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RESUMO

GONGALVES, Carlos Alexandre Paula. Apoptose de células epidermais lamelares em
equinos com laminite induzida e tratados com anti-inflamatorios ndo esteroidais.
Seropédica, RJ. 2009. 55p Dissertacdo (Mestrado em Medicina Veterinaria, Ciéncias
\eterinarias). Instituto de \eterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2009.

O objetivo deste trabalho foi identificar se a administracdo de anti-inflamat6rios néo
esteroidais influenciava no indice apoptotico de células epiteliais do tecido lamelar de cavalos
com laminite induzida por administracdo de amido. O tecido lamelar foi coletado por bidpsia,
fixado e corado pela técnica de TUNEL, utilizando-se igualmente a morfologia celular para
identificacdo das células que estivessem em diferentes estagios de morte por apoptose. N&o
houve diferenca significativa no indice apoptdtico entre os diferentes grupos. Os
antiinflamatérios empregados aplicados na fase de desenvolvimento da laminite ndo

influenciaram significativamente os indices apoptoticos.

Palavras chave: equinos, laminite, apoptose.
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ABSTRACT

GONCALVES, Carlos Alexandre Paula. Epidermal lamellae cells apoptosis on induced
laminitic horses treated with non-steroidal anti-inflammatories. Seropédica, RJ. 2009.
55p Dissertation (Master Science in Veterinary Medicine, Veterinary Science). Instituto de
\eterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2009.

The goal of this study was identify whether the number of apoptotic cells in horse’s lamellar
tissues after carbohydrate overload-induced of laminitis were affected by non-steroidal anti-
inflammatory. The TUNEL assay and morphological cells changes were used to identify cells
that were dying by apoptosis. There was no significant difference between groups. The
apoptotic rate was not affected by non-steroidal anti-inflammatories used after developmental
phase of laminitis.

Key words: Equine, laminitis, apoptosis
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1  INTRODUCAO

A laminite é uma doenca que acomete animais ungulados, principalmente equinos e
bovinos, caracterizada por um processo inflamatorio e degenerativo no tecido lamelar do
casco. Animais sdo acometidos ap0Os ingestdo excessiva de carboidratos, ao sofrerem
processos infecciosos como uma pneumonia ou retencao de placenta seguida de metrite, como
consequéncia de distarbios metabolicos ou traumas e por sobrecarga de peso em um membro.
Frequentemente os animais acometidos ficam inutilizados ou sao sacrificados. Esta é uma das
doencas que mais prejuizos causam aos criadores.

Vérias sdo as doencas capazes de desencadear a laminite, e aparentemente ndo existem
ligacGes entre elas. Embora seja conhecida e descrita ha séculos, ainda ndo sdo conhecidos
todos os mecanismos fisiopatologicos da laminite apesar dos inumeros estudos tentando
desvenda-los. Melhores resultados clinicos sdo obtidos quando se tenta prevenir ou minimizar
o desenvolvimento da laminite. Quando o paciente evolui para a fase cronica é dificil prever
se ele se recuperara ou ficard inutilizado.

A apoptose foi descrita no inicio da década de 1970, mas até recentemente (2004) nao
havia um estudo sobre a ocorréncia de apoptose no tecido lamelar. Esta é mais uma linha de
pesquisa que foi incorporada ao estudo da laminite. E um tipo de morte celular que pode
ocorrer naturalmente ou por inducdo de drogas, radiacao, calor e mediadores inflamatorios. A
célula morre, é fagocitada por macrofagos ou células vizinhas sem que ocorra liberacdo do
conteido citoplasmatico e sem desencadear um processo inflamatério, diferentemente da
necrose onde ocorre ruptura da célula com formacdo de um processo infamatorio. Ambos os
tipos de morte celular podem ocorrer em uma mesma populacdo de células ao mesmo tempo
ou a apoptose pode ser seguida pela necrose em um determinado tecido.

No presente trabalho, estudou-se o efeito de diferentes anti-inflamatorios
administrados em equinos apdés a inducdo experimental da laminite por sobrecarga de
carboidratos. Procurou-se identificar se houve diferenca no indice apoptético no tecido
lamelar nos diferentes grupos testados. Uma diminuicdo significativa no indice apoptético
entre os anti-inflamatdrios testados poderia indicar uma acao mais efetiva desta droga na fase
inicial da laminite, o que poderia aumentar as chances de um resultado favoravel para o
paciente.



2 OBJETIVOS

v Avaliar a resposta apoptética no corium lamelar de eqiiinos com laminite induzida por
sobrecarga por carboidratos, através do método de TUNEL.

v Avaliar o efeito da administracdo dos anti-inflamatdrios fenilbutazona, flunixin
meglumine e ketoprofeno , na fase aguda da laminite, sob o indice apoptoticos de células
lamelares basais e queratindcitos de eqlinos com laminite induzida por sobrecarga por
carboidratos , através do método de TUNEL.

v Avaliar o efeito da administracdo dos anti-inflamatérios fenilbutazona, flunixin
meglumine e ketoprofeno na fase aguda da laminite sob o indice de necrose de células
lamelares basais de equinos com laminite induzida por sobrecarga por carboidratos, através do
método de TUNEL .



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 O casco

O pé equino (ungula) é constituido pelo casco epidermal (capsula ungulae) e todas as
estruturas contidas. A regido queratinizada da muralha do casco (a epiderme) é subdividida
em trés regides: a camada externa (stratum externum), a camada média compreendendo a
regido dos tdbulos (stratum medium) e a camada interna, das laminas epidermais (stratum
internum). (NOMINA ANATOMICA VETERINARIA, 2005; STUMP, 1967).

A camada interna possui cerca de 600 ldaminas epidermais primarias cornificadas, cada
qual possuindo aproximadamente 100 microscopicas laminas epidermais secundarias néo
cornificadas projetando-se de sua superficie e formando pares com suas contrapartes ao
interdigitar-se com as laminas dermais (STUMP, 1967).

O corium (ou derme) do casco € uma continuagdo da derme da pele e € dividida
topograficamente em cinco regides de acordo com a regido do casco onde esta localizada: do
perioplo, coronério, lamelar, da sola e da ranilha. Todas as regides do corium possuem papilas
que se fixam fortemente em orificios do casco adjacente, exceto o corium lamelar. E
constituido de tecido colageno com vérias fibras elésticas, nervos e uma malha vascular.
Funciona como um mecanismo de conexdo entre o casco e as estruturas profundas (terceira
falange e fascia, provendo nutricdo para a camada germinativa do casco e mantendo a falange
distal suspensa dentro do casco (STUMP, 1967).

3.2 Circulacéo

O digito recebe sua irrigacdo arterial atraveés dos ramos mediais e laterais das artérias
digitais. Cada artéria digital penetra no forame solear e anastomosa com a artéria contralateral
para formar o arco terminal dentro do canal solear da falange distal. Ramos provenientes do
arco terminal atravessam a falange, quatro ou cinco deles emergindo através do forame dorsal
na superficie parietal para suprir a parte proximal da derme lamelar. Oito a dez vasos
emergem através de forames, proximo ao bordo solear da terceira falange e se anastomosam
para formar a artéria marginal solear que ira suprir a derme da sola e da ranilha (KAINER,
2002).

Um estudo da circulacdo arterial do digito eqliino por angiografia mostrou que o fluxo
sanguineo dentro das laminas dermais ocorre da regido distal para proximal (COLES et al.,
1979 Apud KAINER, 2002) e a maior parte da drenagem venosa é feita pelas veias
localizadas na regido palmar do casco (MISHRA ; LEACH, 1983).



3.3 Laminite em equinos

A laminite equina é considerada como uma doenca vascular que termina por provocar
0 descolamento entre as laminas dérmicas e epidérmicas do casco do cavalo. Sdo observadas
alteracdes da circulagéo digital caracterizada por espasmo venoso com subsequente isquemia
digital seguido por hiperemia reativa e lesdes de reperfusdo (HUNT, 1991; HOOD et al.,
1993). O complexo sistema interdigital entre as laminas primarias e secundéarias proporciona
uma firme unido entre a parede do casco e a derme lamelar (BAXTER, 1992) fazendo com
que o 0sso da falange distal mantenha o seu alinhamento anatdmico normal (MOORE et al.,
1990). A separacdo das laminas é uma conseqliéncia da intensidade do processo patoldgico
inicial (PARKS, 2003). A rotacdo da terceira falange resulta de uma combinacdo da
degeneracdo laminar na regido dorsal do casco associada a tracdo do tenddo flexor digital
profundo (STASHAK, 2002 ; COFFMAN et al., 1970a).

A doenca ¢ classificada em: fase de desenvolvimento, subaguda, aguda e cronica,
sendo esta uma classificacdo que designa as fases da doenca e ndo as alteracdes patoldgicas
microscopicas que ocorrem no casco (HOOD, 1999a).

A fase de desenvolvimento é o periodo entre o insulto causal inicial e a primeira
aparicdo de manqueira aguda identificada como laminite (HOOD,1999a). Na fase de
desenvolvimento apds sobrecarga de carboidratos alguns cavalos podem desenvolver diarréia
aguda, toxemia e choque, necessitando de uma terapia de suporte agressiva e podendo vir a
Obito antes mesmo do inicio dos sinais clinicos de laminite (COFFMAN et al., 1970b).

A fase subaguda é a forma onde os sinais clinicos sdo menos severos e geralmente
ocorre apos trabalho em pisos duros, quando 0s cascos sao aparados em excesso Ou em
animais expostos a maravalha de noz negra (Juglans nigra). Nestes casos o0s sinais clinicos
melhoram rapidamente sem que haja dano laminar permanente e normalmente ndo ocorre
rotacdo da terceira falange (STASHAK, 2002; BAXTER, 1992).

A fase aguda é definida entre o periodo que se inicia apds os primeiros sinais de
mangueira resultante de um episddio inicial de laminite e se continua até que duas situacdes
acontecam: a evolucdo da fase aguda para a subaguda apds um periodo de 72 horas sem que
ocorram evidéncias clinicas ou radioldgicas de um colapso mecéanico no casco. A outra
situacdo que determina o fim da fase aguda é a evidéncia de rotagcdo ou afundamento da
falange distal, o que evoluiria 0 caso para a fase cronica da laminite. Cavalos com evidéncia
de colapso digital sdo considerados como tendo laminite cronica independente da duragéo da
doenca (HOOD, 1999a).

Clinicamente, a laminite aguda apresenta manqueira, dor no digito no teste com a
pinca de casco, alteracdes posturais, relutancia em se mover, pulso digital cheio e latejante,
cascos e banda coronaria quentes, ansiedade, respiracao ofegante, temperatura retal variavel e
edema na regido distal dos membros (STASHAK, 2002; BAXTER, 1992; COFFMAN et al.,
1970b).

A evidéncia de manqueira e a relutdncia em se mover sdo normalmente os primeiros
sintomas observados. As alteragcbes posturais e manqueira irdo variar de acordo com a
severidade da doenga e do nimero de membros envolvidos. Se os sintomas clinicos da
laminite s@o leves, ndo se notam alteracfes posturais e a locomoc¢éo pode apresentar apenas
uma ligeira alteracdo, principalmente quando observada em um piso duro. Quando a laminite
aguda afeta somente os cascos anteriores ou com uma intensidade maior nos anteriores do que
0s posteriores o cavalo adota a postura classica, com os membros dianteiros localizados mais
a frente do corpo, reluta em se mover e muda constantemente o0 apoio nos cascos anteriores.
Quando afeta mais 0s cascos posteriores que 0s anteriores, o cavalo posiciona ambos 0s
membros toracicos e pélvicos sob seu abdome (SWANSON, 1999).
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Durante o repouso, cada membro suporta de 28% a 22% de sua massa corporal nos
membros anteriores e posteriores respectivamente. Quando um membro € levantado, o
membro oposto suporta 60% a 40% de sua massa corporal nos anteriores e posteriores
respectivamente. O cavalo alterna constantemente o apoio em cada membro (cerca de 250
vezes por hora nos anteriores) porque tanto o apoio de alto impacto quanto o apoio de baixa
magnitude por longo tempo predispde a uma mé perfusdo circulatdria e fadiga sub-mural
(HOOD, 1999c).

Em um casco normal, a carga suportada é distribuida entre a muralha e a sola e
depende do tipo de piso. Se apoiado em um piso duro o apoio é preferencialmente feito sobre
as muralhas. Quando o cavalo esta sobre um piso deformével, como a areia, 0 apoio se da
preferencialmente sobre a sola. Durante a laminite em cavalos mais afetados ocorrem
alteracdes na distribuicdo de peso, passando a apoiar 0 seu peso preferencialmente sobre a
sola (HOOD, 1999c).

Como a laminite usualmente se desenvolve como uma sequela de uma afecgdo em um
compartimento do corpo que ndo o casco, é de vital importancia que a doenca primaria seja
tratada de forma urgente e efetiva. Se for possivel reduzir a duracdo e severidade da doenca
primaria com terapia intensiva, existe uma grande chance de que a severidade da lesdo
lamelar possa ser atenuada, melhorando o progndstico para o cavalo (POLLITT, 2007 b).
Quando a dor nos cascos é aparente, a lesdo lamelar ja estd em curso. A dor € um sinal clinico
que a desintegracdo lamelar esta ocorrendo (POLLITT, 2001).

A laminite refrataria tem o prognostico reservado e acredita-se que é um indicativo de
degeneracdo laminar severa e inflamagdo e usualmente tem um progndstico ruim para a
recuperacdo (STASHAK, 2002). A morte pode ocorrer devido a septicemia associada com a
infeccdo digital ou devido ao decubito prolongado e pela toxidade da fenilbutazona, porém é
infreqlente. A mortalidade de cavalos com laminite estd mais associada a eutanasia dos
animais, e as razdes mais usualmente citadas sdo as de promover o alivio devido a dor
cronica, o custo do tratamento e a pouca chance de uma reabilitagéo total ou parcial (HOOD,
1999 a).

