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AVALIACAO DA INTEGRIDADE DOS TECIDOS DERMICO E EPID ERMICO DO
CASCO DE EQUINOS COLHIDOS PELO ACESSO TRANS-MURAL D ORSAL.

RESUMO - Objetivou-se avaliar a integridade dos tecidos dérmico e epidérmico
do casco colhidos pelo acesso trans-mural dorsal. Oito equinos adultos higidos foram
submetidos a duas biépsias no casco do membro toracico direito, com intervalo de 24
horas. Previamente, como controle de higidez, realizou-se exame radiografico da
porcéo distal do membro nas posi¢cdes dorsopalmar e lateromedial. Os animais foram
sedados e o tecido podal foi colhido em dois sitios, 2,5 cm distais a borda coronaria. A
perfuracdo da parede do casco foi realizada com pedra de esmerilar de Oxido de
aluminio de 4,8 mm de didmetro, acoplada a micro retifica. Ao atingir o extrato médio, a
perfuracdo foi mais lenta até detectar-se o amolecimento da parede mediante presséo
aplicada com uma pin¢ca hemostéatica Halsted, deixando-se um milimetro de extrato
meédio. Obteve-se entdo uma superficie lisa com aproximadamente um centimetro de
didametro. Cortes laterais profundos das laminas até alcancar a falange distal foram
realizados com uso de lamina de bisturi n° 11. Posteriormente, a amostra de tecido
laminar foi removida com o auxilio de um esculpidor Frahm. O fragmento de tecido
podal obtido apresentava a forma cubdide com a base medindo aproximadamente cinco
milimetros e os lados sete milimetros. A técnica de biopsia desenvolvida neste trabalho
permitiu a obtencdo de amostras de tecidos laminares, 0s quais permitiram a realizagao
de andlises histologicas e de microscopia eletrdnica de transmissédo, que revelou

integridade das estruturas e ultra-estruturas analisadas.

Palavras chave: Biopsia podal, casco, histologia, podologia equina



EVALUATION OF THE INTEGRITY OF DERMAL AND EPIDERMAL TISSUES FROM
EQUINE HOOF WALL COLLECTED BY DORSAL TRANS-MURAL AC CESS.

ABSTRACT - The purpose of this study was to evaluate the integrity of dermal
and epidermal tissues collected by dorsal trans-mural access. Eight healthy horses were
submitted to two biopsies of the right hoof wall within 24 hours interval. To ensure hoof
integrity, radiographic evaluation of dorsopalmar and lateromedial positions was
performed. After sedation, laminar tissue was collected at five centimeters distal to the
coronary band. The hoof wall was perforated using a 4.8 mm diameter aluminum oxide
drill connected to a drilling machine. The perforation was performed slowly in the stratum
medium, leaving 1 mm of stratum medium remained, as determined by evaluation of
movement in response to pressure applied with a Halstead forceps. A 1 cm diameter flat
surface was obtained. Laminar deep incisions until reaching the distal phalanx were
performed with a scapel blade and the laminar tissue was removed by use of a Frahm
scaler. The samples collected by this biopsy technique showed a cuboidal shape with
the base measuring approximately five millimeters by seven millimeters. The biopsy
technique developed in this work resulted in laminar tissue samples which, due to their
quality, allowed the histological analysis and transmission electron microscopy, showing

the integrity of the analysed structures and ultra-structures of hoof laminae.

Key words: Hoof, podal biopsy, histology, equine podology.



I. INTRODUCAO

Os cascos dos equinos constituem uma estrutura complexa e peculiar
desenvolvida tanto para a sustentacdo do peso do individuo, que se multiplica quando
este atinge velocidades elevadas, como para a sobrevivéncia em ambientes hostis,
nestes a abrasividade do solo pode causar desgaste excessivo do tecido corneo
enquanto por outro lado, a grande variabilidade de temperaturas pode congelar ou
cauterizar os tecidos internos. A natureza dotou os cascos dos equinos de grande
capacidade termorregulatéria, permitindo-lhes viver em ambientes cujas temperaturas
podem variar de -50C a +50<C.

Outro aspecto interessante dos cascos dos equinos € a grande capacidade de
amortecimento e antivibracdo que lhe confere o conjunto constituido pela ranilha, o
tecido fibrocartilaginoso e os vasos sanguineos. Durante o galope, o peso exercido pela
coluna de ossos do membro sobre o casco pode chegar a uma tonelada. Nesta
condicdo, o sangue presente na porcado dorsal é desviado para as fibrocartilagens
dilatando os vasos ali presentes, 0s quais passam a atuar como amortecedores,
semelhante ao que ocorre nos amortecedores de ténis modernos.

Em que pese estas caracteristicas morfologicas e funcionais impares, 0s cascos
dos cavalos estdo sujeitos a inumeras afeccbes entre as quais se destaca a
degeneracao do tecido laminar, conhecida como laminite. Esta afec¢do tem motivado a
realizacdo de trabalhos cientificos na busca de explicacbes que esclarecam a sua
patogenia. Embora inumeras hipoteses tenham sido propostas, nenhuma foi
suficientemente adequada para esclarecer a causa real desta afeccdo. Entretanto,
muito se avangou neste caminho, reconhecendo-se que, independentemente do fator
causal, as alteragbes possuem aspecto temporal, ou seja, os achados histopatologicos
estdo estreitamente relacionados ao tempo de evolucdo do processo. Constituindo um
grande empecilho a estes estudos, a dificuldade de se abordar os tecidos dérmico e
epidérmico a medida que o processo evolui e impedindo a caracterizacdo das

alteracdes tanto na fase prodrdomica ou de desenvolvimento como na fase clinica.



Diante disto passou-se a considerar a alternativa de realizacdo de bidpsias do
casco pelo acesso trans-mural. Algumas poucas tentativas de realizagdo desta técnica

foram efetuadas, porém a aceitacdo destas técnicas ainda sdo questionadas.



ll. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Estrutura do digito equino

Dentre as inimeras peculiaridades que caracterizam a evolu¢do da familia dos
equideos se destaca a evolucéo dos digitos. Estes animais apresentam o digito, envolto
em casco queratinizado extremamente resistente na extremidade distal de membros
relativamente leves. Tais caracteristicas contribuiram para a velocidade e versatilidade
dos equideos (POLLITT, 2004a), e estdo diretamente associadas a sua utilizacdo pela
espécie humana, tanto que, mesmo apés milhares de anos de domesticacédo, uma frase
de efeito diz “Sem casco, sem cavalo” (“No foot, no horse”), devido aos muitos
mecanismos reguladores que controlam o crescimento e a fungdo desta importante
estrutura (MISHRA & LEACH, 1983).

Um estojo cOrneo resistente protege as estruturas mais vulneraveis e sensiveis
presentes em seu interior, 0 que permite ao cavalo galopar em terreno seco e rochoso,
porém, essa movimentacdo pode falhar caso ocorra imobilidade e incapacitacdo das
conexdes do casco com 0 0ssO (os tecidos lamelares de fixacdo da falange distal)
(POLLITT, 2004a).

A parede do casco ou muralha é composta de trés camadas dispostas de fora
para dentro, a saber, estrato externo, estrato medio e estrato interno. O estrato externo
€ a espessa camada cornea superficial que se estende na direcéo distal do perioplo
(STASHAK, 2006). O estrato medio é a camada mais espessa das trés e se caracteriza
pela sua estrutura tubular. E o principal suporte de carga e serve para transferéncia da
forca de reacdo do solo para o esqueleto equino. O desenho anatémico Ihe confere
resisténcia durante a locomog¢ao normal, apenas um décimo da for¢ca de compressao
para causar sua falha é exercida. A queratina presente no estojo cérneo € a principal
proteina estrutural da epiderme e também esta presente na pele, pelos, chifres e

garras. Esta queratina pode ser agrupada de duas formas: dura, rica em pontes



dissulfeto apresentando grande forga fisica; e a mole, rica em grupos sulfidrila e pobre
em pontes dissulfeto, possuindo menor resisténcia. O perioplo, a ranilha e a linha
branca do casco, sdo formados pela queratina de menor resisténcia, ao contrario do
gue ocorre na parede e sola do casco (POLLITT, 2004a).

O estrato interno é formado por laminas epidérmicas que se interdigitam com as
laminas dérmicas constituindo o cério laminar. Na regido mais interna esta localizado o
tecido conjuntivo denso e colagenoso, altamente vascularizado e inervado, denominado
coério coronario (derme) (STASHAK, 2006), que recobre o periésteo da falange distal e
esta fortemente interligado com as laminas epidérmicas (CELESTE & SZOKE, 2005)

Os o0ssos presentes no casco equino sao as falanges media e distal e o
sesamoide distal (navicular), formando a articulacdo interfalangeana distal. A
estabilidade desta articulagdo é mantida por dois ligamentos colaterais curtos, o
ligamento sesamoide colateral, o ligamento sesamodide distal impar e a céapsula
articular. Bolsas sinoviais da capsula articular estdo presentes no aspecto palmar e/ou
plantar da articulagdo dorsal e abaxial ao tendao flexor digital profundo e axial as
cartilagens colaterais da falange distal (CELESTE & SZOKE, 2005). Estas cartilagens
ungueais possuem a forma de um losango e sédo constituidas de cartilagem hialina
(PARKS, 2006). Segundo BOWKER (2003), estas cartilagens contém principalmente
cartilagem hialina, mas em muitos cavalos de quatro a cinco anos de idade, a borda
medial da cartilagem desenvolve fibrocartilagem. Esses feixes brancos de tecido fibroso
e fibrocartilaginoso das cartilagens ungueais sao facilmente discerniveis em torno do
tecido elastico amarelado, de tecido adiposo e de fibras coldgenas que formam o coxim

digital.

