Gorbet e Sefton, 2005; Magalhées et al., 2007) e tanto
a variabilidade no ndcleo do LPS, quanto no antigeno O podem afetar significativamente
a resposta imune, bem como o tipo da via de sinaliza¢do (Jiang et al., 2005; Zughaier et
al., 2005).

No entanto, os ruminantes estdo em contante contato com endotoxinas, seja

através da alimentacéo, do ar ou do meio ambiente, até mesmo os saudaveis, j& que estas
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moléculas estdo presentes no rimen, no trato intestinal e nas fezes (Schaumberger e
Reisinger, 2014). Conforme Schaumberger e Reisinger (2014), quando o animal é
submetido a deficiéncias energéticas ou desequilibrios alimentares, a parede do rimen ou
intestino se torna mais permeavel, o que permite que essa molécula seja absorvida pela
corrente sanguinea (Schaumberger e Reisinger, 2014). Além disso, enfermidades como
acidose, mastite, metrite e endometrite, podem ser causadas por bactérias gram-negativas,
as quais o LPS esta presente na membrana externa e, entdo tal endotoxina é liberada na
corrente sanguinea promovendo producdo de mediadores inflamatorios e proteinas de
fase aguda, que atuam diretamente sobre o metabolismo animal (Gozho et al., 2005;
McGavin e Zachary, 2009). Os efeitos do LPS dependem da sua concentracdo no
organismo, quando em niveis elevados pode ser capaz de induzir uma reacao inespecifica
como febre, aumento de frequéncia cardiaca e respiratoria, reducéo da ingestdo de matéria
seca e producdo de leite (Waldron et al., 2003) podendo levar ao choque séptico e morte
do animal (Siqueira e Schmidt, 2003).

Sendo assim, resolvemos realizar o presente estudo, visto a confirmacdo do
contato dos animais com o LPS no dia a dia e suas consequéncias, para verificar a se ha
relacdo da endotoxima com a producdo das enzimas envolvidas no estresse oxidativo. Os
marcadores selecionados foram: totais-SH (grupamentos tidlicos), EROS (espécies
reativas de oxigénio), nitritos e SOD (superdxido desmutase). Desta forma, buscou-se
analisar a nivel sérico o efeito do desafio com LPS na producdo de enzimas envolvidas

no estresse oxidativo de ruminantes.

Material e Métodos

O estudo avaliou o efeito a curto prazo do desafio com LPS sobre metabolismo e
suas possiveis consequéncias a nivel sérico sobre a producdo de enzimas relacionadas ao
estresse oxidativo. O modelo experimental escolhido foram novilhas, pois estas tiveram
menos exposi¢cdo ao LPS durante sua vida, quando comparada a uma vaca multipara e
também pela possibilidade de coleta dos tecidos post mortem. A dose utilizada se baseou
em um estudo prévio realizado por (Waldron et al. 2003) e um teste piloto que realizamos.
Foram utilizadas 16 novilhas de corte de raca europeia (Hereford/Angus), com em torno
de 14 meses de idade, pesando aproximadamente 330kg, clinicamente saudaveis,

manejadas em sistema intensivo, com livre acesso a agua. Os animais permaneceram



97

98

99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110

111
112

113
114
115
116
117
118

alocados em um galpéo coberto, com aberturas laterais, ficando divididos por baias, em
um total de 8 animais/baia. No periodo do estudo, que durou do dia -14 (para fins de
adapatacdo) até os dia 5 (refereindo-se como dia zero [D0] quando foi realizada a primeira
aplicacdo de LPS), os animais receberam uma dieta total mixed a base de silagem de
milho, milho moido e suplemento mineral, contendo 60 % de matéria seca, 65 % de NDT,
26,8% de FDN e 12,6% de proteina bruta. Optou-se pela utilizagdo de uma dieta com uma
proporcdo de 60% volumoso e 40% concentrado para evitar quadros de acidose e
alteracdes nos resultados (NRC 1996). O grupo LPS (n=8) recebeu duas aplicacdes de 2
mL de solugao salina (0,9% de Nacl) contendo 0,5 pg/kg de peso corporal de LPS (Sigma
Aldrich Missouri, EUA) via intravenosa (i. v.), com intervalo de 24 horas e, 0 grupo
controle (n=8) que recebeu duas aplicaces de 2 mL de solu¢do salina (0,9% de Nacl)
com o mesmo intervalo de tempo. Todos os procedimentos realizados neste experimento
foram aprovados pelo Comité de Etica e Experimentagdo Animal da Universidade
Federal de Pelotas, Pelotas, RS, Brasil (Protocolo 9364).

