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EXPRESSAO DAS METALOPROTEINASES E MORFOLOGIA DO TECIDO
LAMINAR DO CASCO DE EQUINOS SUBMETIDOS A OBSTRUCAO INTRA-
LUMINAL DO COLON MENOR

RESUMO - Diferentes estudos foram realizados buscando relacionar a ocorréncia
de distdrbios gastrointestinais e a manifestacdo da laminite. Neste contexto,
destacou-se a participacdo de processos inflamatérios e sua relacdo com a
expressao de metaloproteinases (MMP), que sabidamente promovem a degradacgao
da membrana basal no tecido laminar do casco. O presente estudo objetivou avaliar
a expressdao das MMP-2 e MMP-9 no tecido laminar, bem como sua integridade
celular por avaliacao histologica, em equinos submetidos a obstrugdo intraluminal do
c6lon menor. Oito equinos adultos higidos foram avaliados. Realizou-se laparotomia
e obteve-se obstrucédo do célon menor utilizando-se baldo de vinil inserido no limem
intestinal. O baléo foi inflado a pressédo de 80 mmHg e a obstrucao foi mantida por 4
horas, simulando a presenca de um enterdlito. Foram realizadas biopsias pelo
acesso transmural-dorsal para obtencéo de tecido laminar podal em trés momentos
(T): antes da obstrucédo (T0), imediatamente ap0s desobstrucdo (T4) e apos 72
horas da desobstrucao (T72). As amostras foram submetidas a analise zimografica e
histologica. Segundo a zimografia, nao observou-se alteragdes nos valores de MMP-
2 e MMP-9 em T4 e T72. Entretanto, observou-se o surgimento de lesées no tecido
laminar analisado microscopicamente (T4 e T72). Concluiu-se que as alteracbes
inflamatorias decorrentes da obstru¢cdo do colon menor levaram ao surgimento de
lesbes no tecido laminar podal. Porém, a inflamag&o promovida néo foi suficiente

para ocasionar alteracéo na expressao das MMP-2 e MMP-9 no tecido avaliado.

Palavras-chave: Biopsia podal, casco, coélica, inflamacdo, laminite,

metaloproteinases



METALLOPROTEINASES’ EXPRESSION AND MORPHOLOGY OF LAMINAR
HOOF TISSUE OF HORSES SUBMITTED TO INTRALUMINAL OBSTRUCTION
OF SMALL COLON

ABSTRACT - A number of studies have been conducted in order to relate
gastrointestinal disorders and laminitis occurrence in horses. In this issue, special
attention has been given to the role of inflammatory process and its relation with
metalloproteinase (MMP) expression, which may lead to basement membrane
degradation in the hoof laminar tissue. The purpose of the present study was to
investigate MMP-2 and MMP-9 expression in the laminar tissue, as well as its cellular
integrity assessed histologically, in horses subjected to intraluminal obstruction of the
small colon. Eight healthy horses were evaluated. A laparotomy was performed and
the small colon obstruction was achieved by the use of a vinyl ball inserted into the
intestinal lumen. The ball was insufflated at 80 mmHg and the obstruction was
sustained for 4 hours, mimicking an enterolithiasis. Through a dorsal-transmural
access, podal laminar tissue samples were biopsied at three time-points: before
obstruction (TO), immediately after desobstruction (T4) and after 72 hours from
desobstruction. Samples were subjected to zymographic and histological analysis.
The zymography did not reveal changes in MMP-2 and MMP-9 values at T4 and T72.
However, microscopic evaluation showed laminar tissue lesions (T4 and T72). In
conclusion, the inflammatory changes followed by the small colon obstruction led to
podal laminar tissue damage. However, the inflammation was not sufficient to induce

changes in MMP-2 and MMP-9 expression in the evaluated tissue.

Key words: Podal biopsy, hoof, colic, inflammation, laminitis, metalloproteinases



1. INTRODUCAO

Ao longo de quase 70 milhdes de anos de evolucéo o digito do equino passou
por diversas transformacdes, tornando-se uma estrutura complexa e resistente,
adaptada aos mais diversos ambientes e tipos de terrenos. Entretanto, os mais de
seis mil anos de domesticacdo foram suficientes para que as mudancas de habitos
impelidas pelo homem tornassem o casco mais susceptivel as afec¢oes.

A busca pelas causas da laminite equina, uma afeccdo aparentemente
multifatorial, tem sido alvo de inimeros estudos, entre os quais destacaram-se
tentativas de estabelecimento da relacdo entre a ocorréncia de disturbio
gastrointestinal e a manifestagao da laminite.

Por longo periodo acreditou-se que esta relacdo fosse estabelecida
inicialmente pelas endotoxinas. Entretanto, embora administragdes experimentais de
endotoxinas fossem capazes de produzir quadro de dor abdominal semelhante ao
observado em casos de colica, ndo promoviam o desenvolvimento da laminite,
independentemente da dose administrada.