Na laminite cronica estdo presentes varias alteracGes patoldgicas como o colapso
mecanico, displasias de crescimento e metabdlicas, compromisso vascular e sepse
(GROSENBAUGH et al., 1999), provocando deslocamento e instabilidade da terceira falange
(HOOD, 1999 b).

Este deslocamento pode ser principalmente rotacional em alguns cavalos enquanto que
em outros o deslocamento vertical pode predominar (HOOD, 1999b). Um dano lamelar
relativamente uniforme predispde a um deslocamento de toda a terceira falange dentro do
casco. Quando o dano lamelar ¢ maior na pin¢ca do que nos quartos, o deslocamento sera
assimétrico, produzindo uma rotacdo capsular dorsal. Se um dos lados dos quartos estd mais
afetado a falante distal ird se deslocar unilateralmente, produzindo uma rotacdo capsular
lateral ou medial (PARKS, 2003).

O deslocamento da terceira falange provoca uma ruptura traumatica dos vasos
sanguineos submurais, que sdo derivados de vasos que atravessam a cortical da terceira
falange e se estendem até a extremidade das laminas dermais primarias. Qualquer movimento
significativo da falange afastando-se da muralha resulta em uma ruptura vascular, tendo como
consequéncia uma hemorragia na regido lamelar, e separacdo dos tecidos viaveis do seu
suprimento sanguineo criando regides de necrose avascular no tecido submural (HOOD, 1999

C).

As varias estruturas anatomicas do digito em conjunto formam um ¢rgdo de extrema
resisténcia mecanica. Individualmente nenhuma destas estruturas é capaz de suportar 0s picos
de carga que um casco normalmente suporta. Na laminite, quando a faléncia estrutural esta
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ocorrendo, a relacdo, entre estas diversas partes anatdmicas deve ser considerada (HOOD,
1999c), e a separacdo lamelar serd o balanco entre o resultado da severidade do processo € a
magnitude do estresse lamelar (PARKS, 2003).

As lesOes entre a camada epitelial e a derme causam perda da integridade estrutural
afetando a habilidade de transferir forcas entre os diversos componentes do casco,
aumentando a carga em componentes individuais e excedendo os seus limites até que a
faléncia ocorra, evidenciada pelas alteracdes ocorridas no casco (HOOD, 1999c).

Externamente observam-se alteracfes de crescimento do casco, com formacdo de
anéis divergentes. As diferencas na taxa de crescimento provocardo deformacdes da parede
ocasionando alteragdes biomecénicas. O crescimento de um casco normal depende da taxa de
crescimento das células epiteliais basais e sua orientacdo em relacdo a superficie do casco
(GROSENBAUGH et al., 1999).

O crescimento dos talGes aumenta em relacdo a pin¢a do casco, contribuindo para
formagéo de alteragdes, como uma concavidade no dorso do casco e talGes altos, encontrados
em cavalos ndo ferrados e com laminite cronica (GROSENBAUGH et al., 1999).

Os tubulos distais sdo tracionados quando ocorre rotacdo da terceira falange, se
deformam e crescem em direcdo a terceira falange, comprimindo 0s vasos sanguineos, tecidos
moles e causando lise 6ssea, podendo contribuir para aumentar a rotacdo (POLLITT, 2007a).

3.4 Fisiopatologia da laminite

Varias hipoteses tentam explicar os mecanismos fisiopatologicos envolvidos na
laminite. As principais sdo: a hipoOtese vascular, a tdxica/metabolica, a enzimatica e
inflamatoria.

3.4.1 Teoria vascular

Os mecanismos envolvidos na hipotese vascular sdo: diminuicdo do fluxo sanguineo
para o casco causando diminuicao da perfusdo, edema, coagulopatias e injdria por reperfusdo
(HOOD et al., 1993).

3.4.1.1 Alteragdes circulatorias

Esta hipoOtese considera que o fator desencadeante é um disturbio vascular com
formag@o de micro trombos na circulagdo lamelar, edema intersticial, isquemia e necrose,
provocando a separacdo entre as laminas epidermais e dermais (HOOD et al.,1993 ; ALLEN
et al., 1990). A isquemia ocasiona uma perda da fungéo tecidual, desencadeando uma necrose
devido a anoxia. O retorno do fluxo sanguineo provocara uma injaria por reperfusdo devido a
producdo de radicais superoxidos, causando a peroxidacdo de lipidios celulares e
intracelulares (HOOD et al., 1993).

A circulacdo digital do digito equino possui algumas caracteristicas Unicas como a
presenca de artérias com grossas camadas musculares e lumen pequenos (HOOD, 1999b),
veias lamelares mais sensiveis a agonistas vasoconstritores e predispostas a contragdo em
comparagdo com as artérias (PERONI et al., 2006), inUmeras anastomoses artério-venosas
(POLLITT ; MOLYNEUX, 1990) e uma arquitetura da micro-circulacdo que possui
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caracteristicas consistentes com o fenémeno de fluxo de contra-corrente, sdo adaptacOes e
especializacBes da circulacdo que produzem uma pressdo hidrostatica digital adequada e
termo-regularizacao que predispdem o casco a doenca vascular (HOOD, 1999 b).

Os trés principais fatores responsaveis em contrapesar a formagdo de edema em
tecidos normais sdo: a seletividade do endotélio vascular, que atua como uma barreira para a
transudacdo de fluido e proteinas; a resisténcia pré-para-p0s capilar e a drenagem linfatica
(STOKES, 2003). A circulagcdo do digito equino possui uma permeabilidade vascular alta,
com uma capacidade minima de limitar o movimento de proteinas e &gua da circulacéo
capilar digital para o espaco intersticial e uma drenagem linfatica ineficiente na prevencao do
desenvolvimento de edema digital, fatores que favorecem a formagéo de edema. (ALLEN et
al., 1990). Devido a estas caracteristicas, qualquer fator que altere a permeabilidade capilar ou
dificulte a drenagem linfatica ird promover o acimulo de fluido nos tecidos (ROBINSON et
al.; 1975), embora ndo tenha sido constatado um aumento da permeabilidade capilar na fase
de desenvolvimento da laminite (ALLEN et al., 1990).

Marcantes alteracbes hemodindmicas ocorrem ap6s inducdo experimental da laminite
por administragdo de carboidratos (ALLEN et al., 1990 ; GARNER et al., 1975). Na
circulacdo digital, uma das primeiras alteracbes descritas ocorre durante a fase de
desenvolvimento entre 8 a 12 horas e imediatamente antes do inicio da manqueira e consiste
em uma perfusdo reduzida da circulacdo (HOOD, 1999b). A causa desta perfusdo digital
reduzida pode ser devido a um aumento da resisténcia venosa, que aumenta nos estagios
iniciais da laminite e contribui potencialmente para aumentar a pressdo hidrostatica capilar,
(ALLEN et al., 1990), a uma baixa pressdo sistémica secundarias a uma hipovolemia e a um
aumento da pressao digital intersticial (HOOD, 1999 b).

O aumento da resisténcia venosa (ALLEN et al.,1990) poderia ser causada pela a¢éo
de agonistas vasoconstritores (PERONI et al., 2006), entre os quais o ET-1, cuja a sintese
ocorre tanto na fase de desenvolvimento (EADES et al., 2007) quanto na fase aguda da
laminite (KATWA et al., 1999) (Figura 1) em modelos de indugdo por sobrecarga de
carboidratos, ocorrendo uma melhora na resisténcia e no fluxo sanguineo digital com o uso de
antagonistas do ET-1 (EADES et al., 2002).

O digito equino contém uma enorme quantidade de anastomoses artério-venosas
(AVAs). Atuam na perfusdo do tecido em baixas temperaturas e na dissipacdo de pressoes
hidrostaticas geradas pela circulacdo no digito durante o salto e galope (MOLYNEUX et al.,
1994; POLLITT ; MOLLINEUX, 1990). Devido a grande quantidade destas anastomoses
artério venosas, estimadas em mais de 500 por cm? se ocorresse um desvio do fluxo
sanguineo através das anastomoses artério-venosas por tempo prolongado poderia provocar
uma necrose com separacdo entre as laminas epidermais e dermais (POLLITT,
MOLLINEUX, 1990), porém este mecanismo de controle sobre a abertura das anastomoses
artério-venosas ainda ndo foi completamente esclarecido (MOLYNEUX et al., 1994). A
necrose epidermal que ocorre na laminite aguda é consistente com a isquemia do tecido
lamelar causada por uma diminuicao da circulacdo capilar (ROBERTS et al., 1980).

A hipotese da isquemia, como fator desencadeante da laminite, foi contestada por
Pollitt e Davies (1998) quando demonstraram que 0s animais que desenvolviam laminite
sofriam um aumento da circula¢do do casco com concomitante aumento da temperatura local,
0 que contradiz os achados de Peroni et al. (2006) que consideraram a vasoconstricdo como
uma das facetas do estado prodrémico da laminite e de Garner et al. (1975), que descreveram
uma hipotermia nos membros nas 24 horas anteriores ao desenvolvimento da laminite grau 3
de Obel apos sobrecarga de carboidratos.

O bom resultado clinico obtido com a crioterapia na fase de desenvolvimento (VAN
EPS; POLLITT, 2006), capaz de reduzir a perfusdo nos tecidos moles do digito em 80,5%
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(WORSTER et al., 2001) diminuindo o requerimento do tecido por oxigénio, glicose e outros
metabolitos, aumentando a sobrevivéncia das células durante a isquemia além de diminuir a
producdo local de citocinas pré-inflamatorias e a ativacdo de enzimas metaloproteinases
(VAN EPS et al., 2004), sugere que ocorre um aumento da circulagdo no casco.

A fase de desenvolvimento é o periodo definido como a fase entre o insulto inicial e o
aparecimento da laminite aguda. Em casos de laminite experimental induzida por sobrecarga
de carboidratos, a fase de desenvolvimento varia entre 20 a 72 horas, com uma média de 40
horas. Um periodo similar ocorre em casos clinicos de colite bacteriana aguda. (VAN EPS et
al., 2004). No modelo de inducdo da laminite pela noz negra, a fase de desenvolvimento é de
4 horas e os animais desenvolvem a laminite em 8 a 12 horas ap6s ingestdo do extrato
(GALEY etal., 1991).
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Figura 1. Diagrama mostrando a a¢do de mediadores inflamatérios e agonistas vasoativos sobre um vaso
digital na laminite. 1- macro6fagos ativados; 2- leucdcitos ativados; 3- plaquetas; 4- plaquetas ativadas; 5-
célula endotelial; 6- trombo. Adaptado de Mackay, 1996.

A medicdo do fluxo sanguineo do casco em cavalos com laminite mostrou resultados
conflitantes (HOOD, 1999b). Alguns trabalhos evidenciaram aumento do fluxo sanguineo
(POLLITT; DAVIES, 1998; TROUT et al., 1990; ROBINSON et al., 1975), outros
demonstraram uma diminuicdo do fluxo sanguineo (GALEY et al., 1990; COFFMAN et al.,
1970D).

A primeira medicdo direta do fluxo sanguineo em laminite aguda foi reportada por
Robinson et al. em 1976, demonstrando um aumento do fluxo sanguineo como resultado de
uma diminuicdo da resisténcia vascular. Os estudos da medicao do fluxo sanguineo requerem
anestesia, canulagé@o de arterias digitais e 0 uso de substancias irritantes. A anestesia afeta o

8



controle neural dos vasos sanguineos, a canulacdo pode causar vasoespasmo de vasos digitais
e contrastes radioativos podem ser vasoativos (ROBINSON, 1990). Contudo, a
angiovenografia com injecdo de contraste radioativo seguido de exames radiograficos, tanto
em cavalos normais quanto em animais com laminite induzida, mostrou que as alteragdes
circulatérias foram detectadas apenas nos cascos com laminite (COFFMAN et al., 1970 b).

Os trabalhos de Galey et al. (1990) e Coffman et al. (1970 b) utilizaram contraste
radioativo e identificaram uma diminuicdo do fluxo sanguineo digital na regido do cérium
lamelar em relagdo as outras regides do casco usando modelos de inducdo de laminite e
métodos de captura de imagens diferentes. Galey et al. (1990) atribuiu a diminuicéo do fluxo
sanguineo na regido dorsal da terceira falange a microtrombose e/ou a circulacdo de
vasoconstritores. Esta regido ndo € suprida por circulacdo colateral e é a Ultima estrutura a ser
suprida por sangue, tornando-a mais sensivel a uma circulacdo deficiente do que outras
regides (GALEY et al., 1990).

A medicdo do fluxo sanguineo por um método ndo invasivo tem a vantagem de nédo
produzir artefatos (HINCKLEY et al., 1995). A utilizacdo da espectroscopia infravermelha
(NIRS), que detecta alteragdes na absor¢do de luz infravermelha e identifica alteragdes
teciduais de oxihemoglobina e do status de reducdo-oxidacdo (redox) foi capaz de atravessar a
parede integra de cascos de animais com laminite crénica demonstrando padrdes de
hemodinamica e oxidacdo tecidual semelhantes aos encontrados em um antebraco humano
sofrendo com uma les&o de isquemia/reperfusdo (HINCKLEY et al., 1995).

3.4.2 Teoria toxica/metabdlica

A teoria tdxica/metabdlica propdem que a laminite é o resultado de alteracdes de
processos metabdlicos e liberacdo de endotoxinas (GARNER et al., 1975; GARNER et al.,
1978) ocasionando les@es histoldgicas no tecido lamelar (ROBERTS et al., 1980).