2.2 Crescimento da parede do casco

Os cascos dos equinos se desgastam naturalmente na superficie do solo. Para
compensar este desgaste, a parede do casco cresce continuamente ao longo da vida
(POLLITT, 2004a). O processo regenerativo se da no estrato médio, composto de

tibulos que crescem a partir do estrato germinativo presente na epiderme coronaria.



Nestes tubulos as células das laminas epidérmicas primarias se queratinizam
progressivamente a medida que se movem no sentido distal. O lento crescimento distal
da parede do casco (10 mm/més) é resultado da diferenca entre as laminas
epidérmicas primarias e secundarias do estrato interno, pois ao contrario das células
das laminas epidérmicas primarias que se queratinizam enquanto se movem nos
tubulos, as células basais das lamelas secundarias sdo mais aderentes as laminas
dérmicas e ndo se queratinizam (CELESTE & SZOKE, 2005).

O crescimento do casco também ocorre da mesma forma (mitose) nas laminas
epidérmicas primarias da regido proximal do casco, porém, ndao ha evidéncias
convincentes de que o crescimento ocorra na por¢ao mais distal (POLLITT, 2004a).
Segundo DARADKA & POLLITT (2004) os movimentos da regido lamelar podem
ocorrer seja pela proliferacdo das células seja por processos enzimaticos baseados na
remodelacdo. Estes autores visualizaram que a proliferacdo na regido proximal é 20
vezes maior que a da porcao distal, e que a remodelacdo dentro da parede do casco
apos o término da fixacdo a falange distal, ndo exige a proliferacdo das células
epidérmicas.

Segundo WOESSNER (1991), a remodelacdo da epiderme e da matriz
extracelular se deve a liberacdo controlada promovida pela ativacdo de
metaloproteinases (MMPs). Estas enzimas sdo responsaveis pela degradacdo de
componentes da matriz extracelular formada de coldgeno e proteoglicanos, e sendo
inibidas subsequentemente por inibidores teciduais de metaloproteinases (TIMPS). As
MMPs sdo secretadas na forma inativa de pro-enzimas, e que ao serem ativadas,
possuem como substratos conhecidos os colagenos do tipo IV e VII e a glicoproteina
laminina-1 (POLLITT, 2004a). Adicionalmente, a laminina-5 (principal componente de
ancoragem da membrana basal [MB]) também é clivada pelas MMPs. Além de possuir
0s componentes moleculares da MB como substratos, as MMPs também atuam sobre
componentes moleculares de desmossomos e hemidesmossomos, 0 que permite as
células epidérmicas e a membrana basal estarem constantemente respondendo ao

estresse e as tensdes de crescimento e de locomogdo (WOESSNER,1991).



2.3 Suprimento sanguineo digital

As caracteristicas das artérias extrinsecas e intrinsecas do casco foram descritas
por muitos investigadores, mas Gurlt foi o primeiro a descrever a drenagem venosa
extrinseca do casco do cavalo (MISHRA & LEACH, 1983).

As artérias medial e lateral digital surgem por divisdo da artéria palmar medial
(artéria digital comum) entre o ligamento suspensorio e o tendéo flexor digital profundo
e se introduzem no digito na altura da superficie abaxial dos o0ssos sesamoides
proximais do boleto. Na falange proximal cada artéria digital da origem a um ramo
circunflexo que se une com o ramo da artéria do lado oposto, formando um circulo
arterial ao redor do osso. Ao nivel da articulacdo interfalangeana proximal, as artérias
digitais enviam grandes ramos para os taldes, que abastecem o coxim digital, a ranilha,
0 corio lamelar dos taldes e das barras e o perioplo e o coério coronario palmar. Na
metade da falange medial, cada artéria digital se ramifica novamente e forma outra
artéria que é mais profunda que as cartilagens e os tenddes extensores, e se conecta
com a artéria do lado oposto, para formar uma artéria circular ao redor da falange media
e da borda coronéria. Esta artéria coronaria circunflexa irriga o tendao extensor digital, a
articulagéo interfalangiana distal e fornece varios ramos ao coério coronario e lamelar do
dedo (POLLITT, 2004a).

Préximo ao o0sso navicular cada artéria digital emite um ramo dorsal que
atravessa o forame no processo palmar da falange distal e, desloca-se no sulco parietal
na superficie dorsal da falange distal, suprindo o corio lamelar dos talbes e
anastomoses com a parte palmar da artéria circunflexa da sola (POLLITT, 2004a).

Tanto o ramo medial como o lateral da artéria digital surgem nas bordas proximal
e distal do osso sesamoide distal (navicular). Os ramos se anastomosam com 0sS outros
e formam ligacdes diretas entre artérias digitais medial e lateral acima e abaixo do osso
sesamoide distal. A artéria proximal se desloca no ligamento suspensor do 0sso
sesamoide distal e seus ramos entram na borda proximal do osso através do forame

vascular. Ao longo da extremidade distal de uma rede anastomatica arterial desloca-se



no ligamento distal interésseo e seus ramos bifurcam e entram no 0sso sesamoide
distal atraves de finos forames vasculares (POLLITT, 2004a).

A porcéo terminal da artéria digital entra no canal solear da falange distal através
do unico forame pareado e une-se com a artéria do lado oposto para formar o arco
terminal disposto profundamente, dentro do osso. Ramos do arco terminal irradiam para
o exterior através de forames na superficie dorsal da falange distal e fornecem
suprimento de sangue ao cério lamelar e, ainda, formam a artéria circunflexa,
responsavel pelo suprimento sanguineo do corio solear (POLLITT, 2004a).

A disposicao anatomica de muitos vasos facilita a troca de calor, melhorando a
eficiéncia termorregulatoria e possibilitando aos equinos sobreviver por meses ou anos
tanto na neve quanto nos desertos torridos (POLLITT, 2004a).

No digito do equino ha trés plexos venosos, o plexo venoso dorsal situa-se na
regido profunda da derme lamelar, o plexo venoso palmar ou plantar que se localiza na
por¢cdo mais profunda da derme e superficie interna axial das cartilagens da falange
distal e o plexo coronério, que se encontra no coxim coronario e abrange o tendao
extensor digital e a superficie externa abaxial da cartilagem da falange distal. Estes trés
plexos séo drenados pelas veias digitais lateral e medial (POLLITT, 2004a).

As anastomoses arteriovenosas (AVAs) sdo componentes importantes da
microcirculacdo da derme do digito equino. As AVAs foram encontradas em toda a
circulagdo laminar, mas as maiores e mais longas (40um de diametro) foram agrupadas
proximo da origem das artérias axiais. A densidade destas anastomoses laminares foi
estimada em 500 AVAs/cm? (POLLITT & MOLYNEUX, 1990). Estudos de MOLYNEUX
et al. (1994) utilizando a microscopia eletronica de transmissdo mostraram que as AVAs
sdo ricamente inervadas pelos nervos vasomotores autdnomos e Seus nervos
peptidérgicos associados, apresentam paredes espessas de mduasculo liso e
especializado.

De acordo com POLLITT (1995), o papel normalmente realizado pelo conjunto de
AVAs esta relacionado a termorregulacdo e modulacdo da pressdo. A adaptacdo dos
cavalos ao rigoroso inverno sem que 0s seus cascos sofram congelamento, demonstra

gue estes dispdem de uma circulacdo protetora especializada, de caracteristica similar



a da fauna tipica de regides polares. Quando o pé alcanca temperatura critica, a lenta
circulacdo de mantenca da derme aumenta rapidamente, aumentando o aporte de
nutrientes, aquecendo o casco, mediante abertura reflexa das multiplas AVAs. Esta
dilatacdo das AVAs traz o sangue arterial quente para o interior da parede do casco. As
AVAs sdo igualmente numerosas em torno das bases do corio coronario e do corio
lamelar. De fato, a arquitetura vascular da papila dérmica € basicamente a mesma
independentemente da sua origem, seja da derme papilar do perioplo, da borda
coronaria, da sola ou da ranilha (POLLITT, 2004a).

2.4 Histologia podal

A porcéo interna da parede do casco esta revestida por aproximadamente 600
laminas epidérmicas priméarias (LEPs) (POLLITT, 1995), dispostas verticalmente em
fileiras paralelas e com formato de longos e finos retangulos (POLLITT, 2004c). O papel
das laminas epidérmicas € suspensivo, uma especializacdo anatbmica que aumenta a
area de superficie para a fixagdo do tecido conjuntivo denso entre a falange distal e o
casco. A especializagdo ocorre na forma de projecdes, estando presentes entre 150 e
200 laminas epidérmicas secundérias (LESs) sobre a superficie de cada LEP.

