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Vinte equinos foram submetidos & sobrecarga de
carboidratos (SC) e as variagdes plasmaticas das
concentragdes de serotonina (5-HT), putrescina (PUT) e
cadaverina (CAD) foram determinadas por cromatografia
gasosa. Apds 36h da SC, os animais foram divididos em
quatro grupos (n=5) e receberam, a cada 12h, por via
intravenosa: solugdo salina 10mL (GC), cetoprofeno
2,2mg/kg (GK), fenilbutazona 4,4 mg/kg (GF) e flunixina
meglumina 1,1 mg/kg (GFM). Amostras de sangue foram
coletadas em intervalos regulares ap6s a SC (0 - 72h). As

RESUMO

6h apds a SC observou-se um pico nas concentragcdes de
5-HT, com rapido retorno a valores abaixo dos basais.
N&do foram observadas variacBes nas concentracfes de
PUT; contudo, as concentracGes de CAD se elevaram as
6h, assim permanecendo (com algumas variacGes) até o
final do experimento. Conclui-se que a SC induz
aumentos precoces (6h) nas concentraces plasmaticas de
5-HT e CAD. As concentracdes plasmaticas das aminas
estudadas ndo foram alteradas por nenhum dos
tratamentos empregados.
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PLASMATIC VARIATION OF VASOACTIVE AMINES IN HORSES UNDER EFFECT
OF CARBOHYDRATE OVERLOAD AND NON-STEROIDAL
ANTIINFLAMMATORIES

Twenty horses were submitted to carbohydrate overload
(CO) and plasmatic concentrations of the bioactive amine
serotonin (5-HT), putrescin (PUT) and cadaverin (CAD)
were determined by gas chromatography. After 36h of
carbohydrate overloading, horses were randomly
distributed into four groups (n=5) and were submitted to
four intravenous treatments every 12 hours. The
treatments were as follows: 10ml of saline (GC),
ketoprofen 2.2mg/kg (GK), phenylbutazone 4.4mg/kg
(GF), and flunixin meglumine 1.1mg/kg (GFM). Blood
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ABSTRACT

samples were collected at regular intervals (0-72h) after
the CO. After 6h, there were peaks in the concentrations
of 5-HT, which rapidly returned to values above the basal
standard. No variations of PUT concentrations were
observed; however CAD concentrations increased at 6h,
remaining elevated (with some variation) until the end of
the observation period. In conclusion, CO induced early
(6h) increases in plasmatic concentrations of 5-HT and
CAD. Plasmatic concentrations of the amines were not
changed by any of the treatments used.



94

INTRODUCAO

Quando ha fornecimento de quantidades
elevadas de substrato fermentavel, 0S
microorganismos  Gram-positivos no  ceco
proliferam-se e produzem &cido latico (GARNER et
al.,, 1978). A descarboxilagdo dos aminoacidos
resulta em pH baixo, logo, hd aumento da producéo
de aminas (BEARSON et al., 1997). Algumas
aminas produzidas pelas bactérias podem induzir
vasoconstricdo devido as suas semelhancas
estruturais com aminas enddgenas vasoconstritoras,
como as catecolaminas (RANG & DALE, 1991). A
laminite aguda tem sido associada a alteracbGes na
digestdo fermentativa no ceco, o que resulta em
producdo de substancias vasoativas que afetam a
circulacdo digital (GARNER et al., 1978).

As aminas bioativas (BA) sdo bases
organicas  alifaticas  (putrescina,  cadaverina,
espermina, espermidina), aliciclicas (tiramina,
feniletilamina) ou  heterociclicas  (histamina,
triptamina) (SILLA SANTOS, 1996).

Triptamina, tiramina e feniletilamina causam
vasoconstricdo em artérias e veias digitais in vitro,
devido & estimulacdo de receptores de serotonina,
liberagdo de noradrenalina ou pela liberacdo de
serotonina das plaquetas (BAILEY et al., 2000;
BAILEY et al., 2001). A triptamina é considerada a
mais potente amina produzida no ceco, causando
vasoconstrigdo, tanto in vitro quanto in vivo, por
ativar, diretamente, 0s receptores de serotonina, com
uma evidente seletividade pelas veias dos digitos
(ELLIOTT et al.,2003). Estudos  prévios
demonstraram aumento de triptamina, tiramina e
feniletilamina em animais submetidos a sobrecarga
de carboidratos para inducdo de laminite
(BOTTEON et al. 2008).