3.4.2.1 Sobrecarga de carboidratos

Com a ingestdo excessiva de carboidratos ira ocorrer uma proliferacdo acentuada de
bactérias produtoras de &cido latico provocando uma diminuicdo do pH cecal de 7 para 4 em
24 horas (GARNER et al., 1978). As bactérias gram positivas (Streptococcus bovis e S.
equinus) além de produzirem acido latico, sdo responsaveis pela producdo de exotoxinas (AL
JASSIM, 1999 Apud POLLIT, 2003). A deteccdo do D-lactato na circulacdo e o seu
desaparecimento 40 horas apds a sobrecarga por carboidratos (POLLITT et al., 2003)
coincidiu (variou entre 32 e 48 horas) com o tempo medio do inicio da manqueira apos a
administracdo de carboidratos (GARNER et al.,1975), sugerindo um declinio acentuado de
organismos produtores de D-lactato (POLLITT et al., 2003).

A combinacéo de altos niveis de &cido latico intracecal e a morte e lise de bactérias
gram-negativas (Enterobacteriacias spp) resulta em dano severo na mucosa cecal e na
liberacdo de endotoxinas no ceco (GARNER et al., 1978), implicadas como fatores
responsaveis pelo inicio e estabelecimento da laminite (SPROUSE et al., 1987; GARNER et
al., 1978). Porém, tentativas de se induzir a laminite com a infusdo de endotoxinas em cavalos
sadios falharam (ALLEN, 1998; SPROUSE et al., 1987), e somente em um trabalho foi
reportada a identificacdo de endotoxinas na circulacdo ap6s inducdo da laminite por
sobrecarga de carboidratos (BELKNAP; PARKS, 2008; SPROUSE et al., 1987). Contudo as
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endotoxinas estdo implicadas na ativacdo de células da musculatura lisa de vasos digitais
aumentando a expressdo de COX-2 (RODGERSON et al., 2001) e na producdo de varios
mediadores pré-inflamatorios (BRYANT ; MOORE, 2008).

A infusdo endovenosa de doses subletais de endotoxinas em equinos provoca
manifestacdes clinicas como dor abdominal, diarréia aquosa, taquicardia, taquipnéia,
hipertermia, leucopenia e agitagédo (ZERPA et al., 2005; MOORE et al., 1986). Manifestagdes
clinicas semelhantes ocorreram no modelo de inducdo de laminite por sobrecarga de
carboidratos (GARNER et al., 1975).

Uma provavel razdo para que uma administracdo rapida de endotoxinas (por infusdo
ou bolus) ndo ser capaz de provocar uma laminite pode ser devido a um aumento extremo,
porém transitdrio de citoquinas comparada a uma resposta mais duradoura as citoquinas em
caso de sepse (BELKNAP, 2007).

3.4.3 Resisténcia a Insulina

O termo “Sindrome Metabdlica Eqiiina” foi proposto por Johnson (2002) na tentativa
de sintetizar as varias terminologias existentes associada a um estado de obesidade, acimulo
de gordura localizada e resisténcia a insulina.

Cavalos afetados possuem idade entre 8 e 18 anos, apresentam dep0ésitos de gordura
localizadas na borda do pescoco, base da cauda, acimulo de gordura abdominal e em cavalos
castrados, um actmulo de gordura no preplcio. Eguas apresentam ciclos anormais e
dificuldade reprodutiva (JOHNSON, 2002). Poneis apresentam uma predisposicdo genética a
sindrome metabdlica (TREIBER et al., 2006).

Acreditava-se que animais com este fendtipo apresentavam hipotiroidismo (MESSER,
1997), mas sabe-se hoje que a combinag&o entre laminite e obesidade néo esta correlacionada
com a producdo insuficiente de hormdnio tireoideano. A remocgdo experimental da glandula
tiredide ndo desenvolveu nem obesidade nem laminite em cavalos adultos (JOHNSON,
2002).

Cavalos obesos com intolerdncia a glicose sdo resistentes a insulina e hiper-
insulinémicos e apresentam um grande risco de desenvolverem laminite (GEOR et al.,2007).
Os sintomas de laminite que animais com este fen6tipo desenvolvem tendem a ser leves,
comparado a laminite ocorrida ap0s distarbios gastro-intestinais, e podem passar
despercebidos. Porém, alteracGes crbnicas no crescimento do casco e radiol6gicas comprovam
0 comprometimento lamelar (JOHNSON, 2002).

O tecido adiposo é o maior 6rgdo enddcrino do corpo secretando citocinas (inclusive
IL-6), horménios e fatores de crescimento (chamados de adipocinas) que sdo importantes
reguladores parécrinos e endécrinos (HAMMARSTEDT et al., 2005), recrutando macréfagos
inflamatorios que expressam TNF-o (LUMENG et al., 2007) e produzindo um estado pro-
inflamatorio com estresse oxidativo nos casos de obesidade cronica (VICK et al., 2007 ;
DANDONA et al., 2005).

A resisténcia a insulina é proveniente da insensibilidade a insulina ao nivel da
superficie celular, que regula a disponibilidade de glicose dentro da célula ou devido a
ineficcia pela interrupcdo do metabolismo da glicose dentro da célula (KRONFELD et al.,
2005 ; JOHNSON, 2002).

A resisténcia a insulina estd implicada na patogenesis da laminite (TREIBER et al.,
2006; COFFMAN ; COLLES, 1983), pois dificulta a habilidade do epitélio lamelar em usar a
glicose (EADES et al., 2007). Esta dificuldade poderia estar relacionada com um demasiado
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uso da GLUT-4 devido a excessos alimentares, tornando a molécula resistente a insulina,
necessitando de uma concentragdo muito maior para ativa-la (ASPLIN et al., 2008). Ou
devido a interferéncias na superficie celular, podendo ocorrer nos receptores de insulina, nos
diversos conectores com o transportador de glicose (GLUT-4), ou na translocacdo dos
transportadores de glicose para a superficie celular (KRONFELD et al., 2005).

O metabolismo do tecido lamelar é aerdbico e dependente da glicose como substrato
energético, possuindo em repouso um consumo de glicose que excede ao do cérebro e células
incapazes de armazenar glicogénio (WATTLE ; POLLITT, 2004). Quando o tecido lamelar é
cultivado na auséncia de glicose ocorre uma separacdo dermo-epidermal, semelhante ao que
ocorre na laminite in vivo, sugerindo que a laminite possa ocorrer em situacdes onde o
consumo de glicose pelas células do tecido lamelar possa estar compromissado, como nos
casos de doenca de Cushing, obesidade, hiper-lipemia, isquemia, doencas inflamatorias
agudas, septicemia e terapia com corticosteroides. (FRENCH ; POLLIT, 2004 ; PASS et al.,
1998).

Porém, Asplin et al. (2008) ndo comprovaram a presenca da proteina transportadora de
glicose GLUT-4 no tecido lamelar normal, mas encontraram a presenca da proteina GLUT-1,
gue ndo necessita de insulina para o transporte de glicose para dentro da célula, rejeitando a
hipGtese de que a falta de glicose seria uma das causas da laminite. Também demonstraram
que a infusdo continua de insulina por mais de 72 horas associada a infusdo de glicose para
manter a glicemia normal, procedimento conhecido como ‘clamp’ euglicémico
hiperinsulinémico, desenvolveu sinais clinicos (Obel grau 2) e histologicos de laminite em
poneis, demonstrando uma ligac&o direta entre altos niveis de insulina e laminite.

Para Johnson (2002) a explicacdo para a associacdo entre obesidade e laminite em
cavalos adultos obesos seria uma alteracdo no fluxo sanguineo, resultado da disfuncéo
endotelial devido a resisténcia a insulina e ao aumento do vasoespasmo, produzindo uma
complicacdo vascular semelhante a que ocorre em pacientes humanos com diabetes tipo 2.

3.4.4 Glicocorticoides

Corticosterdides como triancinolona foram implicados como causadores de laminite
(LAWRENCE et al., 1985; KELLEY, 1997), mas um estudo retrospectivo ndo conseguiu
evidenciar uma associacdo entre o seu uso e a laminite (MCCLUSKEY ; KAVENAGH,
2004). Entretanto, a utilizacdo deste corticosterdide é capaz de alterar o metabolismo da
glicose por vérios dias quando utilizado em doses maiores do que as recomendadas ou quando
doses repetidas sdo administradas induzindo a um periodo prolongado de hiperglicemia,
hiperinsulinemia e hipertrigliceridemia (FRENCH et al., 2000). Glicocorticdides também
potencializam o efeito vasoconstritor da epinefrina, norepinefrina e seretonina (EYRE et al.,
1979) podendo aumentar o risco de desenvolvimento da laminite (JOHNSON et al., 2002).

3.45 Teoria enzimatica

A teoria enzimatica sugere que as lesdes lamelares sdo uma conseqiiéncia de uma
ativacdo de enzimas colagenases que provocariam danos na membrana basal resultando em
separagdo entre as laminas epidermais e dermais (JOHNSON et al., 1998; POLLITT, 1996).
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3.4.5.1 Metaloproteinases

As metaloproteinases (MMPs) sdo enzimas zinco-dependentes que quando ativadas
degradam a membrana basal (JOHNSON et al., 1998; POLLITT et al., 2003), a matriz celular
e os filamentos de laminina, que ligam as células epidermais basais a membrana basal
(POLLITT et al., 2003). Sdo conhecidas também como colagenase tipo IV (JOHNSON et al.,
1998). Sédo secretadas como pro-enzimas sendo ativadas por clivagem. A maioria das células
sintetiza e imediatamente secretam metaloproteinases na matriz extracelular. Células
inflamatorias (ex. neutrofilos) produzem e estocam proteinases deste tipo (RIGGS et al.,
2007; TWINING, 1994).

As metaloproteinases atuam durante a cicatrizagdo de ferimentos permitindo o
destacamento dos queratindcitos basais da membrana basal e sua migracdo através da
superficie do ferimento durante a cicatrizacdo (AGREN, 1994), no remodelamento e
regeneracdo da membrana basal (POLLITT, 1996) e no destacamento e posterior fixacdo das
laminas epidermais primarias durante o crescimento do casco, permitindo que as laminas
epidermais primarias desloquem-se passando pelas células estacionarias das laminas
epidermais secundarias, em um movimento semelhante a uma catraca (POLLITT, 2001;
LEACH ; OLIPHANT, 1983).

No tecido lamelar de eqtiinos com laminite ocorre um aumento da forma ativa das
enzimas MMP-2 (e sua pré-enzima) (POLLITT et al., 2003; JOHNSON et al., 1998) e da
MMP-9 (LOFTUS et al., 2007; JOHNSON et al., 1998) causando uma destruicdo patoldgica
do colageno da matriz extracelular pelo aumento da forma ativa ou pela diminuicdo de seus
inibidores (JOHNSON et al., 1998) levando a uma desintegracdo e separacdo da membrana
basal das células epidermais basais, que constitui um dos primeiros eventos patologicos na
laminite aguda. Cada enzima possui um inibidor TIMP especifico e 0 seu consumo excessivo
poderia iniciar um processo auto-catalitico mantendo a forma ativa da enzima
“permanentemente” (POLLITT, 1996).

Uma inibicdo da ativacdo das MMP-2 podera ter o potencial de prevenir a laminite
(POLLITT et al., 2003). Mas ainda nédo se sabe como as metaloproteinases sdo ativadas in
vivo e uma maior investigacdo da eficacia de inibidores da MMP na laminite clinica ainda
precisa ser feita (BELKNAP, 2007).

3.4.6 Teoria inflamatoria

Na teoria inflamatdria a laminite ocorre secundaria a doencas sépticas, ocasionando
alteracdes clinicas semelhantes as encontradas na sindrome da resposta inflamatdria sistémica
humana (SIRS), devido a absorcdo sistémica e circulacdo de toxinas microbianas que
ocasionam ativacdo de leucdcitos, ativacdo do endotélio microvascular e producdo de
citocinas (BELKNAP, 2009).

3.4.6.1 Mediadores inflamatorios

A acdo de mediadores e celulas inflamatérias ndo se limita ao tecido lamelar,
ocorrendo simultaneamente em outros tecidos e oOrgdos como pele, figado e pulmdes
provocando a disfuncdo de 6rgdos remotos apds uma resposta inflamatoria sistémica, que

12



dependendo da espécie afeta primariamente diferentes érgéos. O tecido lamelar seria 0 6rgao
alvo primario nos equinos (BELKNAP et al., 2009).

A ingestdo de maravalha de noz negra (Juglans nigra) provoca sinais clinicos e
etiopatoldgicos semelhantes, porém sem aparente envolvimento de microorganismos
(BELKNAP, 2009) ocorrendo um aumento de mediadores inflamatorios como IL-1p
(LOFTUS et al., 2007; FONTAINE et al., 2001), COX-2 (LOFTUS et al., 2007
WAGUESPACK et al., 2004), IL-6, IL-8, ICAM-1, e E-selectin mRNA (LOFTUS et al.,
2007).

Existe um “pool” minimo de leucdcitos perivasculares na microvasculatura do tecido
lamelar que aumenta durante a fase de desenvolvimento da laminite induzida por noz negra
(Juglans nigra) (BLACK et al., 2006), ocorrendo migracdo de leucdcitos para o tecido
lamelar (LOFTUS et al., 2007; BLACK et al., 2006; POLLIT ; DARADKA, 1998; POLLITT,
1996) sugerindo que a ativacao endotelial e inflamacao lamelar sdo eventos que ocorrem nos
estagios iniciais da laminite (LOFTUS et al., 2007; FONTAINE et al., 2001). A ativacdo e
degranulacdo de intravascular de neutrofilos (RIGGS et al.,2007) pode ser comprovada pelo
aumento significativo no nivel endoégeno da producdo de radicais de oxigénio (ROS)
(HURLEY et al., 2006) e na concentracdo plasmatica de mieloperoxidase (MPQO), enzima
lisossomal especifica de leucdcitos que aumenta ap6s a administragdo do extrato de noz negra
(Juglans nigra) (RIGGS et al.,2007).

A lamela epidermal é fortemente quimiotatica para neutrdfilos ap6s o inicio da
laminite e a degranulacdo de neutrofilos liberando colagenase IV e outras proteases como
citocinas e radicais livres podem causar mais danos as lamelas (POLLITT, 1996). Segundo
Loftus et al. (2007), o aumento de metaloproteinases pode ser uma consequiéncia do processo
inflamatorio lamelar. Macréfagos também sdo responsaveis pela producdo de citocinas pro-
inflamatorias como TNF-a e IL-1p (BONDESON et al., 2006) e doengas gastrointestinais
severas liberam elevadas concentracfes de TNF-a (POLLITT, 1996).