De acordo com POLLITT (2004c), as LES higidas apresentam aparéncia
histologica constante, assumindo a forma arredondada. As células que integram a
primeira camada celular, situada no lado epidérmico da MB, sdo chamadas de células
epidérmicas basais. Elas se dividem continuamente ao longo da vida do animal e suas
células filhas maduras formam células queratinizadas nédo nucleadas, as quais formam
o0 eixo central de cada lamina secundaria. A producao continua dessas células empurra
as células queratinizadas contribuindo para a resisténcia das laminas epidérmicas tanto
primarias como secundarias (POLLITT, 1995). Os nucleos das células basais
epidérmicas possuem formato oval e estdo posicionados na por¢cdo apical de cada
célula, em posicao distal a membrana basal. O longo eixo de cada nucleo da célula
basal é perpendicular ao eixo longitudinal da LES. As laminas dérmicas secundarias

(LDSs) séo preenchidas por tecido conjuntivo, que se distribui entre as bases das LESs



(POLLITT, 2004c). A epiderme carece de vascularizacdo, e depende dos capilares
adjacentes presentes na derme para satisfazer suas necessidades de oxigénio e
substratos energéticos e protéicos. Os nutrientes devem difundir-se através da MB para
alcancar as células dispostas nas LESs (POLLITT, 1995).

Na interface entre as laminas dérmicas e epidérmicas encontra-se uma matriz
protéica de grande importancia para a manutencdo da estrutura laminar, denominada
membrana basal (MB). A ultra-estrutura da membrana basal do casco equino é de
constituicAo essencialmente igual a de outros animais (POLLITT, 1994). Como
peculiaridade, apresenta no tecido conjuntivo adjacente a epiderme, grande quantidade
de fibrilas de ancoragem e uma lamina densa responsaveis pela transmisséo de forca
extra a regido. Na face dérmica da MB se situam as fibras colagenas do tecido
conjuntivo ancorados firmemente na ampla superficie da MB que se une entre cada
uma das laminas secundarias, para formar uma base continua até a superficie dorsal
da falange distal onde se fixa fortemente (POLLITT, 1995).

A MB tem participacdo chave nas células basais epidérmicas e nas laminas
dérmicas. Esta € uma estrutura tridimensional, composta por filamentos de colageno 1V,
entrelagcados com glicoproteinas, em particular a laminina-1, que juntos formam a
lamina densa. A laminina-1 € uma das principais proteinas da membrana basal,
formando com esta sitios receptores e ligantes a fatores de crescimento, citocinas,
moléculas de adesdo e integrinas. Sem uma membrana basal intacta e funcional, a
epiderme ao qual esta ligada perde sua conformacédo natural (POLLITT, 2004a).

Quando a MB é observada a microscopia de transmissdo, ha o dominio da
lamina densa, que aparece como uma linha escura seguindo os contornos das células
epidérmicas. Na base de cada célula basal pode ser visualizado numerosas placas
densas de ades&do chamadas hemidesmossomos. Estas estruturas sao formadas de
varias proteinas, as quais ocorrem de ambos os lados da célula basal formando assim
uma ponte que liga o interior da célula com o exterior formado de tecido conjuntivo. As
proteinas que preenchem a lacuna entre os hemidesmossomos e a lamina densa séo
as lamininas do tipo cinco (laminina-5), e a ancoragem dos inumeros filamentos de

espessura fina dessa laminina é que dao origem a lamina lacida (POLLITT, 2004a).



10

2.5 Bidpsia do tecido laminar

Biopsias laminares foram realizadas por SINGH et al. (1994) e MORGAN et al.
(2003) em animais em posi¢cdo quadrupedal. As colheitas realizadas por SINGH et al.
(1993) e SINGH et al. (1994) foram de tecidos provenientes de bovinos na juncéo da
sola com a porcdo caudal do casco. Estudos com equinos foram realizados por
MORGAN et al. (2003), CROSER & POLLITT (2006), HANLY et al. (2009) e WATTLE &
HANSSON (2010).

MORGAN et al. (2003) realizaram uma unica bidpsia laminar no casco de
cavalos que receberam sobrecarga de carboidratos. A técnica utilizada para a retirada
da parede do casco empregou uma broca, da qual ndo especificam o modelo, e o tecido
foi obtido pelo corte de um quadrado mediante incisdo com uma lamina de bisturi. Estas
coletas foram realizadas quatro a oito horas ap0s o inicio da claudicagéo, ou 72 horas
apos a administracdo da sobrecarga de carboidratos, nos equinos que nao tiveram o
desenvolvimento de claudicacéo.

No estudo realizado por CROSER & POLLITT (2006), os equinos foram
submetidos a inducdo de laminite pela administracdo de oligofrutose. Seis bidpsias de
casco foram feitas em intervalos de seis horas (uma amostra controle antes da inducao
e 12, 18, 24, 30 e 36 horas apos a indugéo da laminite). Foram realizadas trés biopsias
em cada um dos membros toracicos. O local da bidpsia foi a por¢cado dorsal do casco,
localizada a cinco centimetros distal a borda coronaria. As amostras subsequentes, em
cada casco, foram efetuadas em posicbes medial e lateral, a quatro centimetros de
cada lado da amostra central. Um orificio de aproximadamente 15 mm de diametro foi
criado no estrato coérneo com uma broca rotativa até as laminas ficarem visiveis. Um
torniquete foi aplicado no boleto para prevenir hemorragia excessiva. Uma lamina de
bisturi estéril numero 11 foi usada para cortar um cubo de lados medindo 10 mm
através da epiderme laminar e derme sublaminar, chegando a profundidade da falange
distal. Uma lamina de bisturi de ponta curva numero 15 (feita pelo aquecimento da
lamina e com pinca curva) foi usada para liberar a bidpsia da superficie da falange

distal. O orificio efetuado na parede do casco foi, entdo, limpo com um chumaco de
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algodao estéril fixado a extremidade de uma haste estéril e preenchido com resina
metilmetacrilato e recoberto com resina utilizada em artefato de fibra de vidro. Apos a
polimerizag&o da resina, o torniquete foi retirado.

HANLY et al. (2009) também realizaram biopsias seriadas em cascos de equinos
higidos. Estes autores promoveram oito biépsias no mesmo casco do membro toracico,
em quatro momentos (zero, seis, 12 e 24 horas). As amostras foram colhidas na regiao
dorsal, trés e cinco centimetros distais a borda coronéaria, com aproximadamente trés
centimetros de intervalo. Os orificios foram abertos com broca de baixa rotagdo com um
centimetro de diametro, deixando um milimetro de estrato médio. Posteriormente, as
laminas foram cortadas com “punch” de seis milimetros de diametro. As amostras eram
elevadas e removidas com um bisturi oftalmico. Apés o inicio da cicatrizagéo, o orificio
era preenchido com polimero de epdxi (Equi-Thane “Super-fast” Instant Shoe).

WATTLE & HANSSON (2010) realizaram bidpsias de pele, casco e da castanha
de 10 cavalos com laminite aguda espontanea, no intervalo de 48 horas apo0s 0s
primeiros sinais de claudicacdo e também de nove animais higidos, utilizados como
controle.

Nos equinos submetidos a inducdo de laminite, quando avaliados sem
claudicacdo detectavel, foram encontrados lesdes dérmicas e epidérmicas evidentes,
apesar de ndo haver separacdo da membrana basal, também pode ser visto que a
severidade e a localizagdo das lesdes foram associados com a severidade e a duracao
da claudicacdo (MORGAN et al. (2003) na histologia, foram observadas células basais
com uma forma cuboidal e com nudcleos arredondados (WATTLE & HANSSON, 2010).

Nas técnicas realizadas em animais higidos, ndo houve altera¢gbes, a ndo ser em
amostras de dificil remocé&o, as quais apresentavam diferentes graus de inflamacéao ou
danos estruturais (HANLY et al., 2009).
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[ll. OBJETIVOS

3.1 Gerais

Este trabalho teve por objetivo a obtengéo de tecidos dérmicos e epidérmicos do
casco de equinos mediante o desenvolvimento de técnica modificada de biopsia
utilizando a face dorsal da muralha da extremidade ungueal dos membros toracicos. A
técnica visou colher amostras dos tecidos em condicbes de serem submetidas a

exames histoldgicos e de microscopia eletronica de transmisséo.