N&o se conhecem exatamente as func¢Bes da
putrescina e cadaverina. Contudo, sabe-se que tais
aminas estdo presentes em concentracdes elevadas
nas células com alto metabolismo e renovacao
celular (LIMA & GLORIA, 1999).

Este trabalho visou analisar as variacGes
plasmaticas das aminas serotonina  (5-HT),
putrescina (PUT) e cadaverina (CAD) em equinos
sob efeito de sobrecarga de carboidratos e o efeito
terapéutico dos anti-inflamatérios ndo esteroidais,
cetoprofeno, fenilbutazona e flunixina meglumina,
iniciados 36h apo6s a inducdo da sobrecarga.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 20 equinos higidos (Equus
caballus caballus), sem raca definida, machos
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castrados, com idade entre 3 e 15 anos, peso entre
264 e 344kg e escore corporal de 2 a 3 (SPEIRS,
1997). Antes do experimento, 0s animais passaram
por quarentena, periodo em que foram avaliados,
pesados e numerados de 01 a 20, sendo mantidos em
piquete coletivo até sete dias antes de receberem a
sobrecarga de carboidratos (SC) e com manutencao
da oferta de &gua ad libitum, feno coast-cross
(Cynodon dactylon), racdo concentrada® e 50g de sal
mineralizado para equinos, duas vezes ao dia, em
guantidades equivalentes a 2,5% e 1% de peso
corporal, respectivamente. Sete dias antes de
receberem a SC, os animais foram privados da ragdo
comercial e passaram por controle de endo e
ectoparasitos, por meio de uma base conjugada de
ivermectina e pamoato de praziquantel® e
deltametrina, respectivamente. ApGs a sobrecarga de

carboidrato, o0s animais receberam suplemento
eletrolitico®  (25g/10L de 4gua) adicionado
diariamente a dgua de beber.

Os animais foram divididos, aleatoriamente,
em quatro grupos experimentais (n=5) e, 36h apos
receberem a SC, receberam, a cada 12h por via
intravenosa e de acordo com o grupo, 10ml de
solucdo salina® (GC); 2,2mg/kg de cetoprofeno
(GK); 4,4mg/kg fenilbutazona® (GF); e 1,1mg/kg de
flunixina meglumina’ (GFM). A veia de
administracdo utilizada foi a jugular esquerda,
preservando-se a direita para a coleta das amostras
de sangue em frascos a véacuo, contendo EDTA®. As
amostras foram colhidas antes da sobrecarga de
carboidrato, 6 horas apds a SC e a cada 12 horas até
completar 72 horas de avaliagdo, ou seja, as amostras
foram colhidas nos tempos Oh, 6h, 12h, 24h, 36h,
48h, 60h e 72h.

Apo6s jejum alimentar e hidrico de 12h, os
animais receberam amido de milho® (20g/kg),
segundo modificagdo do modelo experimental
referido por WEISS et al. (1998). Cada kg de amido
foi dissolvido em um litro de &gua, sendo
administrado via sonda nasogastrica (11mm).
Imediatamente ap6s a administragdo do amido, 0s
animais voltaram a receber o feno.

Para a extracdo das aminas vasoativas, foram
utilizadas amostras com 1,5 mL de plasma e foi
promovida a precipitacdo de proteinas por meio da
adicio de 100 pul de solugdo de é&cido

! Nutriage-Guabi (15% de proteina). Brasil
2 Centurion-Valleé. Brasil.

% Plusvital.Marcolab. Brasil.

* Solug#o salina 0,9%- Sanobiol. Brasil.

® Ketofen- Merial. Brasil.

® Equipalazone- Marcolab. Brasil.