3.4.6.2 Agregacao Plaquetaria — Neutrdfilos

A presencga de trombos em casos de laminite induzida e adquirida naturalmente foi
detectada em alguns trabalhos, mas nédo foi evidenciado em outros (EADES et al., 2007). Mas
a ativacdo de plaquetas causando agregacao plaquetéria e também a agregacdo de plaquetas e
neutréfilos (PAES LEME et al., 2006; WEISS et al., 1997) foram identificadas na circulacdo
digital em cavalos com laminite induzida por sobrecarga de carboidratos. Esses agregados
plaquetas-neutréfilos poderiam se alojar na circulacdo laminar reduzindo a perfusdo e a
nutrigdo celular e causando uma isquemia (EADES et al., 2007) (Figura 1).

Plaquetas possuem um papel essencial na resposta inicial ap6s uma lesdo vascular ao
aderir a parede do vaso, tornando-se ativadas, agregando e secretando mediadores que
promovem a ativacdo plaquetaria e atraindo neutréfilos (WOHNER, 2008). Quando ativadas
liberam ADP e tromboxano A2 que irdo ativar outras plaquetas (SACHS ; NIESWANDT,
2007), aumentam de volume, formam pseuddpodes e aumentam o nimero de a-granulos
(PAES LEME, 2006) que contém P-selectin (também chamado de GMP-140) na superficie
interna, sendo transportados para a superficie das plaquetas quando sofrem degranulagdo. A
formagdo de um agregado plaqueta-neutréfilo depende da expressdo de P-selectin na
superficie das plaquetas (WEISS et al., 1998).

Uma ativacao descontrolada das plaquetas em vasos doentes pode levar a uma oclusédo
arterial e infarto em 6rgaos vitais (SACHS ; NIESWANDT, 2007).

13



Prasse et al. (1990) avaliando a coagulacao e fibrindlise durante a fase prodrémica da
laminte aguda induzida por carboidratos ndo encontraram alteragGes significativas na
contagem de plaquetas, volume médio plaquetario, tempo de protrombina, tempo parcial de
ativacdo de tromboplastina, concentracdo de fibrinogénio, concentragédo de plasminogénio,
a-2-antiplasmina, antitrombina I11, proteina C, tromboxano B2, e de concentracao de produtos
da degradacéo de fibrinogénio. Devido a uma modificacdo insignificante de tromboxano B2
concluiu que ndo houve ativacdo plaquetaria, embora ndo tenha descartado a hipdtese de
formagé&o de trombos na microvasculatura do casco com laminite.

Weiss et al. (1997) também ndo encontraram alteracdes significativas na contagem de
plaquetas ou no tempo de coagulacdo em poéneis com laminite induzida por carboidratos.
Porém, descreveram um aumento na resposta media de agregacao plaquetéaria, na tendéncia da
agregacdo plaquetéaria e um aumento acentuado no nimero de agregados plaqueta-neutrofilos,
concluindo que as plaquetas circulavam em um estado hiper-ativo durante a fase prodrémica
da laminite.

A associacdo entre plaquetas e laminite foi comprovada por Weiss et al. (1998) pela
administracdo de um inibidor plagquetario ap6s a inducdo da laminite por sobrecarga de
carboidratos. Nenhum dos oitos poneis que receberam a substancia desenvolveram laminite,
concluindo o autor que a producédo de fatores de ativacdo plaquetaria ocasionaria a formacao
de agregados com plaquetas e neutréfilos que poderiam se alojar na micro-circulacédo
provocando injuria isquémica.

3.4.7 Alteracdes histopatoldgicas

Um dos primeiros sinais de lesdo histoldgica ocorre na membrana basal durante a fase
de desenvolvimento da laminite (POLLITT, 1996). A membrana basal se destaca das células
epidermais basais e sofre uma desintegracdo. Isto ocorre sem que as células epidermais basais
apresentem sinais 6bvios de necrose. A membrana basal permanece unida ao tecido conectivo
dermal, sugerindo que as substancias que causaram a lise e separacdo da membrana se
originaram das células epidermais (POLLITT ; DARADKA, 1998).

Em seguida, os nucleos das células basais alteram sua orientacdo, ndo estando mais
perpendiculares ao eixo das laminas epidermais secundarias. Alguns nudcleos tornam-se
arredondados, posicionando-se mais centralmente em relacdo ao citoplasma. A extremidade
das laminas epidermais secundarias tornam-se ligeiramente afiladas e as laminas dermais
secundérias ficam mais estreitas (CROSER ; POLLITT, 2006; SAMPAIO et al., 2004).
Algumas alteracdes em células endoteliais também sdo observadas (CROSER ; POLLITT,
2006), como tumefacédo das células endoteliais e edema limitado (HOOD et al., 1993).

Outras lesdes descritas sdo congestdo, obstrucdo de capilares lamelares e infiltrado
peri-vascular que decresce quando ha migracdo de neutréfilos para as camadas epidermais.
Trombos microvasculares e edema intenso aparece nas primeiras 24 horas. Com 72 horas
ocorrem hemorragias nas laminas dermais primérias (HOOD et al., 1993).

Com a progressao da doenca observam-se atrofia da camada epidermal, aumento da
queratinizacdo das laminas epidermais primarias e secundarias, vacuolizacdo epidermal,
piquinose, desorganizacdo da epiderme, congestdo dermal extensa, edema na juncao dermal-
epidermal e necrose epidermal por coagulacdo (ROBERTS et al., 1980). A descricdo de
piquinose corresponde a morte celular ocorrida por apoptose (FALEIROS et al., 2004).

Na fase cronica da laminite ocorre uma extrema hiperplasia das laminas epidermais
produzindo uma cunha de epiderme entre a terceira falange e a parede do casco, devido a uma
proliferacdo de queratindcitos e uma resposta metaplastica (KUWANO et al.,, 2005;
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ROBERTS et al., 1980). A hiperplasia epitelial ocorre na fase cronica se a necrose nao for
extensa (ROBERTS et al., 1980).

Se o0 dano lamelar for relativamente discreto, poderd ocorrer apenas o colapso
histoldgico e a cicatrizagdo ocorreré durante a fase subaguda da doenca (HOOD, 1999c).

Animais que se recuperam de laminite podem ficar predispostos a recidiva porque nao
ocorre uma completa regeneracdo das ldminas epidermais secundarias, que podem apresentar
formato afunilado e tamanho menor em algumas areas. A coloracéo histoquimica de amostras
de tecido lamelar de cavalos com laminite crénica mostrou que a membrana basal de areas das
laminas epidermais secundarias de tamanho menor ndo apresentavam coloracdo para
anticorpos contra colageno tipo VII e laminina 5, ou apresentavam apenas para colageno tipo
VII, demonstrando uma fraca ligacao entre a membrana basal e as células basais das laminas
epidermais secundarias (KUWANO et al., 2005).

As lesbes lamelares sdo graduadas de acordo com o aumento da intensidade em:
Grau N (normal), Grau 1 (alteragcdes discretas), Grau 2 (alteragdes moderadas) e Grau 3
(alteracdes intensas e extensas) descritas por Pollitt (1996). Paes Leme (2004) descreveu uma
modificacdo na graduacdo histoldgica, subdividindo as lesdes em quatro graus (Tabela 1).
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Tabela 1: Escores de alteracdo histoldgica das laminas do casco de equinos (modificado
de Pollitt, 1996 e Weiss, 1997) segundo Paes Leme, 2004.
Graus Achados histolégicos

1 1. alongamento das laminas epidérmicas primarias (LEP),
2. afilamento das ldminas epidérmicas secundérias (LES),
3. nucleo das células basais (CB) arredondados
4. separacdo da membrana basal (MB)

2 l.auséncia da membrana basal do apice da lamina epidérmica
secundéria
2. laminas secundarias distorcidas

3 1. degeneracdo das laminas epidérmicas primarias,

2. necrose celular,

3.separacgdo das laminas dérmica (LDP) e epidérmica primérias (LEP).
4 1. perda da arquitetura das laminas

2. material amorfo na localizacéo das laminas

3. nucleos de células basais picnoticos

4. infiltrado inflamatGrio proximo aos vasos

3.4.7.1 Apoptose , necrose e cornificacédo

A morte celular programada, conhecida como apoptose (KERR, 1972 Apud
GRAVIELY et al., 1992) é um processo fisiologico de eliminacdo celular (WYLLIE, 1981
Apud GRAVIELY et al., 1992). Em mamiferos este processo seria precisamente melhor
descrito como uma morte celular fisioldgica, ja que ira ocorrer com uma alta taxa de
probabilidade, porém nédo pode ser previsto (COHEN, 1993).

Existem multiplas vias celulares que desencadeiam a apoptose (JEONG ; SEOL,
2008). Duas vias apoptoticas sdo bem conhecidas em células de mamiferos: A via extrinseca e
a via intrinseca. A via extrinseca é iniciada pela ativacdo de receptores de morte na superficie
da membrana plasméatica (JEONG ; SEOL, 2008; BAO ; SHI, 2007). A via intrinseca é
desencadeada através de sinais de estresse celular, como danos no DNA (BAO ; SHI, 2007;
CHIPUK et al., 2006), danos ao cito-esqueleto, estresse ao reticulo endoplamatico, perda de
adesdo, auséncia de fatores de crescimento, inibicdo de sintese macromolecular e outros
(CHIPUK et al., 2006).

As lesbBes celulares caracteristicas de apoptose sdo condensacdo progressiva
perinuclear da cromatina (COLUMBANO, 1995; WILLIE, 1995), fragmentagdo do DNA em
escada (DNA laddering) (CHIPUK et al., 2006), diminuicdo do volume celular (WILLIE,
1995) com perda de contato com as células vizinhas (COLUMBANO, 1995), perda de regides
especializadas da membrana celular como os microvilos e conservagdo da maioria das
organelas citoplasmaticas (WILLIE, 1995), fragmentacdo da célula com formagédo de
globulos, auséncia de resposta inflamatoria e nenhuma alteragdo na transaminase sérica
(COLUMBANO, 1995), formam-se protuberancias pedunculadas na membrana plasmatica
(KERR, 1987 Apud GAVRIELY et al.,, 1992). Os fragmentos celulares envoltos por
membrana (corpos apoptoticos) sdo entdo fagocitados por macrofagos ou por outras células
vizinhas (FALEIROS et al., 2004) facilitado pela exposicdo na superficie celular de
sinalizadores (WILLIE, 1995).
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Estudos bioquimicos sugerem que a condensacdo da cromatina nuclear que ocorre
durante a apoptose é resultante da ativacdo de endonucleases com formacdo de pequenos e
grandes fragmentos de cromatina (WYLLIE, 1980).

A necrose € um processo diferenciado que se caracteriza por uma interrup¢do no
suprimento energético celular, falha na homeostase do volume celular (TRUMP ; BERESKY,
1994 Apud WILLIE, 1995) , organelas edemaciadas, matriz mitocondrial com aspecto denso
e floculento, condensacdo da cromatina (ZHIVOTOVSKY, 2004) e ruptura da membrana
plasmética seguido de uma reacdo inflamatéria aguda (TRUMP ; BERESKY, 1994 Apud
WILLIE, 1995).

Embora sejam formas morfologicamente distintas de morte celular, a apoptose e
necrose compartilham algumas caracteristicas (EGUCHI et al.,, 1997) e alguns estudos
recentes j& consideram a necrose ndo mais como uma forma de morte celular acidental, mas
um tipo de morte programada e fisiologica (HAN et al., 2008). Porém, as conseqliéncias da
necrose e da apoptose para 0 organismo como um todo sdo bem diferentes
(PROSKURYAKOV et al., 2003).

A apoptose é um processo ativo que requer ATP. Se ndo ha suficiente ATP presente a
morte celular se desviara da apoptose para a necrose. Quando células sdo cultivadas em meios
de cultura e tratadas com célcio ionoforos, morrem por apoptose quando o suprimento de ATP
esta presente e sofrem necrose em condic6es de auséncia de ATP. (EGUCHI et al., 1997).

Em algumas situacGes podera haver a ocorréncia concomitante de apoptose e necrose
apos uma injuria. A inducdo de apoptose por agentes toxicos podera transformar-se em
necrose, dependendo da concentracdo de drogas ou radiagdo (COLUMBANO,1995).

Outros estimulos, como citocinas, isquemia, calor, e patdgenos podem causar tanto
apoptose quanto necrose na mesma populacdo celular (PROSKURYAKOV et al., 2003).
Ambos os tipos de morte celular podem ocorrer simultaneamente (ZHIVOTOVSKY, 2004) e
serem desencadeadas pelo mesmo agente (LEDDA-COLUMBANO et al, 1991) e
mecanismos anti-apoptose sdo igualmente eficientes na prevencdo da necrose
(PROSKURYAKO et al., 2003).

A identificacdo de uma célula in situ em processo de apoptose com o uso do
microscopio oOptico é dificil (KERR, 1987 Apud GAVRIELY et al., 1992). O intervalo de
tempo entre a condenacgdo da célula a morte e o aparecimento dos primeiros sinais celulares
caracteristicos ira variar de acordo com o tipo celular e o estimulo letal (WILLIE, 1995). A
célula apoptdtica é vista somente por poucos minutos e 0s corpos apoptoticos sdo vistos por
poucas horas antes de serem fagocitados (WYLLIE, 1980), sendo necessario para uma correta
avaliacdo da extensdo da morte celular nos tecidos um rastreamento de milhares de células
normais, ja que a proporcdo de células apoptdticas € freqlientemente muito menor que 1%. A
rapidez com que uma célula apoptética é eliminada é o principal responsavel para uma baixa
percentagem do namero total de células apoptéticas em um tecido (HOWIE et al., 1994 Apud
WILLIE, 1995), porém ir& variar de acordo com o tecido, podendo todo o processo levar até
72 horas no tecido epidermal (TERAKI; SHINOHARA, 1999). Além disso, a fragmentacao
do DNA pode ser encontrada ndo somente em células sofrendo apoptose, mas também em
células morfologicamente intactas em inicio de processo de morte celular programada.
(UMANSKY, 1982).