3.2 Especificos

Avaliar a viabilidade de realizacdo de biopsias no casco de equinos, pela
modificagdo da técnica de HANLY et al. (2009);

Avaliar se o procedimento de biépsia causa alteracbes nas funcdes vitais e
locomotores dos animais submetidos ao experimento;

Descrever caracteristicas morfolégicas do tecido dérmico e epidérmico do casco
por meio de microscopia optica com coloracdo de Hematoxilina-Eosina e da membrana
basal com coloracéo de Acido Periodico-Schiff;

Descrever a disposi¢cdo das fibras de colageno presentes no tecido dérmico do
casco por meio de microscopia de luz polarizada com coloracdo de Picrossirius Red;

Descrever caracteristicas morfolégicas ultraestruturais do tecido dérmico e

epidérmico do casco por meio de microscopia de transmissao;
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IV. MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados oito equinos adultos, quatro machos e quatro fémeas, sem raca
definida, entre 14 e 18 anos de idade. Antes de iniciar o periodo experimental, os
animais foram examinados clinicamente para avaliacdo de parametros fisiologicos. Os
equinos foram mantidos em baias individuais, no Setor de Experimentagcdo do
Laboratério de Pesquisa do Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinaria da
FCAV/UNESP, e receberam como alimentacgao diaria: 1% do peso vivo de racdo a base
de milho, farelo de trigo e farelo de soja com aproximadamente 11% de proteina, além
de feno, sal mineral e agua “ad libitum”. Os animais utilizados ndo apresentavam
alteragbes clinicas. Estudo aprovado na Comissdo de Etica e Bem Estar Animal
(CEBEA) — Protocolo n° 027914/09.

Esses equinos foram alocados em um Unico grupo, o qual passou por trés fases
(F) experimentais. Na F | (controle), foi realizado exame radiografico da porcéo distal
do membro torécico direito (falanges média e distal) dos animais para verificacdo da
higidez podal. Na F Il (coleta inicial) os animais foram sedados e submetidos a primeira
bidpsia localizada na porcdo mediana da face dorsal da parede do casco. Ja na F lli
(coleta final), 24 horas apés a primeira coleta, os animais foram sedados novamente e

realizou-se a segunda bidpsia a aproximadamente 1,5 centimetros a direita da primeira.

4.2 Exame Clinico

4.2.1 Exame Fisico Geral
Os equinos foram submetidos a exames clinicos em todas as fases deste estudo
e diariamente durante cinco dias apdés a realizacdo das bidpsias, observando-se,
mediante auscultacdo toracica, as frequéncias cardiaca (determinada em batimentos

por minuto, bpm) e respiratoria (medida em movimentos por minuto, mpm); avaliando-
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se a perfusao das mucosas, classificadas de acordo com a coloracao (em résea, palida,
azulada, vermelho vivo ou vermelho-tijolo) e de acordo com a determinacdo do tempo
de preenchimento capilar (TPC) por meio de compressao digital da mucosa gengival e
determinacdo do tempo, em segundos, de retorno a coloracdo anterior; apreciacdo da
atividade intestinal mediante auscultacdo abdominal, determinando-se auséncia de
borborigmos, atividade intestinal diminuida, normal ou aumentada; avaliacdo do turgor
cutdneo por meio da determinacdo do tempo de retorno a posicdo normal apés
realizacdo de pregueamento da pele na regiao lateral do pescoco (classificacdo em
normal [+], pouco diminuido [++] e muito diminuido [+++]); determinacdo da temperatura
corporal mediante utilizacdo de termémetro de bulbo de mercurio (em graus Celsius). A
temperatura da parede externa dos cascos (muralha) foi avaliada por meio de

termometro infravermelho a laser?.

4.2.2 Avaliacdo das estruturas musculoesquelética s e da locomogéao

As estruturas musculoesqueléticas foram avaliadas antes da realizacdo das
bidpsias e durante todo o experimento. Primeiramente foi realizada a inspecdo dos
animais em repouso, com a finalidade de identificar aumentos de volume, cicatrizes ou
lesGes musculares. Em seguida, os animais foram trotados, sendo puxados a mao pelo
cabresto para avaliagdo da movimentacdo dos membros, pescogo e cabeca, a fim de
detectar possiveis claudicacbes (MARXEN, 2001).

As claudicagdes eventualmente detectadas foram classificadas em seis graus, a
saber: claudicacdo inexistente sob quaisquer circunstancias (0); claudicacao dificil de
observar e de manifestagcdo inconsistente, independentemente da circunstancia (1);
claudicacao dificil de observar ao passo ou quando trotando em linha reta, mas que se
manifesta de forma consistente sob certas condi¢cdes como carregando peso (sob sela),
andando em circulos, em inclinacdes, superficies duras, etc. (2); claudicacdo observada
claramente ao trote em todo tipo de condi¢ao (3); claudicacdo de manifestacao obvia ao
trote (4) e claudicacdo que produz minimo apoio do membro em movimento e ou ao

repouso ou completa impossibilidade de movimentacéo (5) (ROSS & DYSON, 2003).

! Termdmetro infravermelho, SK-8700, Sato KeiryokF® CO LTD, Jap&o.
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4.3 Exame Radiogréfico

Apos limpeza do casco com escovacdo utilizando agua e sabdo, os animais
foram submetidos a exames radiograficos (nas posi¢coes dorso-palmar e latero-medial)
da porcéo distal do membro toracico direito (falanges média e distal). Ambas realizadas
para verificagdo da higidez podal. Apés 10 dias da realizagdo da bidpsia, realizou-se

novo exame radiogréfico para avaliagdo da falange distal.

4.4 Colheita de Material
4.4.1 Procedimento de sedacéo

Apés jejum alimentar solido e hidrico de 12 e seis horas, respectivamente, 0s
equinos foram sedados com cloridrato de detomidina® (0,01 mg/kg) por via intravenosa.
Os cavalos foram mantidos em troncos de contencdo para equinos, durante o0s
procedimentos de bidpsia. Realizou-se a tricotomia e a anti-sepsia cutanea da regido da
articulacdo metacarpofalangeana na qual se efetuou o bloqueio dos nervos digitais
palmares medial e lateral, sobre a face abaxial do osso sesamdide proximal. Para o
bloqueio perineural foram utilizados cinco mililitros de cloridrato de lidocaina®, antes de
cada coleta. No intuito de diminuir a circulacdo sanguinea na regido da bidpsia, foi
aplicado garrote no antebraco, evitando sangramento excessivo durante o
procedimento (Figura 1). Para diminuir a excitagdo do animal, colocou-se algod&o no
ouvido deste, uma vez que a micro retifica utilizada na abertura do orificio do casco,

pelo qual se realizou a bidpsia, produzia ruidos.

2 Dormium V®, Agener Unido Satide Animal, Embu-Guacu, SP, Brasil.
% Xylestesin®, Cristalia Prod. Quim. Farm. LTDA, ltapira, SP, Brasil.
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Figura 1. Fotografia de equino em tronco de contencdo (A) na qual observa-se cavalo ja sedado, com
garrote aplicado na altura do osso radio (antebraco). Em (B) observa-se detalhadamente a
aplicacdo do garrote no antebrago.

4.4.2 Biopsia do casco

As amostras do tecido laminar foram colhidas em dois momentos, com intervalo
de 24 horas, no membro toréacico direito, por meio da técnica descrita por HANLY et al.
(2009) com modificacdes. A primeira biopsia foi efetuada na regido central da face
dorsal do casco (pinca), a aproximadamente 2,5 cm distal da borda coronéria e a 1,2
cm do plano sagital da parede do casco. A segunda coleta realizou-se paralelamente a
primeira, equidistante da borda coronaria e a distancia de aproximadamente 1,5 cm da
primeira.

Inicialmente, o casco foi limpo com agua e sabédo, depois realizou-se a anti-
sepsia da sola, com povidona-iodo degermante e agua oxigenada 10 Vol.. Em seguida,
com o auxilio de uma pedra de esmerilar a base de éxido de aluminio, medindo 4,8 mm

de didmetro, removeram-se 0s estratos externo e médio da muralha do casco, sempre
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umedecendo o casco com solucdo fisioldgica para evitar 0 aquecimento excessivo
resultante do atrito. O ponto de aprofundamento maximo foi determinado mediante
pesquisa da rigidez da parede utilizando uma pin¢a hemostatica (Halsted). Quando se
detectou o amolecimento da parede do casco, o desgaste dos estratos foi interrompido.
Neste momento, realizou-se a anti-sepsia do orificio, com povidona-iodo degermante e
tintura de iodo a 5%. O local foi seco com gaze estéril e, utilizando-se uma lamina de
bisturi n® 11 descartavel, foram efetuados cortes laterais profundos das laminas até
alcancar a falange distal. No total, foram quatro incisdes com bisturi, formando um
guadrado. O nudcleo do material foi entdo elevado com uma pin¢a de disseccdo e
desprendido da falange distal com um esculpidor Frahm 02. Apds a retirada do material,
os locais de biopsia foram secos e recobertos com gaze estéril, enfaixados e protegidos

com fita adesiva de polietileno reforcado com tecido de algodao” (Figura 2).