" Flumegan- Marcolab. Brasil

8 Vacutainer. Bacton & Dickinson. Brasil.
® Milhena- Nutril. Brasil
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trifluoroacético™ a 10 moL. As amostras foram
entdo centrifugadas™ a 12.000 rpm, por 15 minutos.
Uma aliquota de 0,2 mL do sobrenadante foi
transferida para tubos criogénicos', submetida a
liofilizacdo e armazenada em freezer a -20°C. O
material liofilizado foi ressuspendido em 100 uL de
solucdo de anidrido trifluoroacético/acetonitrila na
proporcdo de 1:1. Essa solucdo foi homogeneizada
em vortex e aquecida no microondas™ por 3 min. Os
derivados acilados foram secos em linha de
nitrogénio e, em seguida, retomados com 50 pL de
acetonitrila marcada com padrdo interno'*; 2 pL
dessa solucdo foram colocados no cromatdgrafo™
para analise.

As condicdes de operagdo do cromatdgrafo
gasoso foram mantidas a 150°C, 1 min, 7°C/min,
220°C, 20°C /min, 270°C, injetor e detector a 280°C,
Split 1/100, sendo utilizada a coluna capilar®.
Utilizou-se o hidrogénio como gas de arraste.

As concentragBes obtidas de serotonina
apresentaram dispersdo ndo normal e ndo foi
possivel a transformacdo das varidveis; portanto, os
dados foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis
com nivel de significancia de 5%. As médias foram
submetidas a comparacbes multiplas pareadas
utilizando-se o procedimento de Dunn/ Teste
bilateral. J& as concentragdes de putrescina e
cadaverina apresentaram dispersdo normal e 0s
dados foram analisados pelo teste de analise de
variancia e as medias foram submetidas ao teste de
Tukey.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A producdo de aminas por bactérias é
influenciada pelo pH do meio, concentracdo de
aminoacidos livres e de carboidratos fermentaveis
(LIMA & GLORIA, 1999). Em meios &cidos, a
producdo de aminas é estimulada, visto que nessas
condi¢des de pH as descarboxilases tém melhor nivel
de atividade. Devido as suas similaridades estruturais
com aminas enddgenas, muitas das aminas
encontradas no conteldo cecal de equinos, se
liberadas, podem exercer efeitos na vasculatura
(RANG & DALE, 1991). Apesar de a fisiopatologia
da laminite ainda ndo estar completamente
esclarecida, a isquemia digital é considerada um dos
eventos que acarreta a ocorréncia de tal afeccéo
(HOOD et al., 2001).

10 Acido Tricloroacético PA/ACS —Cristal (marca Synth)

1 5415D Eppendorf

12 Tubo criogénico ¢/ tampa de rosca, estéril (marca Alfa).

%3 panasonic Piccolo 600 W.

4 €18 — Octadecano 0,74 g/L

15 Cromatégrafo a gas Varian CP-3380

18 BP10 ( 14% cyanopropylphenyl dimethyl siloxane) 25 m x 0.22 mm x
0,25 um (SGE)
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A concentracdo plasmatica de serotonina (5-
HT) apresentou um pico no tempo 6h em todos os
grupos analisados (Tabela 1). Deve-se observar,
principalmente, a 5-HT no GK, cuja concentra¢éo no
momento 6 h foi estatisticamente superior ao
momento 0.

O aumento da concentragdo de serotonina
pode ser explicado devido & sobrecarga de
carboidratos. Segundo FERNSTROM &
WURTMAN (1971), a ingestdo de carboidratos
acarreta aumento indireto nas concentragcbes do
aminodcido precursor da serotonina, o triptofano.
Embora ndo haja aminoacidos nos carboidratos,
quando eles séo ingeridos, ha liberagdo de insulina
que causa aumento da concentragdo de triptofano,
logo, ha aumento da producdo de serotonina.

A serotonina, ou 5-Hidroxitriptamina (5-
HT), é wuma amina biogénica conhecida,
principalmente, por seu papel como
neurotransmissor. Ela é uma molécula com diversos
efeitos no sistema nervoso central e no periférico,
agindo como horménio, neurotransmissor etc. A 5-
HT possui papel relevante na modulagdo da
motilidade gastrointestinal e estd envolvida na
manutengdo do ténus vascular periférico, tonus
vascular cerebral, no funcionamento das plaquetas,
tendo sido relacionada com a fisiopatologia de
desordens de humor, de comportamento, de apetite,
hipertenséo etc. (KANDEL, 2001).

Segundo KANDEL (2001), depressao,
manias, ansiedade, alteracbes comportamentais,
entre outros tipos de desordens, estdo associadas a
diminuicdo da concentracdo de 5-HT disponivel no
SNC. Observou-se, no presente estudo, 0 aumento da
concentracdo de 5-HT.