A apoptose é um processo que pode ser acelerado por varios fatores e executado pela
ativacdo de caspases. A mitocondria, organela responsavel pela producéo de energia celular é
a mediadora deste processo, pois atua como um sensor de stress e regulador do mecanismo
apoptotico ao produzir varios fatores indutores da ativacdo das caspases e de fragmentacao
dos cromossomos (AMARANTE-MENDES ; GREEN, 1999).
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O citocromo C participa da cadeia de transportes de elétrons localizada na membrana
mitocondrial interna e é liberado para o citosol quando ocorre a permeabilizacdo da
membrana externa mitocondrial (MOMP) (BOUCHIER-HAYES et al., 2008; CHIPUK, et al.,
2006) apos a oligomerizacdo das proteinas pré-apoptdticas BAX e BAK (DEL GAIZO
MOORE et al., 2007).

Com a liberagcdo do citocromo C inicia-se a ativacdo da cascata de eventos que
culminara na morte celular (AMARANTE-MENDES ; GREEN, 1999). O citocromo C
liberado interage com a caspase 9 e o fator de ativacdo de apoptose protease (APAF -1) (DEL
GAIZO MOORE et al., 2007; LI et al., 1997), proteina presente no citosol que se mantém
latente até ligar-se ao citocromo C (DEVERAUX ; REED, 1999), para formar uma
holoenzima (apoptosomo) (DEL GAIZO MOORE et al., 2007; LI et al., 1997) na presenca de
ATP/dATP (BAO ; SHI, 2007), ativando a caspase efetora —3 (DEL GAIZO MOORE et al.,
2007; LI etal., 1997) e caspase -7 (BAO e SHI, 2007), causando uma extensa proteolise e a
morte celular. (DEL GAIZO MOORE et al., 2007) (Figura 2).

A cadeia de transporte de elétrons produz prétons que sdo bombeados da matriz
mitocondrial para o espago inter-mitocondrial criando o potencial mitocondrial trans-
membrana (A¥Ym), que é perdido quando ocorre a MOMP (BOUCHIER-HAYES et al., 2008;
CHIPUK et al., 2006). A manutencdo do potencial mitocondrial trans-membrana (A¥m) é
necessaria para varias funges mitocondriais, como transporte de proteinas, producdo de ATP
e regulacdo do transporte de metabdlitos (CHIPUK et al., 2006). Na auséncia da ativacéo das
caspases 0 potencial trans-membrana se despolariza rapidamente, mas recobra seu nivel
original a despeito da ocorréncia da MOMP e liberacdo do citocromo C (WATERHOUSE et
al., 2001).

As caspases sdo um tipo especial de cisteina protease (AMARANTE-MENDES ;
GREEN, 1999) sintetizadas como pro-enzimas intativas sendo ativadas através de clivagem
(CAIN et al., 1999). Séo as principais executoras da morte celular por apoptose (JOHNSON ;
KORNBLUTH, 2008). Sao divididas em grupos de caspases ativadoras ou iniciadoras (-2, -8,
-9 e -10) e de efetoras ou executoras (-3, -6 e -7) segundo Bao e Shi (2007).

As caspases iniciadoras e as executoras possuem mecanismos diferentes de ativacdo. A
ativacdo das caspases pela via da mitocdndria requer que ocorra a MOMP, resultando na
difusdo para o citosol de inumeras proteinas que normalmente residem no espaco entre a
membrana externa mitocondrial (OMM) e a membrana interna (IMM) (CHIPUK et al., 2006),
como o Citocromo C, Smac/Diablo, AIF e endonuclease G (JEONG ; SEOL, 2008).

Para evitar que haja uma ativacdo desregulada das caspases, membros de uma familia
de proteinas inibidoras da apoptose (IAPs), ligam-se as caspases inibindo diretamente a sua
ativacdo (DEVERAUX ; REED, 1999). Na via intrinseca, as IAPs atuam impedindo a
ativacdo das pro-caspases -3, -6 e -7 ao bloguear a ativacao da pro-caspase -9 pelo citocromo
C. Na via extrinseca o bloqueio ocorre pela inibicdo direta da caspase -3 ativa, impedindo a
ativacdo das outras caspases (DEVERAUX et al., 1998).

A ativacdo dos receptores de morte (via extrinseca) € iniciada com a ligacdo do TNF-a.
nos receptores de morte trans-membrana (TNFR) (Figura 3). Estes receptores de membrana
ativados recrutam o adaptador FADD e as pré-caspases -8 e -10 formando um complexo
chamado DISC. A funcdo do DISC é ativar as caspases indutoras -8 e -10. Estas tornam-se
ativas ao sofrerem uma auto-clivagem devido a proximidade das moléculas. Apos a ativacao
as caspases indutoras irdo ativar as caspases efetoras -3, -6 e -7. (CHOWDHURY et al.,
2008). Uma vez ativadas as caspases efetoras irdo causar uma degradacdo proteolitica
generalizada dos componentes celulares alvos causando a morte celular (BAO ; SHI, 2007).

Alguns gens possuem a capacidade de regular o processo apoptotico, estimulando ou
impedindo este processo (COLUMBANO, 1995). A familia Bcl-2 consiste de moléculas anti-
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apoptoticas e pré-apoptoticas. Dependendo da homologia e fungdo, sdo divididas em
subfamilias: a sub-familia que inclui Bcl-2, Bcl-xI e Bcl-w exercem atividades anti-apoptose
(TSUJIMOTO, 1998). A subfamilia representada por BAX e BAK exerce atividade pro-
apoptdtica, como também a subfamilia BIK e BID (TSUJIMOTO, 1998). Algumas destas
proteinas estdo localizadas na mitocondria e em outras membranas intracelulares
(BOUCHIER-HAYES et al., 2008). A proporc¢do entre 0os membros anti-apoptéticos e pro-
apoptoticos determinara a susceptibilidade da célula a apoptose (TSUJIMOTO, 1998).

Alguns membros da familia de proteinas Bcl-2 podem agir diretamente sobre 0s canais
da membrana externa da mitocondria (mitocondrial outer membrane channel — VDAC)
modulando sua atividade. Estes canais funcionam como vias para 0 movimento de Vvérias
substancias para dentro e fora da mitocondria (SHIMIZU, 2000). Uma das func¢des dos gens
Bcl-2 é manter a integridade da membrana externa mitocondrial (DEL GAIZO MOORE et al.,
2007) regulando a MOMP (BOUCHIER-HAYES et al., 2008).

Um dos primeiros sinais emitidos por uma célula em processo de apoptose € a
exteriorizacdo da fosfatidilserina (AMARANTE-MENDES ; GREEN, 1999), um fosfolipidio
presente na membrana celular que atua como um sinalizador para macréfagos e outras células
fagocitarias, que reconhecem uma célula que estd morrendo através de mudancas precoces na
superficie celular. Por ser um evento constante, a detec¢do da fosfatidilserina tem sido usada
como um marcador de apoptose (FADOK et al., 2001).

Entre os parametros utilizados para identificar morfologicamente uma célula em
apoptose pela microscopia otica esta a marginalizacdo da cromatina (WYLLIE, 1995;
COLUMBANO, 1995). Tal pardmetro deve ser utilizado criteriosamente para as células
epidermais basais e supra-basais, pois a heterocromatina de muitas das células basais estdo
distribuidos preferencialmente na periferia do nucleo, identificados em exames por
microscopia eletronica (LEACH ; OLIPHANT, 1983).

Diferentes formas de morte celular sdo responsadveis pela homeostasia em um
organismo. Apoptose, necrose e autofagia resultam basicamente na eliminacdo de
determinadas células de um tecido. Porém, em formas especializadas de diferenciacdo, corpos
celulares mortos ndo sdo removidos, mas mantidos para cumprir uma funcdo especifica,
resultando na producdo de células diferenciadas contendo grandes quantidades especificas de
proteinas e outras substancias. No reino animal, exemplos deste programa de morte celular
diferenciado sdo: a formacdo das fibras do cristalino, a diferenciacdo de eritrocitos e a
cornificacdo de queratindcitos na pele. No reino vegetal, a xilogenese (LIPPENS et al., 2005).

A cornificacdo do tecido epitelial basal ocorre devido a uma série de etapas
bioquimicas na qual células epiteliais basais flexiveis sdo transformadas em células rigidas do
casco. Independente da regido do casco, as etapas da cornificacdo consistem em:
queratinizacdo, formacdo do envelope celular e deposicdo na matriz extracelular de
fosfolipidios (GROSENBAUGH et al., 1999).
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Via intrinseca da apoptose
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Figura 2: Via intrinseca da apoptose
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Via extrinseca da apoptose
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Figura 3: Via extrinseca da apoptose
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Na formacdo do envelope, forma-se uma rede de filamentos de queratina que se
entrecruzam no lado interno da membrana citoplasmatica, além de outras proteinas, na
transicdo da camada granular para a camada cornificada (DENECKER et al., 2008; LIPPENS
et al., 2005). A formacdo do envelope aumenta enormemente a rigidez do queratindcito, o que
é essencial para a rigidez da muralha do casco (GROSENBAUGH et al., 1999). Os
queratindcitos tornam-se metabolicamente inativos e as organelas sdo degradadas, resultando
em corpos celulares achatados e mortos consistindo de mais de 80% de queratina (LIPPENS
et al., 2005).

O processo final de maturacdo é a secrecdo de lipidios no espaco extracelular, cuja
funcgéo é consolidar as células epidermais individuais do casco em uma estrutura solida. Na
regido do stratum medium a maioria das células ndo possuem meios de fixacdo como
desmossomos e hemidesmossomos, necessitando da substancia da matriz extracelular para
esta funcdo (GROSENBAUGH et al., 1999).

A apoptose e a queratinizagdo compartilham algumas similaridades ao nivel celular e
molecular, como a destruicdo do nucleo e outras organelas, modificagcbes morfologicas na
célula e citoesqueleto, envolvimento de eventos proteoliticos e alteragdes mitocondriais
(LIPPENS et al., 2005). Em contraste com as células apoptdticas os cornedcitos ndo sao
fagocitados por outras células, sendo esfoliados e liberados no meio ambiente (LIPPENS et
al., 2005).

O Comité para Nomeclatura sobre Morte Celular (NCCD, 2005) propds critérios
unificados para a definicdo de morte celular e de diferentes morfologias de morte celular. O
comité sugeriu que € importante discriminar entre “morrendo” que ¢ um processo, ¢ a morte
que € o resultado final. Uma célula pode estar morrendo devido a varios mecanismos, cada
qual caracterizado por varios critérios, nao precisando necessariamente todos estarem
presentes para satisfazer a definicdo. Em uma populacdo de células, diferentes estagios de
morte celular estardo ocorrendo. O processo ndo € sincronico. O comité sugeriu aos
pesquisadores a quantificacdo do processo usando mais de um procedimento analitico sempre
que possivel (KROEMER et al., 2005).

A técnica de coloracdo TUNEL permite a identificacdo da célula apoptética in situ,
facilitando a sua visualizagdo (GRAVIELY et al., 1992) e foi testada no tecido lamelar eqtino
por Faleiros et al. (2004) mostrando-se véalida. A apoptose também foi identificada em raros
queratindcitos e somente em umas poucas células na camada basal de cavalos do grupo
controle, formada por cavalos sem sinais clinicos e histologicos de laminite. No grupo que
desenvolveu laminite aguda de forma natural o nimero de células apoptdticas foi 17 vezes
maior nas células da camada basal e 1.025 vezes maior nos queratindcitos em relacdo ao
grupo controle. Mas nédo foi encontrada diferenca significativa no indice apoptético entre o
grupo com laminite crénica e o grupo controle sugerindo que a fragmentacdo do DNA é mais
provavel de acontecer na fase aguda da doenca (FALEIROS et al., 2004). Apesar das
extensivas pesquisas feitas sobre laminite, ainda ndo foi possivel conhecer toda a
fisiopatologia. O estudo da apoptose na derme lamelar dos equinos contribui para um maior
entendimento desta patologia.

3.5 Anti-inflamatérios ndo esteroidais

Os anti-inflamatorios ndo esterdides (AINES) como o ketoprofeno, indometacina,
ibuprofem e outros foram estudados em culturas de condrécitos de coelhos. Demonstrou-se
que causavam uma inibicdo da apoptose por um mecanismo independente da inibicdo da
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producdo de COX-2 e da PGE2. Condracitos, in vivo ou in vitro, se diferenciam em células
fibroblasticas quando expostas a interleucina 1, acido retindico e 6xido nitrico (NO). Embora
0 mecanismo molecular envolvido ainda ndo tenha sido esclarecido, a diferenciacdo de
condrocitos e implicada na patofisiologia da artrite. Um aumento da morte de condrécitos por
apoptose foi observado na cartilagem artritica. A apoptose esté intimamente relacionada com a
destruicdo da cartilagem, mostrando possuir um importante papel na fisiopatologia da artrite
(YOON et al., 2003).

O NO é produzido em condrdcitos pela acdo de citocinas pré-inflamatérias como a
interleucina 1B e TNF-a, sozinhos ou combinados. A producao de NO pelos condrécitos causa
a ativacdo de metaloproteinases MMP-2 e MMP-9 (TAMURA et al., 1996), diminui a
producdo de receptores antagonistas da interleucina -1, inibicdo da sintese de proteoglicanos,
da expressdo do colageno tipo Il e apoptose de condrécitos. Os AINEs ao bloquearem a
producdo de NO inibiram a apoptose (YOON et al., 2003).