* Silver Tape®, 3M, Sumaré, SP, Brasil.
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Figura 2. Sequéncia de procedimentos para colheita de amostra dérmica e epidérmica podal de equino
(A) abertura do orificio nos estratos externo e médio da parede do casco, utilizando pedra de
esmerilar & base de 6xido de aluminio;

(B) orificio apds anti-sepsia com tintura de iodo a 5%;

(C) inciséo do estrato lamelar com lamina de bisturi até a face dorsal da falange distal;
(D) uso do esculpidor Frahn para separacéo do tecido laminar;

(E) retirada da amostra com auxilio de pinga hemostéatica Halsted;

(F) bandagem realizada ao final do procedimento.
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Para a realizacdo da segunda biépsia, retirou-se a fita adesiva de polietileno
reforcado com tecido de algodéao e a atadura, mas ndo a gaze do curativo da primeira
coleta que permaneceu introduzida no orificio. Nova anti-sepsia foi realizada, mediante
0 uso de povidona-iodo degermante e tintura de iodo a 5%. O procedimento de biopsia
foi realizado de forma semelhante a anterior. Ao término da segunda coleta, a gaze do
primeiro orificio foi retirada e este foi limpo com agua oxigenada 10 Vol.. Em seguida,
colocou-se uma compressa de gaze no orificio e 0 membro foi novamente enfaixado e
protegido com a fita adesiva de polietileno reforcado com tecido de algodao.

ApOs 24 horas da segunda biopsia, retirou-se a fita adesiva, a atadura e as gazes
para realizar o preenchimento dos orificios com resina acrilica autopolimerizavel®.
Primeiramente, os orificios foram secos com gaze estéril e, em seguida, foram
recobertos parcialmente com resina acrilica associada a 800 mg de metronidazole®.
Apoés a secagem da primeira camada, o restante do orificio foi preenchido com resina,

na sua forma pura, para evitar a entrada de agua ou impurezas (Figura 3).

® JET Acrilico Auto Polimerizante®, Artigos Odontoldgicos Classicos LTDA. S&o Paulo, SP, Brasil.
® Flagimax®, Belfar LTDA, Belo Horizonte, MG, Brasil.
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Figura 3. Sequéncia de procedimentos para a segunda colheita e preenchimento do orificio na face
dorsal da parede do casco.
(A) abertura do segundo orificio nos estratos externo e médio da parede do casco com o auxilio
de uma pedra de esmerilar a base de 6xido de aluminio acoplada em uma micro-retifica, sem a
retirada da compressa de gaze do primeiro curativo;
(B) limpeza do orificio da primeira bidpsia com agua oxigenada 10 Vol. ao fim da segunda
colheita, aonde é possivel observar a janela previamente realizada;
(C) secagem dos dois orificios vinte e quatro horas ap6s a segunda bidpsia;
(D) orificios prontos para aplicagdo da resina;
(E) preenchimento do primeiro orificio com resina acrilica associado a metronidazole;
(F) detalhamento do revestimento do primeiro orificio com resina acrilica pura e o segundo
orificio apenas com a camada de resina associada ao metronidazole.
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O material obtido era lavado com solucéo fisiolégica, para a retirada de sangue, e
posteriormente cortado em dois fragmentos. O primeiro foi imerso em solucéo de formol
tamponado com fosfato (pH 7,4), para fixacdo e posterior processamento histologico de
rotina para inclusdo em parafina. O segundo foi fixado em solu¢do de glutaraldeido a
2% em tampdo de fosfato de sédio 0,1M e armazenado em geladeira até o momento do

processamento para microscopia eletrdnica de transmisséao (Figura 4).

Figura 4. Imagem do tecido laminar do casco equino sendo lavado com solucdo fisiolégica para a
remocdo do excesso de sangue (A) e da amostra destinada a andlise das microscopias Optica e
de luz polarizada e microscopia eletrdnica de transmisséo (B).

4.5 Avaliacdo Macroscopica

Os fragmentos laminares obtidos na bidpsia foram fotografados com céamara
Canon EOS7D digital, lente EF 100mmf/2.8L Macro IS USM e Flash circular Vivitar para
posterior avaliacdo quanto a integridade das laminas primarias dérmicas e epidérmicas

podais.
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4.6 Medidas do Casco

As medic¢des dos cascos foram realizadas no momento de colocagao das resinas
nos orificios das bidpsias e ap0s setenta dias da primeira medi¢cdo. As medidas foram
efetuadas com o auxilio de um paquimetro de precisao, e avaliou-se o diametro total
dos cascos pela sola, a largura e a profundidade dos orificios das bidpsias e a distancia

dos orificios a borda coronaria.

4.7 Analise Histologica

4.7.1 Microscopia Optica

As amostras dérmicas e epidérmicas foram processadas para inclusdo em
parafina, e realizou-se seccdes transversais seriadas em micrétomo. Os cortes de
aproximadamente cinco a sete micrometros de espessura foram dispostos em laminas
de vidro lapidada, os quais foram, em seguida, corados com hematoxilina-eosina (HE)
com o objetivo de visualizar a integridade das laminas dérmicas e epidérmicas e das
células basais; com &cido periddico-Schiff (PAS) para observacdo da integridade da
MB; e com Picrossirius Red (PS) para a visualizacdo da distribuicdo das fibras
coldgenas. Todo esse processamento das amostras foram realizados no laboratorio de
Histopatologia do Departamento de Patologia Animal da FCAV — UNESP, campus de
Jaboticabal, Sdo Paulo. Posteriormente, efetuou-se documentacao fotografica e analise
histologica descritiva das laminas. Foi utilizado microscopio 6ptico binocular Nikon
Eclipse E200 e sistema fotografico digital Nikon 5400.

4.7.2 Microscopia Eletrénica de Transmisséo

As amostras foram pos-fixadas em tetréxido de 6smio, e preparadas para

inclusdo em resina de Araldite®. Em seguida foram realizados cortes transversais em
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ultramicrétomo. Os cortes foram dispostos em grades de cobre nas quais se realizou a
contrastacdo do material com acetato de uranila e citrato de chumbo. Estes
procedimentos foram efetuados no laboratério de Microscopia Eletrénica da Faculdade
de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o Paulo - USP, campus de
Ribeirdo Preto, Sdo Paulo. Posteriormente as amostras foram analisadas no laboratorio
de Microscopia Eletronica da Universidade Estadual Paulista — UNESP, campus de

Jaboticabal, Sado Paulo. Utilizando-se microscépio JEOL 5010.

4.8 Analise Estatistica

As variaveis estudadas foram analisadas mediante o procedimento GLM
(General Linears Models) do programa computacional SAS - Statistical Analysis
System’ (2002). Realizou-se a Andlise de Variancia (ANOVA) para avaliar os efeitos
clinicos no decorrer dos procedimentos estudados. Utilizou-se o teste Tukey para a
comparacgao das médias das medidas do crescimento dos cascos e para a comparacao
das meédias dos sinais clinicos avaliados. Para todas as analises realizadas
estabeleceu-se o nivel de significancia igual a p<0,05 (SAMPAIO, 1998). Os resultados
foram apresentados como valores médios + erro-padrédo da média (EPM), na forma de

tabelas e figuras.

7 SAS, SAS Institute, CARY, NJ, EUA.
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V. RESULTADOS

5.1 Avaliacéo clinica

Mediante analise das variaveis clinicas é possivel observar que o procedimento
de bidpsia ndo promoveu alteragdes nas frequéncias cardiaca (FC) e respiratoria (FR),
tempo de preenchimento capilar (TPC), coloracdo de mucosa (CM), temperatura retal
(Tr), temperatura cutanea (Tcut), temperatura do casco da realiza¢ao da bidpsia (Tgo),
temperatura do casco contralateral (Tco), atividades intestinais, turgor cutaneo e na

locomocéao no decorrer deste estudo (Tabela 1).

Tabela 1. Médias * erro padrdo da média (EPM) das variaveis clinicas de equinos submetidos a bidpsia
podal e acompanhamento durante quatro dias de recuperacao.

Variaveis fisiologicas

Fases FC (bpm) FR (mpm) TPC (seg) CM Tz (C) T cur (T) T g0 (T) T o (C)

Controle 41,25+1,35 15,25+0,75 2,75+0,16 résea 37,78 +0,09 29,12+0,47  29,12+0,29 29,25 +0,52
1Biopsia 40,00+£0,75 15,75+1,43 2,87+0,12 rosea 37,86+0,09 29,75+0,16 29,37 £0,26 29,37 £0,26

2Biopsia 41,00+0,65 13,50+0,73 2,75+£0,16 r6sea 37,83+0,05 30,12+0,39  29,87+0,35 29,50 +0,37

dia 1 43,42+0,57 16,28 +0,28 2,85+0,14 résea 37,92 £0,06 29,71+0,18 29,42 +0,20 30,14 + 0,26
dia 2 40,57+1,04 13,14+0,70 2,85+0,14 rosea 37,87 £0,04 29,71+£0,18  29,28+0,18 29,85+0,34
dia 3 43,14+1,22  15,71+0,68 2,85+0,14 résea 37,90 £0,05 29,57+0,29 29,57 +0,20 29,57 +0,29
dia 4 42,85+1,14 12,14+2,00 2,85+0,14 rosea 37,84 0,05 29,57+0,20 29,42+0,29 29,71 +0,18

FC (frequéncia cardiaca); FR (frequéncia respiratéria); TPC (tempo de preenchimento capilar); CM (coloracdo de mucosa); Tr
(temperatura retal); Tcut (temperatura cutanea); Thio (temperatura do casco com a bidpsia); Tco (temperatura do casco
contralateral). Nao foram observadas diferencas significativas pelo teste Tukey (p>0,05).