Entretanto, pode-se pensar nos efeitos
deletérios causados pelo aumento excessivo de
serotonina no organismo. Sabe-se que a 5-HT possui
papel importante na amplificacdo da agregacgdo
plaguetaria. Mesmo ndo existindo lesdo no endotélio,
as plaquetas podem se aderir e promover agregacao
sobre o endotélio integro (ROSENBLUM, 1997;
REININGER, et al., 1998), levando a formacéo de
trombos, por exemplo. Em estudo realizado por
PAES LEME et al. (2006), foi observado que a
ativacdo  plaquetdria inicia-se 6h ap6s a
administracdo do carboidrato e que o0s anti-
inflamatdrios ndo-esteroidais reduzem a ativacao das
plaguetas de equinos in vivo, sendo que a flunixina
meglumina apresenta os melhores resultados.

Os efeitos vasoconstrictores da 5-HT
também sdo relevantes. Segundo ELLIOTT et al.
(2003), a serotonina pode ser liberada pelas
plaquetas ativadas, induzindo vasoconstricdo em
grandes artérias, veias e vénulas. Além disso, ela
amplifica a acdo de outras substancias, como
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noradrenalina, histamina etc. Aminas como a
triptamina, tiramina e feniletilamina, também
analisadas no presente estudo, causam

vasoconstricdo em artérias e veias digitais in vitro,
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pela estimulacdo de receptores de serotonina ou pela
liberacdo de serotonina das plaquetas (BAILEY et
al., 2000; BAILEY et al., 2001).

Tabela 1 - Médias das concentracdes plasmaticas de serotonina, em diferentes tempos (h), de equinos sob
efeitos de sobrecarga de carboidratos e de anti-inflamatorios ndo esteroidais

Tempo(h) GK GF GFM GC

0 8,2 Ba 35,7 Aa 19,4 Aa 38,8 Aa
6 105,7 Aa 100,5 Aa 679 Aa 45,3 Aa
12 1,9 Ca 25,9 Ba 29,7 Ba 77,1 Aa
24 0,4 Da 0,0 Da 0,1 Da 0,3 Ca
36 19 Ca 0,5 Da 0,2 Da 0,1 Ca
48 0,0 Da 0,7 Da 0,4 Da 0,1 Ca
60 2,6 Ca 53 Ca 1,7 Ca 2,8 Ba
72 4,4 Ba 5,8 Ca 4,2 Ca 4,9 Ba

Médias seguidas de diferentes letras maiusculas (has colunas) e minusculas (nas linhas) diferem significativamente (P= 0,0001) pelo
teste de Kruskal-Wallis. Observam-se as variacdes plasméticas de 5-HT nos tempos avaliados e em relagdo aos anti-inflamatdrios

cetoprofeno (Ketofen- Merial. Brasil) (GK) 2,2mg/kg, fenilbutazona (Equipalazone- Marcolab. Brasil) (GF) 4,4mg/kg,

flunixina

meglumina (Flumegan- Marcolab. Brasil) (GFM) 1,1mg/kg e solucdo salina (Solugo salina 0,9%- Sanobiol. Brasil) (GC) 10mL.

Segundo BAILEY et al. (2002), em estudo
realizado in vitro, a concentragdo de putrescina
(PUT) no contetdo cecal de equinos encontra-se
aumentada quando ha& sobrecarga de carboidrato.
Cerca de 1L de conteudo cecal de equinos foi
mantido sob condicbes de anaerobiose, adicionaram-
se diferentes concentragGes de carboidrato ao meio e
0 conteudo cecal foi analisado utilizando-se a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).
Aminas, entre elas, a putrescina, foram identificadas
e suas concentragdes mensuradas. Observou-se
aumento da concentracao de putrescina apés 18h de
incubagdo. No presente estudo, tal fato ndo foi

constatado, pois ndo foram observadas variagdes nas
concentracbes de PUT nos diferentes grupos e
tempos avaliados (Tabela 2). Tal diferenga nos
resultados pode ser devida as diferengas
metodoldgicas, pois o presente trabalho foi realizado
in vivo e 0 método de andlise foi a cromatografia
gasosa.