Em tumores coloretais de humanos, os AINEs sdo utilizados por sua capacidade de
induzir a apoptose ao provocar uma inibicdo das ciclocoxigenases, levando a um acumulo de
acido aracdonico que é o substrato para formacdo das prostaglandinas (ELDER ;
PARASKEVA, 1999; CHAN et al., 1998). Este acimulo do &cido aracdbnico induzira a
producdo de ceramida, que age como um segundo mensageiro, ativando o mecanismo de
apoptose celular (CHAN et al., 1998). Em ratos com tumores coloretais induzidos pela
administragdo de 1,2 dimetilhidrazina e tratados com AINEs, houve uma diminui¢cdo do
nimero e volume dos tumores pelo aumento da inducdo da apoptose e inibicdo da
proliferacdo celular (BROWN et al., 2001).

A aspirina e a indometacina também demonstraram induzir apoptose in vitro em
cultura de células tumorais gastricas humana atraves da supra-expressdo das proteinas pro-
apoptoticas BAK e BAX e por aumento da atividade da caspase 3, porém sem nenhuma
alteracdo na expressao dos gens bcl-2. (ZHOU et al., 2001).

O efeito de alguns AINEs sobre cultura de fibroblastos de embrides de galinhas
induziu a apoptose embora outros AINEs como a fenilbutazona ndo teve capacidade
detectavel de causar apoptose (LU et al., 1995). Os AINEs igualmente foram capazes de
induzir apoptose em culturas de células tumorais esofageana humana. Os AINEs testados
eram inibidores seletivos e ndo seletivos para COX-2 e induziram a apoptose restaurando a
expressao da 15-lipoxigenase-1 (15-LOX-1) (SHUREIQI et al., 2001). As lipoxigenases sdo
responsaveis, entre outras funcGes, em promover reacdes de oxidagdes intracelulares
(BRASH, 1999). O stress oxidativo € um dos primeiros eventos na apoptose e a mitocondria
contribui significativamente para isso aumentando a geracdo de peréxidos (ESTEVE et al.,
1999).
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4 MATERIAL E METODOS

No presente estudo, foram utilizados materiais de bidpsia colhidos durante o experimento
de Paes Leme (2004) desenvolvido na Escola de Veterinaria da UFMG.
Foram utilizados 20 equinos higidos, sem raca definida, machos castrados, com idade

entre 3 a 15 anos e escore corporal entre 2 (moderado) e 3 (bom) segundo Speirs (1997). Peso
vivo entre 264 a 344 Kg . Os animais passaram por um periodo de quarentena onde foram
avaliados, selecionados, pesados e numerados de 01 a 20. Até uma semana anterior a
administracdo do amido os animais permaneceram em piquetes onde recebiam &gua ad
libitum, feno de coast cross e ragdo comercial® duas vezes ao dia na quantidade de 2,5% e 1%
do peso corporal respectivamente e suplementados com 50 gramas de sal mineral® para
equinos. Restando uma semana para o inicio do experimento os animais foram transferidos
para baias e privados do consumo de ragdo, recebendo tratamento contra endoparasitas a base
de ivermectina e pamoato de praziquantel® e contra ecto-parasitas a base de deltametrina*

4.1 Inducéo da laminite

Apos jejum alimentar e hidrico de 12 horas foi feita a sobrecarga pela administragdo
de 20g de amido de milho®/ Kg de peso corporal, diluidos em &gua e administrados por sonda
naso-gastrica, segundo modificagdo do modelo experimental utilizado por Weiss et al. (1998).
Apbs a administragdo do amido, os animais receberam suplemento eletrolitico® (25g/10L de
agua), adicionado diariamente a agua de beber e voltaram a comer feno na quantidade descrita
anteriormente.

4.2 Grupos experimentais

Os animais foram divididos aleatoriamente em quatro grupos experimentais. Apds 36
horas da administracdo do amido comecaram a ser medicados com solucdo salina — 10 ml
(n=5), Ketoprofeno’ - 2,2 mg/Kg (n=5) , Fenilbutazona® - 4,4 mg/Kg (n=5) e Flunixin
Meglumine® - 1,1 mg/Kg (n=5) por via intravenosa a cada 12 horas até 72 horas ap6s a
sobrecarga quando entdo foi feita a biopsia (Tabela 2).

1Nutriage Guabi (15% de proteina)
2Centauro 80 — Guabi, Brasil
3Centurion — Vallée, Brasil
4Butox — Intervet, Brasil
5Milhena — Nutril, Brasil
6Plusvital — Marcolab, Brasil

7 Ketofen — Merial, Brasil

8 Equipalazone — Marcolab, Brasil

9 Flumegan — Marcolab, Brasil
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Tabela 2: Grupos experimentais e dosagens administradas

Grupos n Substancia Doses
GC 5 Solucdo salina 10 ml
GK 5 Ketoprofeno 2.2 mg/Kg
GF 5 Fenilbutazona 4,4 mg/Kg
GFM 5 Flunixin meglumine 1,1 mg/Kg
4.3 Biopsia

Os animais iniciaram um jejum alimentar nas 12 horas anteriores a bidpsia, que foi
executada ap6s 72 horas da administragdo do amido. Os animais foram, sedados com uma
associacdo de acepromazina'® 1% e romifidina'* 1% nas doses de 0,05mg/Kg e 100
mcg/Kg de peso vivo respectivamente.

O local escolhido para bidpsia foi o terco médio da face dorsal da regido dorsal da
muralha dos cascos dos membros toracicos. Os cascos foram previamente adelgacados com
grosa e rineta até que a camada interna flexivel e avascular fosse alcangada. Com o0s animais
contidos em tronco, foi feita anestesia perineural nos nervos palmares, lateral e medial com
lidocaina®® 2%  sem vasoconstritor. Em seguida, foi feita a anti-sepsia do local com
iodopovidona degermante — PVPI e solucdo de &lcool iodado. O membro foi coberto com
compressa cirurgica e elevado em um bloco de madeira protegido por campo cirdrgico.

O material foi coletado utilizando-se um ‘punch’ de bidpsia de 1 cm de diametro na
extremidade cortante, posicionado perpendicularmente sobre a superficie previamente
adelgacada na face dorsal da muralha e fazendo-se movimentos rotativos e basculares
discretos. Procurou-se colher as amostras na mesma localiza¢do em todos os equinos. Apos a
coleta as amostras foram acondicionadas em frascos contendo formol salino tamponado a
10%, até o processamento no laboratorio de histopatologia.

4.4 Técnica de coloragdo de TUNEL

O processamento do material foi efetuado no laboratério de Apoptose do departamento
de Patologia Geral da Universidade Federal de Minas Gerais. O material foi cortado com 6
um de espessura, fixado em laminas carregadas eletrotrostaticamente®® no dia anterior,
ficando incubada em estufa'® a 37 °C com atmosfera controlada (CO2 1,9%) por 12 horas até
0 processamento.

A técnica empregada para coloragéo foi a de TUNEL™ utilizando-se o kit de deteccdo
TdT- FragEL DNA Fragmentation Detection'® . Ao protocolo prescrito pelo fabricante foi
adicionado Triton 0,5%, associado a Proteinase K fornecida no Kit, para intensificar a
permeabilizacdo da membrana celular aos reagentes (FALEIROS, comunicacdo pessoal). De
modo que a coloracdo concentrasse no ndcleo (LABAT-MOLEUR et al., 1998).

10 Acepran — Univet S.A. Industria Veterinaria, Brasil

11 Sedivet — Boehringer Ingelheim Vetmedica S.A., Brasil

12 Lidocaina — Hipolabor, Brasil

13 L&minas silanizadas: ImmunoSlide — 25x75x1mm EasyPath - Erviegas
14 Forma Scientific — CO, Water Jacketed

15 Terminal deoxinucleotidil transferase Uracil-biotin Nick End Labeling
16 Calbiochem
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As laminas foram imersas primeiramente em dois banhos sucessivos de xileno®’
durante 5 minutos. Receberam em seguida dois banhos de etanol absoluto P.A.*®* por 5
minutos cada. Ap6s o ultimo banho de etanol absoluto as laminas foram imersas em
concentragdes decrescentes de etanol (90, 80 e 70% respectivamente) sendo mantidas imersas
em cada banho por 3 minutos, e lavadas com 1X TBS (20mM Tris pH 7.6, 140 mM NaCl)
apos o ultimo banho de etanol.

Em seguida foram instilados sobre cada amostra histologica 30 pl de Triton a 0,5%
incubando-se as laminas por 10 minutos a temperatura ambiente em cdmara Umida. O
material foi entdo coberto com 100 pl de Proteinase K diluida a 1:100 em 10mM de Tris
(1,21g de Tris em 1litro de H20 destilada) com pH 8 e incubadas por 10 minutos. Apds o
periodo de incubacdo com a Proteinase K, a lamina foi lavada com 1X TBS.

A inativacdo da peroxidase enddgena foi obtida cobrindo-se o tecido com 100 pul de
H202 a 3% (30ul de H202 a 30% em 90ul de metanol) incubando-se a temperatura
ambiente por 5 minutos em camera Umida.

A reacdo de equilibrio foi obtida com a aplicagdo de 100 pl do tampao de equilibrio
(5x TdT Equilibration Buffer - 1M de Cacodilato de Sédio, 0,15 M Tris, 1,5 mg/ml BSA,
3,75mM CoClI2 , pH 6.6 ) fornecido pelo fabricante. As laminas foram entdo incubadas a
temperatura ambiente por 10 a 30 minutos. A reagdo de marcacao foi feita utilizando-se uma
mistura de 57.0 pul de TdT Labeling Reaction Mix com 3,0 ul da enzima Terminal
deoxinucleotidil transferase (TdT), ambas fornecidas pelo fabricante. Ap6s o periodo de
incubacdo com 5x TdT Equilibration Buffer o material foi instilado com 60 pl da mistura
descrita acima.

A lamina foi entéo coberta com parafilm® o que permite uma adequada distribuicéo da
mistura do reagente sobre o material e evita que ocorra evaporacdo do reagente durante a
incubacdo, foram mantidas em camara Umida incubadas a 37° C em estufa com atmosfera
controlada com CO2a 1,9 %, por 1,5 horas.

Apos o periodo de incubacéo as Idminas foram lavadas com 1x TBS e recobertas com
100 pl de solucao de 0,5M EDTA , pH 8 (stop buffer) fornecido com o kit, incubadas por 5
minutos e lavadas em seguida com 1x TBS.

A reacdo de deteccdo foi obtida recobrindo-se a amostra com uma solucdo de BSA a
4% em PBS (Blocking Buffer) incubado por 10 minutos. Em seguida o material foi recoberto
com 100 pl de uma solugdo a 1:50 de uma mistura de 50x Conjugate (Solugdo concentrada -
50 x de peroxidase streptavidin diluida em Blocking Buffer) incubando as laminas em camara
umida por 30 minutos. As laminas foram lavadas com 1x TBS retirando o excesso de liquido
da lamina cuidadosamente.

Para a marcagdo com a diaminobenzidina (DAB)?' , o material foi coberto com 100 pl
de uma solu¢do de DAB (20 ul de DAB chromogen em 1 ml de substrato tampao Imidazol-
HCL, pH 7,5 contendo peroxido de hidrogénio e agente anti-bacteriano) aguardando-se 1
minuto e meio com as laminas a temperatura ambiente.

A contra-coloracdo foi feita cobrindo-se as amostras com 100 pl do corante verde de
metila a 0,3 %, e incubando-se as laminas a temperatura ambiente por 3 minutos. Apés a
contra-coloracao as ldminas foram mergulhadas em etanol absoluto e em seguida em xileno.

17 Nuclear — CAQ — Casa da Quimica Ind. e Com. LTDA, Diadema, SP, Brasil
18 Nuclear — CAQ — Casa da Quimica Ind. e Com. LTDA, Diadema, SP, Brasil
19 Peroxido de Hidrogénio a 30% - Synthes, Brasil
20 Parafilm “M” Laboratory Film — American National Can, Greenwich, CT - USA
21 DAB + CHROMOGEN - DAKO North America, Inc., Carpinteria, CA - USA
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O excesso de xileno foi escorrido e as laminas foram montadas com laminulas 24x 40
mm e fixadas com Entelan®.

Previamente outros protocolos foram testados durante a fase de padronizacéo, como o
uso do TBS com 0,3 % de perdxido de hidrogénio, Triton a 0,5% foi usado em algumas
laminas e em outras ndo, variagfes no tempo da proteinase K, no tempo usado para inativacédo
da peroxidase enddgena, na incubagdo com o TdT, no tempo de incubag¢do com o conjugado e
no tempo de acdo do DAB.

4.5 Contagem das células

Os cortes histologicos foram avaliados em microscopia 6tica e as imagens foram
capturadas utilizando-se um microscépio®® com uma camara digital®* de captura de imagens
acoplada e conectada a um computador com um programa® de captura de imagens instalado.
As imagens foram salvas em uma resolucéo de 720 por 480 pixels em um formato bitmap. A
imagem capturada possuia uma 4rea de 23.437,6 um?. Os campos foram salvos pela camara
de captura de imagens utilizando-se objetiva de 40x.

A contagem das células foi feita manualmente utilizando-se um programa®® de
processamento e analise de imagens.

As laminas epidermais primarias foram usadas como referéncia sendo que as
localizadas nas laterais de cada corte histologico foram desprezadas. As laminas epidermais
foram divididas em trés areas: apice, corpo e base. As imagens foram capturadas em ambos 0s
lados das laminas epidermais primarias e numeradas de acordo com a localizacdo em que
foram capturadas. Devido a grande variacdo entre o tamanho dos fragmentos e pela analise
estatistica do indice de dispersao, estabeleceu-se que o nimero de campos pesquisados fosse
limitado a quatro campos para o &pice das LEP, quatro para o corpo e quatro para a base das
LEP, totalizando doze campos por lamina.