5.2 Avaliacéo radiogréfica

A andlise radiografica ateve-se a avaliacdo da face dorsal da falange distal antes
e apos a realizacdo dos procedimentos de biopsia. Ao avaliar as proje¢Oes radiogréaficas

latero-medial e dorso-palmar, realizadas nos dois periodos, observou-se a manutengao
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da integridade desta superficie falangeana onde se realizou a bidpsia, visualizando-se a
regularidade e o alinhamento da falange com a muralha do casco. Também pode ser
vista a presenca de regido radioluscente nos locais de bidpsia, na projecao latero-
medial (Figura 5).

Figura 5. Imagems radiograficas em projecéo latero-medial da falange distal de equinos. A; realizada
antes da biopsia. B; 10 dias ap6s o procedimento, onde se observa a presenca de regido
radioluscente (seta) na parede do casco, mostrando a profundidade da biépsia (linha branca).

5.3 Avaliagcdo macroscoépica

Os fragmentos de tecido laminar obtidos apresentavam forma cuboide, com a
base medindo aproximadamente cinco milimetros e os lados sete milimetros.

Apés lavagem com solucédo fisiologica e fixagdo em formol tamponado com
fosfato (pH 7,4), foi possivel observar parte significativa do extrato médio, do qual
emergiam as laminas epidérmicas primarias, de coloracdo esbranquicada. As LEPs
mediam aproximadamente trés a quatro milimetros de comprimento, com o tecido
dérmico distribuindo-se entre estas. Entre oito e doze LEPs foram obtidas em cada
amostras. A derme mostrava-se ligeiramente rosada estendendo-se para além das

LEPs. A borda do tecido dérmico separado da falange distal apresentava-se irregular. A
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arquitetura natural das LEPs e LDPs foi preservada, possibilitando a realizacdo de

analises histologicas e ultra-estruturais (Figura 6).

Figura 6. Imagens de secg¢fes transversais da porcao interna da muralha (regido tubular), das laminas
epidérmicas (seta) e dérmicas (») primarias e do tecido conjuntivo que se ligara a falange
distal.

Decorrido 25 dias da primeira bidpsia, um dos equinos veio a Obito por causas
naturais. Neste animal, realizou-se o corte transversal do casco, nas regifes dos
orificios de retirada das amostras. No orificio da primeira bidpsia a resina acrilica
manteve-se, porem no da segunda bidpsia a resina nado resistiu e se desprendeu,
permitindo a penetracéo de terra. Também efetuaram-se cortes horizontais na regido da
falange distal, para averiguacdo da integridade das laminas dérmicas e epidérmicas
primarias (Figura 7). Na andlise macroscoépica pode ser observada reagéo cicatricial nas
regides das biopsias e nas regides circunvizinhas observou-se o tecido laminar

preservado e integro.
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Figura 7. Imagens de secgdes transversais e horizontais do casco de equino necropsiado 25 dias apos
as biopsias.
(A) corte horizontal da falange distal (regido higida, 2,0 cm da borda coronéria), parede do
casco (PC), laminas epidérmicas e dérmicas (Lam), derme (De);
(B) corte transversal do casco onde observa-se o orificio deixado pela primeira bidpsia (seta
branca - contaminacao por terra; seta preta - reacao cicatricial);
(C) corte transversal do orificio da segunda bidpsia (seta — reacgédo cicatricial);
(D) corte horizontal entre os dois orificios (seta branca — primeira biépsia; seta preta — segunda
biépsia; * - reagéo cicatricial).
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5.4 Avaliacbes microscopicas

5.4.1 Histopatologia

A analise histolégica foi efetuada na area que abrange os tecidos epidérmicos e

dérmicos do casco com destaque a morfologia normal do tecido, assim como a

presenca de alteracdes entre os tempos das biopsias.

5.4.1.1 Coloracédo de Hematoxilina-Eosina (HE)

As analises histologicas das amostras das duas biopsias apresentaram as
laminas epidérmicas priméarias (LEPs) e laminas dérmicas primarias (LDPSs) intactas
(Figura 8). Também se observou que as extremidades das laminas epidérmicas
secundarias (LES) apresentaram a forma arredondada e o seu eixo longitudinal se
posicionou, em geral, em direcdo a falange distal e em &angulo reto com 0 eixo
gueratinizado da LEP. A largura exibida pelas LESs foi maior visualmente que a
apresentada pelas laminas dérmicas secundarias (LDS), apresentando harmonia e

paralelismo entre si, com o tecido conectivo bem visivel (Figura 9).
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Figura 8. Fotomicrografia ilustrando as laminas epidérmicas e dérmicas do casco de equinos higidos
apoés realizacdo da primeira bidpsia, na qual se observa a integridade da amostra e a
disposi¢cdo das laminas epidérmicas primérias (LEP) e laminas dérmicas primarias (LDP).
Hematoxilina-Eosina, obj 4x.

Figura 9. Fotomicrografia das laminas epidérmicas e dérmicas do casco de equinos higidos apos
realizacdo da primeira bidpsia, visualizando-se a diferenca de largura entre lamina epidérmica
secundaria (LES) e lamina dérmica secundaria (LDS), o formato oval do apice das LES, a
camada de células epidérmicas basais (*) e a presenca de queratindcitos (Q) nas LES.
Também podem ser observados os nulcleos ovais no &pice das células basais (seta).
Hematoxilina-Eosina, obj 40x.
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Também puderam ser observadas algumas areas com presenca de hemacias,

em ambas as biopsias (Figura 10).

Figura 10. Fotomicrografia ilustrando a presenca de hemacias (*) em regifes localizadas das laminas
epidérmicas e dérmicas do casco de equino higido apds realizacdo da segunda biopsia.
Observa-se também a degradacdo decorrente do trauma causado pelo procedimento de
biépsia das laminas epidérmicas secundarias (LES) e laminas dérmicas secundarias (LDS)
(seta amarela) e lamina dérmica priméria (LDP) (seta preta). Hematoxilina-Eosina, obj 20x.

Nos cortes das regibes lamelares do casco do equino que foi necropsiado 25
dias apds as bhidpsias, puderam ser observadas deformidades crbnicas das laminas
epidérmicas e dérmicas primarias. As LEPs apresentaram irregularidades simétricas na
sua morfologia, e também na base da LEP presenciou-se o englobamento do tecido
dérmico por células epidérmicas basais. No apice das LEPs notou-se desigualdade no
tamanho das LES e disposi¢do irregular, caracterizado pelos &pices apontando em
varias direcdes. Na coloracao de PAS, pode ser observado que a integridade da MB se
manteve.

No interior da LES se encontravam as CBs, com seus formatos e nucleos ovais,

aderidas a MB, porém, a proximidade das LDSs ao eixo queratinizado da LEP
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apresentava visualmente uma distancia elevada, devido a grande proliferacéo das CBs.
A regido queratinizada da LEP s6 foi encontrada préximo a base das LEPs (Figuras 11
e 12).

Figura 11. Fotomicrografia ilustrando as |aminas epidérmicas e dérmicas do casco do equino
necropsiado 25 dias apos realizacdo das bibpsias, visualizando-se grande deformidade da
regido queratinizada (*), e laminas epidérmicas primarias (LEP) com distribuicdo assimétrica.
Hematoxilina-Eosina, obj 4x.



32

Figura 12. Fotomicrografia ilustrando as laminas epidérmicas e dérmicas do casco do equino
necropsiado 25 dias ap6s a realizacdo das bidpsias, visualizando-se a divisdo das laminas
epidérmicas primarias (seta) e o englobamento de tecido conjuntivo pelas células
epidérmicas basais (*) Hematoxilina-Eosina, obj 10x. No detalhe o englobamento na obj 40x.

Também pode ser observada grande quantidade de queratindcitos ndo maduros
no interior das LEPs, decorrentes da proliferacdo excessiva de células basais.
Constatou-se a presenca de queratindcitos apoptoticos nas LEPs e LESs. A coloracao
eosinofilica citoplasmatica observada se deve a condensacdo de organelas

citoplasmaticas (Figura 13).
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Figura 13. Fotomicrografia ilustrando grande quantidade de queratindcitos ndo maduros no interior da
lamina epidérmica primaria (LEP) e a presenca de queratindcitos apoptéticos (setas)
presentes na LEP e laminas epidérmicas secundarias (LES). Hematoxilina-Eosina, obj 40x.
Observa-se no detalhe queratindcito apoptético na obj 100x.