Tabela 1. Composi¢do quimica da dieta total de novilhas submetidas ou ndo ao desafio
com LPS.

Nutrientes % MS
FDA! 25,74
FDN? 44,70
Lignina 4,40
PB? 10,26
PD* 9,57
EE® 5,35
CINZAS 3,82
Célcio 0,22
Fosforo 0,27

'Fibra em detergente acido; 2Fibra em detergente Neutro; 3Proteina bruta; *Proteina

disponivel; °Extrato etéreo

Avaliacdes clinicas
Para a realizagdo do exame clinico os animais foram contidos em um brete e foram

realizadas as avaliagbes de temperatura retal, frequéncia cardiaca (FC), frequéncia
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respiratdria (FR) e movimentos ruminais (MR). Nos dias das aplica¢fes do LPS (D1 e
D2) os animais foram avaliados antes do tratamento e 4 e 8 horas p6s desafio. Nos demais
dias, os animais foram avaliados 1 vez ao dia com intervalos de 24 horas. A temperatura
dos animais foi registrada a cada 30 minutos durante todo o periodo experimental,
considerando a hora 0 como 0 momento da primeira aplicagéo de LPS, assim, a segunda
aplicacdo foi realizada na hora 24. Para isso, foi utilizado termometro Data Logger
(Ibutton, Thermochron, Whitewater, USA). Além disso, fez-se a avaliagdo da temperatura

nas horas 0, 4 e 8 dos dias D1 e D2 através de termometro digital.

Coletas de sangue

As coletas de sangue foram realizadas através do complexo arteriovenoso da
coccigea com a utilizacdo de sistema Vacutainer (BD Diagnostics, Séo Paulo, Brasil). As
coletas foram realizadas concomitantemente as avaliagdes clinicas e, ap6s a coleta, 0s

tubos foram centrifugados e o soro foi armazenado em eppendorfs para analises futuras.

Analises bioquimicas

A producédo de EROS foi avaliada de acordo com Ali et al.(1992) com pequenas
alteracbes. A oxidacdo de diacetato de diclorofluoresceina (DCFH-DA) em 2', 7’-
diclorofluoresceina fluorescente (DCF) foi medida para detectar a producdo de EROS. A
emissdo de intensidade de fluorescéncia DCF foi registrada nos comprimentos de onda
de excitacdo de 525 e 488 nm 30 minutos ap6s a adicdo de DCFH-DA ao meio contendo
a amostra. EROS foi expresso em umol DCF/mg de proteina. Os niveis de nitrito foram
medidos segundo 0 método de Stuehr e Nathan (1989). As amostras foram incubadas com
1% de sulfanilamida e 0,3% de dicloridrato de N-1-naftiletilenodiamina. O nitrito de
sodio foi usado como padrdo e os resultados foram expressos em nitrito uM/mg de
proteina.

Para a quantificagéo total do teor de sulfidrilas, o soro foi adicionado ao tampao
salino tamponado com fosfato (pH 7,4) contendo &cido etilenodiaminotetracético
(EDTA). A reacdo foi iniciada pela adi¢do de 5,50-ditiobis (acido 2-nitrobenzoico). A
reducdo do DTNB (reagente de Ellman) pelos tiois devido a oxidacao (dissulfeto) gerou
uma derivada amarela (acido 2-nitro-5-tiobenzoéico (TNB) que foi medida a 412 nm. Os

resultados foram reportados como nmol TNB/mg de proteina. A atividade do SOD
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baseou-se na inibi¢cdo da auto-oxidacdo da adrenalina dependente de superdxido ao
adenocromo. A atividade da SOD foi medida de acordo com o método de Misra e

Fridovich (1972) e foi relatada como U/mg de proteina.