O indice apoptdtico corresponde a porcentagem de células apoptéticas em relacdo ao
total de células avaliadas. Segundo a descricdo de Abreu et. al. (2007), dividindo-se 0 nimero
de células apoptéticas pelo nimero de células totais.

Foi utilizado também o calculo do indice apoptético (IA) por area, dividindo-se o
nimero de células apoptéticas por 0,1 mm? modificado de Faleiros et al. (2004) pois foi
encontrada grande variagdo no numero de células totais entre 0os campos, que variaram de 24
a 200 células com uma média de 103 células por campo.

A morfologia celular foi usada como técnica complementar para diferenciar células em
estagios iniciais de morte celular e com alteraces morfolégicas compativeis com apoptose de
outras células com morfologia normal.

As laminas coradas com hematoxilina—eosina provenientes da tese de Fabiola Paes
Leme (2004) foram usadas para avaliacdo do grau das lesdes histoldgicas segundo a descri¢édo
de Pollit (1996) (tabela 3), e treinamento na identificacdo de alteracdes morfoldgicas celulares
ocorridas na apoptose.

Material proveniente de uma bidpsia coletada 8 dias ap6s a inducdo da laminite em um
dos cavalos do grupo controle foi examinada para observagdo das lesdes histoldgicas em um
estdgio mais avancado. O tecido foi corado com hematoxilina-eosina, TUNEL e pelo

22 Entelan - Merck

23 Olympus CH30

24 JVC Digital Color Video Camara — TK-C720U

25 HONESTECH TVR 2.5

26 IMAGE J versdo 1.39u — Rasbhand, W.S., U.S. National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA.
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Tricromio de Gomori. Este material ndo foi incluido na contagem das células de apoptose,
sendo feito apenas a descri¢do das lesdes encontradas.

Os parametros utilizados para identificacdo de uma célula em apoptose foram a
presenca de um nucleo pequeno, redondo e intensamente corados, célula apresentando um
contorno disforme e a formacdo de alo de anoiquia, conforme parametros utilizados no
laboratério de apoptose da UFMG. Células ovais, fracamente coradas e com um pequeno
acumulo de heterocromatina foram consideradas normais. Células basais e supra-basais
normais foram contadas juntas. Queratindcitos foram contados separados. Células basais e
supra-basais apresentando caracteristicas morfoldgicas de necrose foram contadas juntas.
Queratindcitos com morfologia de necrose foram contados separados.

Somente foram contadas células epidermais basais (stratum basale), células supra-
basais (stratum spinosum) e queratinécitos localizados ao longo do eixo queratinizado das
laminas epidermais primarias. Células da derme (fibroblastos, macrofagos, etc.) e células
endoteliais ndo foram contadas.

As extremidades laterais dos cortes, considerando-se que a zona queratinizada
(stratum medium) e a derme profunda séo as regides externas e internas respectivamente,
foram desprezadas das contagens, pois sempre apresentavam células marcadas intensamente.
Também foram desprezadas outras areas que apresentassem um padrdo de marcacdo muito
uniforme.

Tabela 3: Avaliacdo das lesBes histologicas segundo Pollitt, 1996.

Graus Achados histolégicos

1 1. alongamento das laminas epidérmicas secundarias (LES),
2. nucleo das células basais (CB) arredondados e localizados centralmente no
citoplasma.
3. separacdo da membrana basal (MB)
2 1. extremidade das laminas epidermais primarias com aparéncia esticada e
ondulada.
2. auséncia de tecido conectivo entre algumas laminas epidermais secundérias.
. vacualizacao celular, nacleos pequenos e arredondados.
. perda da simetria da anatomia lamelar.
. afunilamento e encolhimento das ldminas epidérmicas primarias,
. necrose celular,
. separacdo das laminas dérmica (LDP) e epidérmica primarias (LEP).
. perda da arquitetura das laminas epiteliais secundarias.
. material amorfo em capilares.
. ncleos de células basais picnéticos
. infiltrado inflamatorio préximo aos vasos.

~NOoO O WNNE B~W
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4.6 Indice de disperso

Foi feita uma avaliacdo inicial da contagem do indice apoptdtico em quatro laminas.
Calculou-se a média e desvio padrdo em 12 campos e verificou-se que a partir de 08 campos
ndo houve variagédo no indice de dispersdo. Adotou-se como critério a contagem de 12 campos

por lamina com uma margem de seguranca de 50% em relagdo ao teste anterior com 8 campos
(Figura 4).

0,15 -
0,14 -
0,13 -
0,12 -
0,11 -
0,1 -
0,09 -
0,08 -
0,07 -
0,06 T T T T T T

Variagao

Contagens

Figura 4: Variacéo dos valores de desvio padréo relativos ao nimero de
células apoptoticas, de acordo com o nimero de campos avaliados.

4.7 Analise Estatistica

Os indices de apoptose no tecido laminar determinado pelo percentual de células
apoptoticas em relacdo ao total de células avaliadas, foram comparados estatisticamente pelo
método de Kruskal-Wallis e teste de Dunn a 5% para compara¢des multiplas pareadas. Na
determinacdo do indice apoptético determinado por campo microscopico, foi empregado o
teste de analise de variancia para um fator, seguido pelo teste de Tukey a 5%.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

As biopsias seqlienciais de cascos foram feitas por Croser e Pollitt (2006) num total de
3 pontos de bidpsia em cada casco e foram bem toleradas pelos cavalos, demonstrando ser um
importante método de avaliacdo do tecido laminar dos equinos.

Nos cortes histoldgicos corados pela técnica de TUNEL, a presenca de células
epiteliais intensamente marcadas, com uma coloragdo marrom escura, era maior nas
extremidades laterais em todos os cortes histolégicos. Uma possivel explicagdo para esta
diferenga na marcagéo das extremidades pode ser devido ao trauma tecidual ocasionado pelo
‘punch’ de bidpsia durante a coleta. O mesmo ocorreu nas regides onde nao havia presenca da
derme profunda, camada entre as laminas epidermais primarias e a terceira falange e nas
células epiteliais basais localizadas na regido do corpo das ldaminas epidermais primarias onde
as ldminas dermais primérias e secundarias estavam ausentes. Estas células apresentavam-se
coradas mais intensamente e com nucleos picnéticos em relacdo a células do corpo das
laminas epidermais priméarias onde havia a presenga das laminas dermais.

Paes Leme (2004) citou que a avaliacdo histopatologica nao foi comprometida por
artefatos causados pela técnica de biopsia, a ndo ser uma ondulagdo das laminas dérmicas e
epidérmicas primarias, apresentando perda da arquitetura das laminas nas amostras com
hemorragia considerada severa. Na avaliacdo histopatoldgica pela técnica de TUNEL, o
trauma ocasionado pela coleta de material e danos infringidos ao tecido biopsiado induziram a
uma incidéncia maior de células com morfologia semelhante a apoptose. Essas areas foram
desprezadas na captura das imagens.

Os cortes histolégicos apresentaram significativa variacdo no padrdo de coloragao
(marcacdo). Esta variacdo ocorreu em outros tecidos corados pela técnica de TUNEL
(Vasconcelos, A.C. comunicagdo pessoal, 2008 ; LABAT-MOLEUR et al., 1998). Variagdes
de coloragdes entre fragmentos cortados do mesmo bloco, fixados na mesma lamina e corados
ao mesmo tempo com o0 mesmo protocolo foram comuns. Um corte poderia estar fracamente
marcado enquanto que o outro poderia apresentar um padrdo de marcacdo das células mais
intenso.

Em alguns protocolos na fase de testes ndo houve marcacdo, ficando o tecido
praticamente transparente e incolor, isto aconteceu principalmente quando nédo foi usado o
Triton. Estes protocolos foram desprezados. Embora tenha sido descrito um pequeno ganho
na especificidade da marcacdo e um aumento na porcentagem de células marcadas com
aparéncia ndo-apoptoticas com o uso do Triton a 0,1%, sua utilizacdo justifica-se pelo
favorecimento na coloracdo do citoplasma das células apopt6ticas e pela inibicdo da formacao
da coloracgdo de fundo (LABAT-MOLEUR et al., 1998).

A coloragdo de fundo (background) ndo foi um problema significativo, tendo
aparecido somente em poucas laminas e geralmente localizado em uma pequena area do corte
histoldgico, provavelmente devido ao uso do Triton.

N&o houve especificidade na marcacdo pelo método de TUNEL. Todas as celulas
foram marcadas com tonalidades diferentes de marrom. Células com morfologia normal
ficaram fracamente coradas de marrom claro enquanto que células em estagio final de morte
celular apresentaram uma coloragdo marrom escura, quase negra. Ndo houve dificuldade na
diferenciacdo destas células.

Células que estavam em diferentes estagios de morte celular apresentaram diferentes
tonalidades de cor marrom. A diferenciacdo entre uma célula normal e uma célula em um
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estagio inicial de morte celular foi feita pelas alteracdes morfoldgicas tipicas da apoptose ja
descritas anteriormente.

A técnica de TUNEL permite a identificacdo das alteracbes morfoldgicas celulares
compativeis com a apoptose que sdo vistas nas laminas coradas com hematoxilina-eosina.
Apesar da auséncia de marcacdo especifica do TUNEL, esta técnica facilitou a identificacdo
das células em diferentes estagios de morte celular auxiliada pela fraca coloragdo dos tecidos
circundantes corados pelo verde de metila.

A técnica de TUNEL apresenta limitacGes de sensibilidade e especificidade (LABAT-
MOLEUR et al., 1998). Quando foi testada em células morrendo por diferentes tipos de morte
celular ndo apresentou especificidade e foi questionada, ndo sendo possivel a diferenciacdo da
apoptose, necrose e autélise apenas pela técnica de TUNEL (GRASL-KRAUPP et al., 1995),
0 que sinalizou a necessidade de um segundo procedimento analitico para confirmagdo da
apoptose.

A inibicdo da peroxidase enddgena foi feita com o uso do peroxido de hidrogénio
conforme a recomendacédo do fabricante. Porém, este procedimento foi questionado ja que o
peroxido de hidrogénio enfraquece a atividade da enzima TdT (MIGHELI et al., 1995 Apud
LABAT-MOLEUR et al. 1998) e induz a quebra do DNA (WIJSMAN et al., 1993 Apud
LABAT-MOLEUR et al., 1998), sendo possivel obter uma coloracdo de TUNEL sem o seu
uso (LABAT-MOLEUR et al., 1998). Porém ele é necessario para a inativacdo da peroxidase
endogena (GRAVIELY et al., 1992) e seu uso estava indicado no protocolo do kit.
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Figura 5: Foto do tecido lamelar corado pela técnica de TUNEL, mostrando parte da
extremidade da lamina epidermal primaria (LEP) e laminas epidermais secundarias
(LES). Algumas ceélulas basais e supra-basais em processo de morte celular estédo
sinalizadas com setas pretas, apresentam colora¢éo mais escura, diminui¢do do volume
celular e anoiquia. Um queratindcito com morfologia de apoptose esta sinalizado com
uma cabeca de seta preta. Algumas células com aspecto normal estdo sinalizadas com
setas brancas. Grupo GK. Aumento 40x.
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Figura 6: Foto do tecido lamelar corado pela técnica de TUNEL, mostrando um
segmento da lamina epidermal primaria (LEP) e laminas epidermais secundarias.
Algumas células com morfologia de apoptose estdo marcadas com setas negras.
Algumas células com morfologia normal estdo marcadas com setas brancas. Grupo

GC. Aumento 40x.
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5.1 Histopatologia.

No tecido epidermal lamelar apresentando grau 3 de lesdo histolégica (POLLIT,
1996) proveniente de biopsia de um dos cavalos do grupo controle com oito dias de laminite
sdo observadas retragcBes das extremidades de algumas Iaminas dermais primarias. Nestes
locais, as laminas epidermais secundarias apresentavam-se afuniladas, com poucas células
com nucleos alongados e picnoticos (figura 7), lesbes semelhantes as descritas por Elfalck et
al. (1992) e Croser e Pollitt (2006). As laminas epidermais secundarias observadas na
coloragdo por hematoxilina-eosina apresentavam coloragdo vermelha intensa, diferente da
coloracdo das laminas epidermais secundarias onde a arquitetura normal do tecido foi mais
bem preservada e a morfologia celular apresentava poucas alteragdes. Nestes locais a lamina
dermal secundaria apresentava uma coloracdo rosea. No tecido corado pela hematoxilina-
eosina 0 eixo queratinizado das laminas epidermais primarias apresentava uma coloracao
vermelha alaranjada.

O mesmo corte histolégico examinado pelo tricrdbmio de Gomori apresentava as
laminas epidermais secundarias afiladas na base das laminas epidermais primarias com uma
coloracdo vermelha intensa, semelhante a cor apresentada pelo eixo queratinizado das laminas
epidermais primarias. Tal imagem sugere que neste local as laminas epidermais secundarias
sofreram um processo de cornificagdo (figura 8). O nlcleo das células basais ou suprabasais
permanecem Visiveis como estruturas alongadas e basofilicas no tecido corado com
hematoxilina-eosina e no tricrdmio. Estas alteracGes eram mais proeminentes nas regioes
onde havia auséncia de tecido conectivo entre as laminas epidermais secundarias.

A auséncia do tecido conectivo é facilmente visualizada com o uso de um corante
tricromio. Croser e Pollitt (2006) obtiveram resultado semelhante com o uso do tricrémio de
Mason.