5.4.1.2 Coloragio com Acido Periddico-Schiff (PAS )

Na coloragdo com PAS, foi possivel visualizar claramente a membrana basal
(MB), localizada na interface entre as LESs e LDSs, a qual mostrou-se de coloragao
carmim. Disposta no entorno da LES, a MB penetrava profundamente nas criptas
existentes entre estas e as LDSs. A MB apresentava-se intacta e claramente delineada,
sem qualquer interrupcdo. Proximo ao eixo queratinizado da LEP, a distancia entre a
MB e o depésito de queratina apresentava visualmente distancia equivalente a uma ou
duas células basais epidérmicas. No apice das LES, a MB acompanhou sempre o

contorno arredondado desta (Figura 14).
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Figura 14. Fotomicrografia ilustrando as laminas epidérmicas e dérmicas do casco de equino higido apos
realizacdo da segunda biépsia, visualizando-se a membrana basal corada de carmim,
contornando nitidamente as lamina epidérmicas secundarias (LES) (setas). Acido Periodico-
Schiff, obj 100x.

5.4.1.3 Coloracao com Picrossirius Red (PS)

Por meio da coloragdo com PS foi possivel identificar as fibras de colageno
presentes no tecido dérmico. Estas fibras apresentaram-se espessas, birrefringentes e
variaram de coloracdo alaranjado a vermelho vivo quando observadas em microscopio
de luz polarizada plana (fibras colagenas maduras). Observou-se feixes de colageno
emergindo das CBs em dire¢cdo a falange distal, percorrendo neste percurso, o tecido

conectivo presente nas LDSs e LDPs (Figuras 15, 16 e 17).
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Figura 15. Fotomicrografia ilustrando as laminas epidérmicas e dérmicas do casco de equino higido,
visualizando-se o colageno migrando da base da lamina epidérmica primaria (LEP), e se
agrupando com maior quantidade de fibras colagenas em sentido a falange distal (setas).
Picrossirius Red, obj 40x em microscopio com luz polarizada plana.

Figura 16. Fotomicrografia ilustrando as laminas epidérmicas e dérmicas do casco de equino higido,
visualizando-se as fibras de coldgeno se agrupando no interior da lamina dérmica primaria
(LDP), em direcdo a falange distal (seta). Picrossirius Red, obj 40x em microscopio com luz
polarizada plana.
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Figura 17. Fotomicrografia ilustrando as laminas epidérmicas e dérmicas do casco de equino higido,
visualizando-se as fibras colagenas iniciando na base da lamina epidérmica secundaria
(LES), se agrupando no interior da lamina dérmica priméria (LDP) e formando grandes feixes
de colagenos, em direcédo a falange distal (setas). Picrossirius Red, obj 60x em microscépio
com luz polarizada plana.

5.4.2 Microscopia eletrdnica de transmissao

A andlise ultra-estrutural de células presentes na derme e epiderme podal de
equinos higidos, por meio de microscopia eletrdnica de transmissao, revelou, em ambas
as biopsias, a integridade das estruturas. Puderam ser observadas as juncdes entre o
tecido conjuntivo (derme) e as células epidérmicas basais (epiderme). Também foi
possivel a identificacdo da MB, disposta na interface entre as células basais e o tecido
conjuntivo, assim como revelou-se a presenca de pequenos capilares na regiao
dérmica, responsaveis pela nutricdo da epiderme (Figura 18). Ademais, observou-se a
presenca de hemacias no tecido dérmico (Figura 19).

Os detalhes da MB podem ser observados na Figura 20. E possivel notar em

aumento maior (20000x) a disposi¢do da MB entre as células basais e a derme, com as
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zonas lucidas e densa bem definidas. Na base das células basais observa-se a
presenca de hemidesmossomos (HD) e, em alguns pontos, € possivel observar a

presenca de filamentos de ancoragem (glicoproteinas) entre os HDs e a MB.

Figura 18. Fotomicrografia eletrénica de transmissdo ilustrando a unido dermoepidérmica, a qual
apresenta o material extra-celular da derme (D), as células basais da epiderme (Ep) e, entre
elas, a membrana basal (setas), determinando o contorno das laminas epidérmicas

secundarias (LESs). Aumento de 5000x.
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Figura 19. Fotomicrografia eletrbnica de transmissdo demonstrando a rara presenca de grande ndmero
de hemécias (*) presente em regido dérmica (D). Aumento de 4000x.

Ep

(Ep) na membrana basal (seta preta) por meio de hemidesmossomos (seta amarela) com a
presenca de filamentos de ancoragem (seta branca pequena). Observa-se as duas zonas
presentes na MB, a densa, corada de negra (<), e a llcida, de cor clara (*). Aumento de
20000x.
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5.5 Deformidades dos extratos externo e médio

Nas avaliacdes realizadas com o auxilio de um paquimetro de precisdo, nao
foram encontradas diferencas significativas no didmetro dos cascos, na largura e na
profundidade dos orificios das biopsias, em um intervalo de 70 dias. Porém, foi
visualizado que a distancia entre os orificios e a coroa do casco aumentou dois

centimetros.
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VI. DISCUSSAO

A técnica de biopsia desenvolvida neste estudo mostrou-se de facil e rapida
execugdo e, adicionalmente, possibilitou a colheita de tecido dérmico e epidérmico
apropriado para a realizagdo de analises estruturais e ultra-estruturais.

Em que pese a bidpsia do casco possibilitar avaliacdo do tecido laminar, foram
encontrados apenas seis relatos sobre o procedimento, dos quais, cinco realizados em
equinos (HONNAS et al.,, 2003; ALVES et al.,, 2004; CROSER & POLLITT, 2006;
HANLY et al., 2009; PAES LEMEget al., 2010) e apenas um, em bovinos (SINGH et al.,
1993).

O primeiro passo na obtencédo das amostras de tecido laminar utilizadas neste
estudo se deu mediante a realizacdo de um orificio de forma cbnica na muralha do
casco do qual foram removidos integralmente o extrato externo e a parte rigida do
extrato médio com o auxilio de uma pedra de esmerilhar acoplada a uma micro-retifica.
A abertura de um canal na parede do casco para 0 acesso ao extrato lamelar também
foi empregado por HONNAS et al. (2003), CROSER & POLLITT (2006) e HANLY et al.
(2009) utilizando micro-retifica, enquanto PAES LEME et al. (2010) obtiveram éxito ao
adelgacarem a face dorsal da muralha do casco de equinos utilizando grosa e rineta.

O ponto de aprofundamento maximo do orificio no extrato meédio foi determinado
mediante pesquisa da rigidez da parede utilizando uma pinga hemostatica, o que
também foi realizado por HANLY et al. (2009). A eficacia deste procedimento esta no
fato de preservar a integridade do tecido laminar o que também foi evidenciado por
outros autores que cessaram 0 aprofundamento ao se evidenciar a camada branca e
macia a palpacdo (CROSER & POLLITT, 2006; PAES LEME et al., 2010). Entretanto,
SINGH et al. (1993) s6 pararam a perfuracdo quando tornou-se possivel a visualizacdo
da coloracdo rosada no fundo do orificio, a qual esta associada a presenca de vasos
sanguineos e demonstra o término do extrato médio e a penetracdo no extrato interno.

Sob nosso ponto de vista, 0 emprego deste método aumenta a possibilidade de ruptura
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da integridade do tecido epidérmico e dérmico do casco, ndo sendo portanto,
recomendado.

No atual estudo, os cortes das laminas até a falange distal, foram obtidas com o
auxilio de uma lamina de bisturi n® 11 descartavel estéril, formando um quadrado, de
forma semelhante ao que foi realizado por CROSER & POLLITT (2006). Outra maneira
de alcancar a falange distal, € efetuar cortes utilizando-se de “punch” assim como
descrito por ALVES et al. (2004), PAES LEME et al (2010), HANLY et al. (2009) e
SINGH et al (1993). O emprego deste instrumento, embora facilite a confeccdo de
sulcos no tecido podofiloso, torna o seccionamento do tecido dérmico e,
consequentemente, o descolamento da falange, mais dificil.

O ponto critico na realizagdo da biopsia do tecido laminar do casco € o
desprendimento deste da superficie dorsal da falange distal a qual esta fortemente
unida por meio de fibras de colageno (PELLMAN et al., 1996). Neste caso, a seccéo do
tecido rente a falange distal foi realizada com o auxiliode um esculpidor Frahm 02,
utilizado como alternativa ao bisturi oftalmico preconizado por HANLY et al. (2009). Por
sua vez, CROSER & POLLITT (2006) realizaram este desprendimento com o auxilio de
laminas de bisturi numero 15 cuja ponta foi aquecida e recurvada com auxilio de pincas.
Durante estudos preliminares, as tentativas de aguecimento para recurvar 0 ago e
obtencdo de lamina de bisturi de ponta curva foram infrutiferas. O uso deste
instrumental cirdrgico nos parece adequado para seccdo da derme e interrupcdo da
ligagdo com a falange distal, entretanto, a confeccao do instrumento cirdrgico de acordo
com as recomendacdes dos autores mencionados acima, se mostrou inviavel. Todavia,
SINGH et al. (1993) e PAES LEMES et al. (2010) afirmam a obtengdo das amostras,
apenas com movimentos rotativos do “punch”. Tentativas de realizacdo deste
procedimento efetuados previamente, se mostraram infrutiferas uma vez que a remogao
do tecido com o emprego de “punch”, somente pode ser efetuado por tracdo do extrato
interno, o qual esta firmemente ligado a falange distal. Neste caso, o risco de
arrancamento e perda de material dérmico é grande.