Andlise estatistica

A andlise estatistica dos dados obtidos foi realizada utilizando ANOVA de
Medidas Repetidas no software NCSS 2004 (NCSS Number Cruncher Statistical
Systems. Kaysville, Utah) e se considerou como diferenca estatistica valores de P<0,05 e

tendéncia P<0,1.

Resultados

Os animais desafiados (LPS) apresentaram uma contagem de leucdcitos totais
inferior ao grupo controle (LPS: 12884,64+1129,17; controle: 17029,54+1129,17,
P=0,02). Além disso, ao avaliar a proporcdo de leucdcitos totais no decorrer das horas
apos as infusdes de LPS (Fig. 1), observou-se a reducdo leucométrica na hora quatro
(P=0,00005) nos animais desafiados. O grupo LPS apresentou FC aumentada durante
todo o periodo quando comparado com o grupo controle (Fig. 2). Nao houve diferenca na
frequéncia FR entre grupos (Figura 3). A temperatura retal dos animais desafiados com
LPS foi maior (P<0,05) 4 horas apds cada um dos desafios (Fig. 4), caracterizando a
resposta sistémica. Além disso, a atividade sérica de total-SH (P=0,084) e EROS
(P=0,050) demonstraram tendéncia estatistica, ja 0s niveis séricos de nitritos (P<0,053) e

SOD (P=0,089) ndo demonstraram diferenca estatistica (Fig. 5).



173  Figura 1. Niveis séricos de leucdcitos em novilhas desafiadas ou ndo com
174 lipopolissacarideo (LPS) as zero e 24 horas

225007 * -©- Controle

21000 A
£ 195001 '@ LPs
S 18000 -
g 165001 Grupo:0,02
+ 150001 Momento:0,63
\g 13500 Grupo*momento:0,00005
S 120001
@ 105007

9000 1

7500- I I L] I I I I

0 4 8 24 28 32 48
Horas

175

176  Figura 2. Frequéncia cardiaca de novilhas desafiadas ou ndo com lipopolissacarideo
177  (LPS) as zero e 24 horas

&

-9 Controle

1301 .g- LPS

120+
110+
100+

w
<

oo
<

Grupo:0,04
Momentao:0,00002
Grupo*momento:0,70

-q
<

o
=

0 4 8 24 28 32 48
178 Horas

179

Frequéncia cardiaca (btm/min)



180  Figura 3. Frequéncia respiratoria de novilhas desafiadas ou ndo com lipopolissacarideo
181  (LPS) as zero e 24 horas

904
804 Grupo:0,85

-~ Controle

Momento:0,00001 ‘8- LPS
704 Grupo*momento:0,24

Ll I I L

24 28 32 48
Horas

Frequéncia respiratoria (mr/min)

o -
I
oo -

182

183  Figura 4. Temperatura retal de novilhas desafiadas ou ndo com lipopolissacarideo (LPS)
184  as zero e 24 horas

Tratamento: P=0,20
40.8 1 Horas: P < 0,0001
Tratamento*Horas: P < 0,0002
. 40.4+

W

40.0-
—= LPS

39.6-
-+ Controle

39.24

38.84

Temperatura retal ("C

38.4+

38.0

185 Horas
186



187
188
189

190
191

192
193
194
195
196
197
198
199
200
201
202
203
204
205
206

Figura 5. Niveis séricos de grupamentos tidlicos (A), espécies reativas de oxigénio (B),
nitritos (C) e superoxido desmutase (D) em novilhas desafiadas ou ndo com
lipopolissacarideo (LPS) as zero e 24 horas

(A) (B) Tratamento: P = 0,494
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Discusséo