As imagens do tecido lamelar apresentando grau 3 de lesdo (POLLITT, 1996) em um
animal com laminite crénica com oito dias de duracdo, sugerem que as células epidermais
basais e suprabasais presentes nas laminas epidermais secundarias afuniladas da base das
laminas epidermais primarias ndo sofreram apoptose, e sim cornificacdo, um processo de
morte celular comum ao tecido epitelial. Na apoptose ocorre remocao dos restos celulares por
células vizinhas. O objetivo da cornificacdo € preservar a integridade estrutural do
citoesqueleto de queratina e da estrutura epidermal (LIPPENS et al., 2005).
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Figura 7: Tecido lamelar corado pelo HE demonstrando o afunilamento das laminas
epidermais secundarias ja em avancado estagio de cornificacdo. As laminas epidermais
secundarias (seta branca) estdo coradas em um tom de vermelho mais intenso do que o
eixo queratinizado das laminas epidermais primarias (LEP). O tecido conectivo (seta
preta) representado pela lamina dermal priméria e laminas dermais secundarias estdo
corados em uma tonalidade résea. O nucleo das células basais e suprabasais aparecem
corados em uma tonalidade azulada (cabeca de seta branca). Aumento 25x.
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Figura 8: Tecido lamelar corado pelo Tricromio de Gomori demonstrando o
afunilamento das laminas epidermais secundarias (seta branca) ja em avancado
estagio de cornificacdo. As laminas epidermais secundarias estdo coradas em
vermelho intenso, semelhante a coloracdo do eixo queratinizado das laminas
epidermais primarias (LEP). O tecido conectivo representado pela lamina dermal
primaria e laminas dermais secundarias estdo corados em verde (seta preta).

Aumento 25x.
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A queratinizacdo ocorre fisiologicamente nas células centrais das laminas epidermais
secundarias, que sdo parcialmente queratinizadas (STUMP, 1967; LEACH ; OLIPHANT,
1983; BUDRAS et al., 1989), sem ocasionar rigidez (GROSENBAUGH et al., 1999). Mas
uma queratinizagdo progressiva das células basais como ocorre nas laminas epidermais
primarias ndo ocorre em cascos normais (LEACH ; OLIPHANT, 1983), ocorrendo nas
laminas epidermais secundarias em uma intensidade maior na doenca hepatica, septicemia e
laminite crénica (ROBERTS et al.,1980). O objetivo da descricdo das laminas coradas pelo
tricrbmio de Gomori e pela hematoxilina-eosina foi demonstrar que em estagios mais
avancados de laminite, outro tipo de morte celular, a cornificacdo, pode ocorrer na regido da
base das laminas epidermais. Regido onde as lesbes sdo mais intensas em cavalos com
laminite crénica (ELFALCK et al., 1992).

5.2 Indice apoptotico em animais tratados com anti-inflamatdrios

N&o houve diferenca significativa no indice apoptotico das células basais e suprabasais
e entre 0s queratindcitos entre os diferentes grupos (tabelas 4 e 5). O indice foi calculado
dividindo-se a quantidade de células com morfologia de apoptose pelo nimero de células
totais e multiplicado por 100 (ABREU et al., 2004) tanto das células basais e suprabasais
(figura 9) quanto dos queratinocitos (figura 10 ).

O célculo do indice apoptdtico por area, modificado de Faleiros et al. (2004) também
n&o demonstrou diferenca significativa entre os diferentes tratamentos empregados (tabela 6).

Com relacdo ao indice de necrose, também ndo houve uma diferenca estatisticamente
significativa, embora o grupo que recebeu fenilbutazona tenha apresentado um resultado
relativamente maior em relacdo aos outros grupos (figura 11).

Tabela 4: Valores médios do indice apoptético de células epidermais lamelares (basais e
suprabasais) de equinos com laminite induzida por sobrecarga de carboidratos (amido)
e tratados com anti-inflamatdrios néo esteroidais (Ketoprofeno, Fenilbutazona, Flunixin
Meglumine e Grupo Controle)

Grupos GK GF GFM GC
Média 0,550 0,526 0,546 0,582
Desvio Padrédo 0,097 0,164 0,190 0,168
Valor P= 0,942
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Indice Apoptotico x 100 de Celulas Lamelares Basais
1A x100

79

| |

59

439

Ketoprof. Fenilbut. Flunexin Controle

Figura 9: Valores médios e erro padrao do indice apoptdtico de células basais e
suprabasais por campo de tecido lamelar de equinos com laminite induzida por
sobrecarga de carboidratos (amido) e tratados com anti-inflamatorios néo
esteroidais ( GC - grupo controle; GF — grupo fenilbutazona; GFM- grupo
flunixin meglumine; GK- grupo ketroprofeno)
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Tabela 5: Valores médios do indice apoptotico de células epidermais lamelares
(queratindcitos) de equinos com laminite induzida por sobrecarga de carboidratos
(amido) e tratados com anti-inflamatorios néo esteroidais (Ketoprofeno, Fenilbutazona,
Flunixin Meglumine e Grupo Controle)

Grupos GK GF GFM GC
Média 0,602 0,688 0,682 0,664
Desvio Padréo 0,13 0,20 0,23 0,20
Valor P= 0,875

Tabela 6: Indice de apoptose de células basais e suprabasais /0,1 mm?

GK GF GFM GC
2.10 1.34 1.47 2.53
2.55 1.18 2.87 2.89
247 2.33 2.51 2.52
2.05 2.66 3.76 4.36
2.47 2.31 2.05 1.75
Media 2,328 1,964 2,532 2,810

Valor P=0,3508
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Indice Apoptotico x 100 de Queratinocitos
1AQ x 100
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Figura 10: Valores médios e erro padao do indice apoptdtico de queratindcitos (1AQ) no
tecido lamelar de equinos com laminite induzida por sobrecarga de carboidratos
(amido) e tratados com anti-inflamatorios ndo esteroidais ( GC — grupo controle; GF —
grupo fenilbutazona; GFM- grupo flunixin meglumine; GK- grupo ketroprofeno)
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Indice de Necrose x 100 de Celulas Lamelares Basais
IN x 100
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Figura 11: Valores médios e erro padao do indice de necrose (IN) de células basais e
suprabasais de tecido lamelar de equinos com laminite induzida por sobrecarga de
carboidratos (amido) e tratados com anti-inflamatérios ndo esteroidais (GC — grupo
controle; GF — grupo fenilbutazona; GFM- grupo flunixin meglumine; GK- grupo
ketroprofeno)
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Citocinas pro-inflamatdrias e interleucinas sdo sintetizadas rapidamente ap0s
exposicdo de fagdcitos mononucleares e neutréfilos as endotoxinas (BRYANT ; MOORE,
2008), produzindo uma migracdo de leucécitos e uma ativacdo endotelial no tecido lamelar
(BELKNAP, 2009). Consegue-se atenuar os efeitos da endotoxemia quando os anti-
inflamatdrios sdo administrados antes de uma dose subletal de endotoxinas (MOORE et al.
1986). Neste experimento 0s animais apresentaram sinais clinicos de endotoxemia por 12 a 24
horas antes de comecarem a ser medicados (PAES LEME, 2004).

No presente trabalho, as biopsias foram feitas apds 72 horas da administracdo de
carboidratos. Entre 12 e 36 horas apds a administracdo do carboidratos 75% dos cavalos ja
apresentavam claudicacdo e com 72 horas todos ja estavam na fase aguda da laminite (PAES
LEME, 2004).

A fase prodromica da laminite apds a ingestdo excessiva de carboidratos varia de 20 a
72 horas, com uma média de 40 horas (VAN EPS et al.,, 2004). Durante a fase de
desenvolvimento ja estdo ocorrendo alteracBes patologicas. No modelo de indugdo de laminite
por sobrecarga de oligofrutose, alteragdes histologicas ja sdo detectadas ap6s 12 horas
(CROSER ; POLLITT, 2006) e com 48 horas ap6s a sobrecarga de carboidratos (SAMPAIO
etal., 2004).

Os tratamentos com anti-inflamatorios iniciaram ap6s 36 horas da sobrecarga de
carboidratos. Os animais receberam apenas trés doses de anti-inflamatorios entre o inicio do
tratamento e a bidpsia (PAES LEME, 2004), porém receberam altas doses em 24 horas
(BLIKSLAGER, 2009). Quando comecaram a ser medicados as alteracBes histoldgicas
provavelmente ja estavam ocorrendo em ao menos 75% dos cavalos e a administragdo dos
anti-inflamatorios ndo foi capaz de influenciar significativamente no indice apoptotico, como
também ndo foi capaz de evitar as alteracGes histoldgicas citadas por Paes Leme (2004) onde
90% dos cavalos apresentaram lesdes histoldgicas de moderada a extensa segundo
classificacéo histoldgica de Pollitt (1996).

Neste estudo, a auséncia de diferengas significativas entre os grupos de animais
tratados em relacdo ao grupo controle, ndo nos permitiu identificar se o uso de anti-
inflamatorios poderia induzir apoptose, se realmente sdo indiferentes ou se seriam capazes de
reduzir a apoptose. Porém podemos considerar algumas hipoteses.

Segundo Faleiros et al. (2004) cavalos com laminite cronica adquirida naturalmente
com duracdo igual ou maior que uma semana tinham um indice de apoptose
significativamente menor do que os animais com laminite aguda adquirida naturalmente e ndo
se diferenciavam estatisticamente dos grupos com laminite induzida por extrato de noz negra
(Juglans nigra), por carboidratos, e do grupo controle.

A hipdtese proposta por Faleiros et al. (2004) para a baixa incidéncia de apoptose em
animais com laminite induzida por sobrecarga de carboidratos ou extrato de noz negra
(Juglans nigra) foi o curto espaco de tempo entre a sobrecarga e o sacrificio dos animais,
cerca de 10 a 18 horas. Tempo considerado curto para que se complete 0 processo apoptoético
em células epidérmicas (TERAKI ; SHIOHARA, 1999).

Considerando que animais com laminite cronica adquirida naturalmente
provavelmente foram medicados com anti-inflamatérios, entdo uma possivel acdo dos anti-
inflamatdrios ndo esteroidais no tecido lamelar seria uma diminuicdo da apoptose.

Um processo inflamatério induz a apoptose em células epiteliais humana pela acdo do
TNF-o (BANNO et al., 2004), através da via extrinseca da apoptose (JEONG ; SEOL, 2008;
BAO e SHI, 2007). E crivel supor que um processo inflamatério agudo no tecido lamelar
(BELKNAP, 2009), capaz de induzir a um aumento significativamente maior no indice
apoptético (FALEIROS et al., 2004), responderia a a¢do de anti-inflamatorios com uma
diminuicdo na incidéncia de apoptose.
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Os efeitos dos anti-inflamatorios ndo esteroidais sobre diferentes tipos celulares sao
conflitantes, podendo induzir a apoptose (ZHOU et al., 2001; BROWN et al., 2001; ELDER ;
PARASKEVA, 1999) inibir a apoptose ao inibir a liberacdo de citocinas e quimiocinas
(TRIPATHY ; GRAMMAS, 2009) ou pela inibicdo direta da caspase -3 e outras moléculas
pré-apoptoticas (YOON et al. 2003), ou serem indiferentes como a fenilbutazona em cultura
de fibroblastos de embrides de galinha (LU et al., 1995). A inibicdo da apoptose no tecido
lamelar poderia ocorrer tanto pela inibicdo da producdo de citocinas e quimiocinas
(TRIPATHY ; GRAMMAS, 2009) quanto pela a¢do direta na cascata apoptdtica (YOON et
al., 2003) ou por algum outro mecanismo. No trabalho de YOON et al. (2003) o bloqueio do
mecanismo apoptotico foi obtido pelo pré-tratamento do tecido com anti-inflamatérios, o que
da suporte ao conceito de tratamento preventivo para animais sob risco de desenvolvimento
da laminite (STASHAK, 2002).

A apotose foi primeiramente descrita como uma morte celular programada, ocorrendo
em varios tecidos onde a morte celular era conseqiiéncia de um fendmeno fisiologico
(COLLINS et al.,1994). A inducdo da apoptose é desejavel no tratamento de tumores (ZHOU
etal., 2001; BROWN et al., 2001; ELDER; PARASKEVA, 1999), porém uma alta incidéncia
torna-se prejudicial e esta relacionada com lesbes degenerativas neuroldgicas (TRIPATHY ;
GRAMMAS, 2009), artrose (YOON et al., 2003) e laminite (FALEIROS et al., 2004).

Outra consideracdo a ser feita € com relacdo aos grupos controles. No trabalho de
Faleiros et al. (2004) o grupo controle era formado por animais sem sinais e sintomas de
laminite, por isso a grande diferenca estatistica encontrada entre este grupo e o grupo com
laminite aguda adquirida naturalmente. No presente trabalho ndo houve diferengas
significativas entre os diferentes grupos porque a laminite também foi induzida no grupo
controle e o tratamento com anti-inflamatdrios ndo esteroidais foi feito por um curto periodo
de tempo (PAES LEME, 2004).

Em relagdo ao tecido lamelar, uma maior incidéncia de apoptose poderia estar
implicada no aumento das lesGes. Uma lamina epidermal secundaria possui uma Unica
camada de células epidermais basais na borda externa (LEACH ; OLIPHANT, 1983; STUMP,
1967) que estdo fixadas na membrana basal (POLLIT, 1996). O aumento da incidéncia de
apoptose nesta camada de células poderia provocar um maior destacamento da membrana
basal e consequentemente o afastamento das laminas epidermais e dermais, produzindo
maiores danos ao tecido. Um aumento da necrose poderia também ser uma das consequiéncias
ja que frequentemente a necrose é precedida pela apoptose (ZHIVOTOVSKY, 2004;
PROSKURYAKOV et al., 2003).

No presente trabalho os animais comecaram a ser medicados com 36 horas apos a
sobrecarga de carboidratos quando 75% dos animais ja apresentavam manqueira (PAES
LEME, 2004), modelo que se aproxima bastante da realidade que acontece na rotina clinica
onde os proprietarios sé reconhecem o problema quando os animais atingem o grau 3 de Obel
de laminite (BAXTER, 1992).

Estudos posteriores, em que os anti-inflamatérios pudessem ser aplicados em
diferentes momentos do processo de laminite poderiam esclarecer muitas das questdes que se
colocam no momento.
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6 CONCLUSAO

Os anti-inflamatorios empregados, quando aplicados apds a fase prodrémica nao
influenciam significativamente os indices apoptéticos ou indices de necrose das laminas
epidermais dos cascos de equinos.
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