ApOs a retirada do material, foram realizados curativos e posteriormente o

preenchimento dos orificios com resina acrilica autopolimerizavel. Reparacdo do casco
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semelhante ao utilizado neste trabalho foi relatada por TURNER (1998), para casos de
pododermatite infecciosa. No entanto, o excesso de chuva na época do ano que
realizou o experimento e a pouca infra-estrutura do piquete, impediram a aderéncia
eficaz da resina, o que resultou na queda desta. Porém, mesmo com os orificios
abertos, ndo houve contaminacdo, e nem tao pouco claudicacéo. Por sua vez, HANLY
et al. (2009) realizaram o preenchimento com polimero de epoxi (Equi-Thane “Super-
fast” Instant Shoe), enquanto SINGH et al. (1993) o preencheram com resina
metilmetacrilato na sua forma pura®. Por sua vez, CROSER & POLLITT (2006)
recobriram com resina metimetacrilato e esparadrapo associado a fibra de vidro e PAES
LEME et al. (2010) e HONNAS et al. (2003) apenas recobriram com gazes estéreis sob
pressdo presos ao casco com fita adesiva. A falta de relato destes autores sobre a
evolucdo da ferida é forte indicio de que os tratamentos preconizados foram efetivos
(TURNER, 1998; SINGH et al., 1993; HONNAS et al., 2003; CROSER & POLLITT,
2006; HANLY et al., 2009; PAES LEME et al., 2010) assim como 0 nosso.

A realizacao de bidpsias na parede do casco ndo compromete sua integridade ou
sua capacidade de sustentacdo, porém, dependendo do namero de orificios realizados
0s animais podem vir a claudicar. Neste estudo, apés a realizacdo de dois orificios no
membro anterior direito, os animais ndo apresentaram alteracées nos exames clinicos e
nem do sistema locomotor durante o periodo de cinco dias apds a realizagdo da
bidpsia, diferentemente do relatado por HANLY et al. (2009), em trabalho realizado com
seis animais, os quais, apés a realizacdo de oito orificios no casco, observaram
claudicacdes intermitentes, de grau um, em cinco animais, durante o periodo de cinco
dias. Apenas um, dos seis equinos utilizados por HANLY et al. (2009), manteve a
claudicacdo de grau um por trés semanas, porem 0s autores atribuiram estes sinais a
ma qualidade do casco que este animal ja apresentava antes do inicio do experimento.
SINGH et al. (1993) ao realizarem duas biopsias em casco de bovinos, sendo uma
delas na sola, também obtiveram claudicag&o nos dois ou trés dias iniciais.

Em estudos sobre laminite nos quais realizaram-se biopsias podais, 0 nimero de

orificios realizado na parede do casco nado foram associados aos sinais de claudicagcdo

& Technovit®, Kulzer, Germany.
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encontrados. ALVES et al. (2004) e PAES LEME et al. (2010) realizaram apenas uma
bidpsia, enquanto CROSER & POLLITT (2006) efetuaram seis orificios, e todos
registraram discreta alteracdo na locomocdo do membro correspondente, porém
atribuiram o déficit locomotor a laminite.

Na avaliagdo radiografica dos cavalos estudados, ndo foram observadas
alteracOes Osseas na regido dorsal da falange distal. Outros estudos, nos quais foram
efetuados avaliagdes radiogréficas das estruturas do casco de equinos submetidos a
biopsia trans-mural e a inducéo de laminite por sobrecarga de carboidrato, também n&o
se observaram alteracdes significativas (PAES LEME et al., 2010; ALVES et al., 2004).

Dentre os 16 procedimentos de bidpsias realizados neste estudo, em todos foi
possivel a obtencdo de amostras com a qualidade necessaria para histologia e a
microscopia eletrénica. Em que pese a eficacia do método empregado, ha relatos de
outros autores sobre dificuldades encontradas na obtencdo de espécimes laminares
(HANLY et al., 2009). Estas dificuldades podem estar correlacionadas ao instrumento
cirdrgico utilizado para o desprendimento do tecido dérmico da face dorsal da falange
distal.

Nas andlises histologicas, realizadas neste estudo das amostras obtidas por
bidopsia apresentaram-se intactas, com a arquitetura histolégica mantendo as
caracteristica proprias de equinos higidos, a semelhanca das descri¢gfes relatadas por
POLLITT (2004c) e PAES LEME et al. (2010). CROSER & POLLITT (2006) também
obtiveram amostras controle que preservaram as caracteristicas histoldgicas lamelares
normais. Porem HANLY et al. (2009) relataram que as amostras nas quais ocorreram
dificuldade no momento da remocé&o, apresentavam alteracdes histolégicas nas quais
se observou diferentes graus de inflamacéo ou danos estruturais. Estes autores relatam
ainda que, as laminas do material cuja remocao foi dificil, se apresentavam rompidas,
com edema leve e presenca de células inflamatérias.

Neste estudo, a membrana basal que se encontra disposta no entorno da LES,
penetrava profundamente nas criptas existentes entre as LES e as LDS, apresentando-
se intacta e claramente delineada, sem qualquer interrupcdo, assim como descrito por
POLLITT (2004a). Da mesma forma, em equinos higidos, HANLY et al. (2009) néo
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identificaram aumento de les6es na MB durante as 24 horas de realizacéo das biépsias,
nas amostras facilmente colhidas, ao contrario do que ocorreu nas amostras de dificil
remocao.

Também no atual estudo, foi possivel visualizar as fibras de colageno,
possivelmente do tipo VII, presentes no tecido dérmico, as quais sao responsaveis pela
unido entre as LES e a falange distal como descrito por POLLITT (1995). Este achado é
aparentemente inédito, uma vez que ndo se encontrou outros relatos referentes a
utilizacdo de picrossirius red para coloracdo de laminas podais.

A microscopia de transmissdo foi possivel determinar a presenca de duas
porcBes distintas na constituicdo da MB. Em contato com a superficie da célula basal
encontra-se uma linha de coloracéo clara, denominada lamina ltcida (POLLITT, 2004a).
Aparentemente, a lamina Iicida € o reflexo de um espaco por onde, esculturalmente,
correm os filamentos protéicos de adesdo. Em contato com o tecido dérmico observa-se
uma porcao linear da MB de coloragcdo escura, denominada lamina densa. Neste
estudo, foi possivel observar a preservacdo da integridade da MB, assim como a
presenca de pequenos amontoados protéicos, chamados hemidesmossomos, dispostos
na superficie basal da CB. Em alguns pontos foi possivel observar a presenca de
pequenos filamentos protéicos, unindo os HD a MB. Estes filamentos, denominados
filamentos de ancoragem sé&o responsaveis, segundo POLLITT (2004a) pela adeséo da
epiderme a derme.

Quanto ao equino necropsiado 25 dias apés a bidpsia, os cortes histolégicos das
regides lamelares, apresentaram deformidades cronicas das laminas epidérmicas e
dérmicas primarias. Tais achados diferem das lesdes encontradas na fase inicial da
laminite, na qual, as células basais epidérmicas apresentam formato anormal, tornando-
se alongadas e dispondo-se umas sobre as outras (POLLITT, 2004b). No mesmo tempo
de desenvolvimento, a membrana basal perde a sua integridade, desligando-se das
células basais.

Quanto aos queratindcitos, a coloracdo citoplasmatica eosinofilica, demonstra a
ocorréncia de apoptose. Esta coloracdo é decorrente da condensacdo de organelas

citoplasmaticas conforme mencionado por HARGIS & GINN (2007). Estes também
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afirmam que as células apoptéticas sao fagocitadas pelos queratindcitos adjacentes,
antes da desintegracdo celular, impedindo o desenvolvimento de uma resposta
inflamatoria aguda que seria provocada pelos constituintes celulares liberados. Este
mecanismo é o que difere da necrose, em que ocorre a lise das células, liberando o

conteudo celular no espaco extracelular, provocando uma resposta inflamatéria.
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VIlI. CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho, concluimos que a bidpsia
do tecido laminar digital de equinos possibilita a coleta em série de material para
estudos histolégicos e de microscopia eletronica. Neste procedimento os animais ndo
demonstraram alteragdes clinicas e tampouco locomotoras, sendo 0 seu uso viavel em
equinos higidos. As amostras obtidas ndo apresentaram prejuizos estruturais das
laminas dérmicas e epidérmicas nas analises histologicas e de microscopia eletronica.
Portanto, a técnica de biopsia adaptada neste estudo pode ser considerada um
excelente método de obtencdo de tecido epidérmico e dérmico, a ser utilizada em
estudos de doengcas do casco, como € o caso da laminite. Porem, estudos
complementares do uso deste método na avaliacdo da evolucdo da laminite, devam ser

realizados para comprovacao destas afirmacoes.
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