Neste estudo, mimetizamos uma inflamacéo através da aplicacdo de duas doses
de LPS, onde buscamos avaliar os niveis de leucécitos, a frequéncia cardiaca, a frequéncia
respiratoria, a temperatura, bem como a producdo de enzimas ligadas ao estresse
oxidativo. Ao analisar as concentragdes de leucdcitos totais ao longo das horas apds as
infusdes dos desafios, notamos a reducdo da propor¢édo leucométrica na hora quatro nos
animais do grupo LPS (Fig. 1). Avaliando os efeitos nos subgrupos leucocitarios, Diez-
Fraile et al. (2003) concluiram que existe uma diminuicdo sérica das células
polimorfonucleadas (PMN) em vacas leiteiras devido alteragfes nas moléculas de adeséo
(L-selectina e B2-integrinas). Além disto, Periasamy et al. (2018) notaram haver apoptose
de neutrdfilos bovinos entre as trés e seis horas apds as infusGes de LPS, sendo
consequéncia da disfun¢do mitocondrial. Naime (2014) em um estudo realizado com ratos
desafiados com LPS, notou-se aumento de 75% na contagem de leucocitos totais nos
animais que receberam a endotoxina. Em um experimento realizado com coelhos por

Penailillo et al. (2016), cuja administracdo de LPS também foi via intravenosa, na hora
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quatro houve diminui¢&o de linfécitos, em consequéncia do sequestro rapido dos mesmos
pelas células responsivas a invasdes. Desta forma, também onbservou-se alteragdes de
menor intensidade nas horas subsequentes a segunda aplicacdo, sugerindo o
desenvolvimento de tolerancia ao LPS. Um padrdo semelhante pode ser observado no
presente estudo, onde a reducdo nos niveis de leucdcitos totais foi mais marcada ap6s a
primeira aplicacdo, demonstrando claramente uma resposta inerente a infuséo de LPS,
havendo um retorno gradual aos niveis iniciais, porém somente equilibrando-se
novamente apds 48 horas do desafio. Isso indica o potencial imunossupressor do LPS
(mesmo que de forma artificial/induzida) no organismo animal. Assim, pressupde-se um
maior impacto na contagem de leucdcitos totais em situacdes de infecgdes mais agudas
e/ou prolongadas.

Os resultados clinicos e hematoldgicos, acima descritos, comprovam que a
simulacdo com doses baixas de LPS simularam de forma efetiva uma inflamagéio
sisttmica com mesma etiologia, quando comparadas as reacdes fisiologicamente
apresentadas por animais sob as mesmas circunstancias em situacdes patoldgicas
espontaneas. Perante os resultados de temperatura corporal observamos que as dosagens
de LPS utilizadas foram suficientes para gerar uma resposta imunoldgica sistémica nos
animais, visto que houve aumento da temperatura na hora quatro ap6s cada aplicagédo do
desafio, como demonstrado em outras pesquisas que fizeram uso do LPS para simulagéo
de uma inflamacéo, no entanto com diferentes dosagens (Campos et al., 2017; Fernandes
et al., 2019). Nos momentos referidos anteriormente, quatro horas apds cada desafio, a
temperatura do grupo desafiado indicando quadro febriu, sendo maior que 39,6°C (Zebeli
et al., 2013). Todavia, comparado ao inicio experimental (DO) a temperatura do grupo
controle também se elevou, demonstrando estresse desses animais, possivelmente pelo
manejo. Contudo, a temperatura média mais alta do grupo controle ndo passou dos
39,5°C, estando ainda dentro dos valores fisioldgicos, enquanto que a do grupo LPS foi
de 40,4°C, indicando febre elevada. A contraponto disto, o grupo LPS indicou maior
temperatura ap6s a aplicacdo do segundo desafio, 0 que sugere desenvolvimento de
sensibilizagdo ao LPS, orinda da presenca de pequenas dosagens da molécula devido a
aplicagédo do desafio anterior, ocasionando uma resposta mais intensa, de acordo com 0

que é relatado por Fernandes et al. (2016).
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Os resultados apresentados referentes a producdo de grupamentos tiolicos
aumentaram apo6s a hora 24 nos dois grupos avaliados, tendo decréscimo na hora 28 em
ambos tratamentos. Os compostos tidlicos sdo antioxidantes que contém em sua estrutura
0 grupamento—SH (Fernandes, 2012). Esses compostos estdo envolvidos no
sequestramento de radicais livres e sdo capazes de quelar ions metalicos danosos,
desempenhando assim um papel crucial na defesa antioxidante dos eritrocitos e no plasma
(Wlodek et al., 2010). A dosagem dos grupamentos tidlicos totais sdo usadas como
parametro de medida de dano oxidativo as proteinas plasmaticas. Os tiois, como também
sdo chamados, estdo presentes no plasma em substancias de baixo peso molecular, tais
como cisteina e glutationa e, como residuo de proteinas maiores, como a albumina. Em
geral, 80% dos tidis livres do plasma estdo contidos na albumina (RADI et al., 1991).
Sendo assim, acreditamos que se nosso periodo experimental fosse mais longo, os
resultados da producdo de grupamentos tiolicos seriam mais expressivos, visto que com
apenas duas aplicacfes as suas concentracfes séricas demonstraram que houve atividade
antioxidante dos compostos tiolicos.