Observou-se que no tempo 72h houve
diminuicdo significativa da concentragdo de PUT
apenas no GC. Esse resultado pode indicar a possivel
acdo, ainda ndo esclarecida, dos anti-inflamatorios
sobre as concentracfes plasmaticas dessa amina.

Tabela 2 - Médias das concentragdes plasméticas de putrescina, em diferentes tempos (h), de equinos sob
efeitos de sobrecarga de carboidratos e de anti-inflamatérios ndo esteroidais

Tempo(h) GK GF GFM GC
0 8,7 Aa 4,1 Aa 3,3 Aa 13,1 Aa
6 3,1 Aa 1,9 Aa 2,1 Aa 15 Ba
12 3,2 Aa 3,2 Aa 3,6 Aa 5,1 ABa
24 1,6 Aa 1,9 Aa 1,3 Aa 1,4 Ba
36 2,4 Aa 0,5 Aa 5,4 Aa 1,9 Ba
48 2,4 Aa 1,4 Aa 15 Aa 0,9 Ba
60 3,2 Aa 4,8 Aa 2,3 Aa 4,6ABa
72 1,6 Aa 0,6 Aa 0,5 Aa 0,5Ba

Médias seguidas de diferentes letras mailsculas (nas colunas) diferem significativamente pelo teste de analise de variancia (P=
0,001) e médias seguidas de diferentes letras mindsculas (nas linhas) ndo diferem significativamente pela ANOVA (P= 0,48).
Observam-se variagdes plasmaticas da PUT nos tempos avaliados e em relagdo aos anti-inflamatorios cetoprofeno(Ketofen- Merial.
Brasil) (GK) 2,2mg/kg, fenilbutazona(Equipalazone- Marcolab. Brasil) (GF) 4,4mg/kg, flunixina meglumina(Flumegan- Marcolab.
Brasil) (GFM) 1,1mg/Kg e solugdo salina (Solug&o salina 0,9%- Sanobiol. Brasil) (GC) 10mL.
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Quanto a cadaverina (CAD), observou-se que as
concentragdes apresentaram-se instaveis durante os
tempos avaliados (Tabela 3).

Um fato interessante foi observado ao se
analisar o GC. Verificou-se gque a concentracao de
CAD no tempo 72h retornou aos valores basais
(tempo Oh) apenas no GC. Tal fato pode ser
indicativo de que ha efeitos dos anti-inflamatérios
ndo esteroidais sobre a concentracdo plasmatica de
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cadaverina. Para o esclarecimento desse achado, ha
necessidade de que mais pesquisas sejam realizadas.

Na literatura consultada, putrescina e cadaverina
foram as aminas de menor citacdo e ainda nao se
conhece, ao certo, suas funcdes; contudo, sabe-se
que estdo envolvidas no processo de proliferacdo e
manutencdo da viabilidade celular (COHEN, 1998;
LIMA & GLORIA, 1999).

Tabela 3 - Médias das concentracdes plasmaticas de cadaverina, em diferentes tempos (h), de equinos sob
efeitos de sobrecarga de carboidratos e de anti-inflamatorios ndo esteroidais

Tempo(h) GK GF GFM GC
0 1,3 Ba 3,2 Ba 9,3Ca 1,9 Ba
6 17,2 Aa 20,2 Aa 17,5Ba 19,8 Aa
12 11,9 Aa 6,7 Ba 65,9 Aa 10,9 Aa
24 3,3 Ba 24,2 Aa 21,7 Ba 21,8 Aa
36 18,1 Aa 2,4 Ba 3,9Ca 4,7 Ba
48 20,1 Aa 18,7 Aa 19,3 Ba 17,7 Aa
60 0,9 Ba 16,9 Aa 2,1Ca 11,5 Aa
72 14,4 Aa 14,7 Aa 42,2 Aa 5,0 Ba
CONCLUSAO hydroxytryptamine in the horse. Equine Veterinary

Conclui-se que a sobrecarga de carboidrato
induz aumentos precoces (6h) nas concentragdes
plasmaticas de serotonina (5-HT) e cadaverina
(CAD).

As concentracGes plasmaticas das aminas
estudadas (serotonina, putrescina e cadaverina) nao
foram alteradas por nenhum dos tratamentos
(cetoprofeno, fenilbutazona e flunixina meglumina).
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