Conforme os resultados obtidos para as concentraces de EROS, observamos que
0 grupo desafiado demonstrou elevacdo dos niveis de EROS na hora 4 ap6s o desafio,
tendo decréscimo na hora 24 e posterior aumento na hora 28. Enquanto que o0 grupo
controle apresentou queda na hora quatro, que se manteve até a hora 24, subindo apenas
na hora 28. Confome alguns autores relatam (Bianchi e Antunes, 1999; Shami e Moreira,
2004), a producdo continua de radicais livres durante os processos metabélicos culmina
no desenvolvimento de mecanismos de defesa antioxidante. Estes tém o objetivo de
limitar os niveis intracelulares de tais espécies reativas e controlar a ocorréncia de danos
decorrentes. O sistema de defesa antioxidante tem o objetivo primordial de manter o
processo oxidativo dentro dos limites fisioldgicos e passiveis de regulacdo, impedindo
que os danos oxidativos se amplifiquem, culminados em danos sistémicos irreparaveis
(Barbosa et al., 2010). As EROS manifestam-se no organismo quando 0 mesmo esta sob
invasdo de agentes infecciosos ou sob condigdes estressantes. Sendo assim, de acordo
com os resultados apresentados sugerimos que 0S animais estavam previamente
estressados, talvez por sua reatividade ou por estarem alocados em baias coletivas, onde
poderiam encontrar-se mais de um lider. Para Barbosa et al. (2010), a geracao de radicais

livres constitui, por exceléncia, um processo continuo e fisiologico, cumprindo funcées
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bioldgicas relevantes. A instalacdo do processo de estresse oxidativo decorre da
existéncia de um desequilibrio entre compostos oxidantes e antioxidantes, em favor da
geracdo excessiva de radicais livres ou em detrimento da velocidade de remogéo destes
(Barbosa et al., 2010). Que segundo Halliwell e Whiteman (2004), tal processo conduz a
oxidacdo de biomoléculas com consequente perda de suas funcdes bioldgicas e/ou
desequilibrio homeostéatico, cuja manifestacéo é o dano oxidativo potencial contra células
e tecidos. Os mecanismos de geracdo de radicais livres ocorrem, sobretudo, nas
mitocondrias, membranas celulares e no citoplasma (Barbosa et al., 2010). Entretanto,
eleva-se o papel benéfico da producéo de EROS, sendo que inicialmente os resultados ja
demonstravam sua producédo, havendo aumento no caso do grupo LPS quatro horas ap6s
cada aplicacdo do desafio, ou seja, na hora quatro e na hora 28. Demonstrando que a
atividade maior se deu quase que imediatamente ao reconhecimento de micro-organismos
invasores no sangue, porém logo em seguida obteve-se um decréscimo nos niveis de
EROS. O que nos leva a acreditar que foi devido a captacdo das EROS pelas células
responsivas a inflamacéo, conforme o que foi relatado por Pefiailillo et al. (2016), quando
desafiaram coelhos com LPS e observaram diminuicdo leucocitaria devido ao mesmo
mecanismo.

Os resultados ilustrados para nitritos ndo obtiveram diferenca estatistica, sendo
um bom resultado, j& que quando em concentracbes maiores que 0s antioxidantes
provocam dano oxidativo, devido a producdo de espécies reativas de nitrogénio
(ERONS). Bouchard et al. (1999), avaliando vacas com mastite induzida
experimentalmente observaram que a infusdo intramamaria de LPS foi associada a um
aumento acentuado na concentragdo de nitritos no leite. Os resultados para SOD também
ndo demonstraram significancia estatistica. Ambos os grupos iniciaram com atividade
alta de SOD, porém ao longo do periodo experimental esta apenas diminuiu. Zhao e
Lacasse (2008) relataram que estudos in vitro e in vivo sugeriram o uso da SOD para
diminuir a quantidade de radicais livres no citosol, auxiliando no alivio dos danos as
células secretoras e reduzindo a perda na producgdo de leite. Usamos os biomarcadores
sanguineos para refletir os danos causados pelas EROS e a eficiéncia das defesas
antioxidantes do organismo (Fernandes, 2012). A SOD é um das enzimas da defesa
antioxidante e constitue a primeira defesa endogena na neutralizacdo das EROS

(Halliwell e Gutteridge, 2015). Nossos resultados, em ambos 0s grupos, apresentaram



302
303
304
305
306
307
308
309
310
311
312
313
314
315
316
317
318
319
320
321
322
323
324
325
326
327
328
329
330
331
332

13

niveis altos antes do primeiro desafio e que continuaram em decréscimo, mesmo apos 0
segundo desafio. Lunardelli (2013) identificou em camundongos desafiados com LPS,
aumento da producao sérica de SOD no grupo desafiado em relacdo ao controle. Para
Galley (2011) vérios sistemas antioxidantes enddgenos interagem dentro da mitocondria
para proteger contra danos causados por EROS, como é o caso da SOD. No geral, 0s
sistemas de defesa antioxidantes endégenos proporcionam homeostase eficaz no que diz
respeito aos niveis de EROS dentro da célula supressora, bem como dentro da
mitocondria (Muravchick e Levy, 2006). A SOD ndo se demosntrou em altas
concentragOes, pressupde-se que, devido a répida diminuicdo de producdo de EROS.
Sendo que, quando ndo hé necessidade de equilibrar os pro-oxidantes, ndo sem tem
motivos para produzir antioxidantes, como SOD e conteudos tidlicos. Desta forma, nosso
estudo elucidou mais sobre o que infusdes com LPS acarretam no organismo apos duas

dosagens, afim de producéo de enzimas relacionadas ao estresse oxidativo.

Concluséo

Verificou-se que, o desafio com duas aplicacdes de LPS com intervalo de 24 horas
demonstrou alteragdes na producao séricas de totais-SH e EROS, que talvez em exposicao
maior que dois dias de aplicacdo de endotoxina, levasse um quadro de dano oxidativo.
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3 Consideragoes finais

Portanto, ficamos satisfeitos com os resultados obtidos, j& que ndo demonstraram
estresse oxidativo quando utilizadas duas aplicacdes de LPS, intervaladas por 24
horas, demonstrarando apenas alteracdes na producéo sérica de totais-SH e EROS.
Com isso, aponta-se a necessidade de mais estudos na area, objetivando a
elucidacéo do periodo e das dosagens limites para os animais se manterem saudaveis

e na auséncia de dano oxidativo.
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Vigéncia da autorizacao 01/05/2018 a 21/12/2022

Especie/linhagem/raca Bovina/Angus, Hereford e Holandés
N° de animais 72

Idade 14-16 meses

Sexo Fémeas

Fazendas comerciais dos municipios de Séo Lourengo

Origem do Sul e Rio Grande/RS




Solicitamos, apds tomar ciéncia do parecer, reenviar o processo a CEEA.

Salientamos também a necessidade deste projeto ser cadastrado junto ao COBALTO para
posterior registro no COCEPE (cddigo para cadastro n® CEEA 9364-2018).
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y eletrdnica

M.V. Dra. Anelize de Oliveira Campello Felix

Presidente da CEFA

Documento assinado eletronicamente por ANELIZE DE OLIVEIRA
CAMPELLO FELIX, Médico Veterinario, em 12/04/2018, as 14:00,
conforme horario

oficial de Brasilia, com fundamentono art. 6°, 8§ 1°,doDecreto n° 8. 539,

de 8 de outubro de 2015.

A autenticidade deste documento pode ser conferida no site
http://sei.ufpel. edu. br/sei/controlador _externo. php?
acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0,
informando o codigo verificador 0109124 e o cédigo CRC
4A538880.

Referéncia: Processo n° 23110.009364,/2018-41
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