Recentemente, demonstrou-se que alteracbes associadas a laminite
poderiam ocorrer em razdo de disfungdes metabodlicas. Em paralelo, protocolos
experimentais de laminite induzida destacaram a participacdo de processos
inflamatérios na génese da afeccdo, relacionando principalmente a expressao e
ativacdo das MMPs 2 e 9. Tais MMPs sdo endopeptidases calcio e zinco
dependentes, relacionadas com a degradacdo da membrana basal dos tecidos
laminares do casco.

Desta forma, considerando a importancia das alteracées ocasionadas pela
resposta inflamatdria induzida pelos distlirbios gastrointestinais, assim como a
ligacdo desta resposta ao desenvolvimento da laminite, a comunidade cientifica
busca, j& h4d algum tempo, estabelecer os elos desta corrente que liga colica e

laminite.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Consideracdes sobre o digito equino

A evolucdo dos membros dos equideos foi de grande importancia para a
sobrevivéncia da espécie, durante a qual seus digitos foram envolvidos por cascos
queratinizados, rigidos e muito resistentes, localizados distalmente em membros
relativamente leves, permitindo a estes animais a capacidade de desenvolver grande
velocidade, essencial para sua defesa contra predadores (POLLITT, 2004a).

Apesar da bioengenharia quase perfeita do casco equino, quando este animal
foi submetido as exigéncias da domesticacdo humana, o casco se tornou local de
grande ocorréncia de lesdes (POLLITT, 1990). Tais distarbios encontram-se
associados a alteracfes na base de sua alimentacdo e a realizacdo de atividade
fisica em excesso, nas mais variadas condicdes e tipos de terrenos (JONES, 1987).

Considera-se que 0 casco protege as estruturas encontradas em seu interior
e inicia a dissipacdo das forcas concussivas geradas pelo impacto da extremidade
do membro contra o solo (STASHAK, 2006). O casco € dividido em muralha,
perioplo, sola e ranilha. O perioplo constitui a faixa de poucos milimetros de
espessura, constituido por tecido corneo macio de consisténcia elastica e queratina
tubular e intertubular, localizada logo abaixo da borda coronéria. A partir do qual o
casco cresce em direcdo a face solear. O perioplo reveste os bulbos dos taldes e se
mistura com a base da ranilha, protegendo-os da umidade e da entrada de
microrganismos e corpos estranhos. A sola também é composta por tecido corneo
tubular e intertubular, preenchendo o espaco entre a parede e a ranilha. Sendo
levemente cbncava, o0 contato do casco com o solo é restrito a margem distal da
parede e a ranilha. A ranilha é formada somente por queratina tubular, o que a torna
mais macia e elastica. De formato triangular, cuja base fecha o espaco entre os
taldes, possui um sulco central e € separada das barras e da sola pelos sulcos
paracuneais (DYCE, 2010).

A muralha do casco é formada por trés camadas, o estrato externo, o estrato

médio e o estrato interno. O estrato externo consiste em uma camada coérnea



superficial que se estende distalmente ao perioplo (STASHAK, 2006). O estrato
médio é composto por tubulos cOrneos e substancia coérnea intertubular,
compreendendo a maior parte da parede do casco (POLLITT, 1990). O estrato
médio confere rigidez e resisténcia mecanica ao casco (POLLITT, 2004a). O estrato
interno é formado por laminas epidérmicas primarias, e laminas epidérmicas
secundarias. As laminas epidérmicas secundarias se entremeiam com as laminas
secundarias do tecido dérmico (POLLITT, 1990). O tecido dérmico é formado por
uma matriz densa de tecido conjuntivo e contém artérias dispostas em forma de
rede, veias, vasos capilares e nervos sensoriais (POLLITT, 2004a). A funcéo
principal deste tecido € conferir aderéncia entre as laminas epidérmicas e o
periosteo da falange distal (STASHAK, 2006).

No interior do casco estdo localizadas a porcao distal da falange média e a
falange distal, além do osso sesamdide distal, que compdem a articulacdo
interfalangiana distal (POLLITT, 1990). Esta articulacdo é estabilizada pelos
ligamentos colaterais medial e lateral, ligamento sesamoideo distal impar e
ligamentos sesamoideos colaterais medial e lateral, além da capsula articular
(KONIG & LIEBICH, 2002).

Na porcdo interna do casco, unidas a falange distal, encontram-se as
cartilagens ungueais medial e lateral. Estas se dispdem como uma lamina
cartilaginea fibrosa estabilizada pelos ligamentos condroungulocompedais,
condrocoronais medial e lateral, condroungularescolaterais medial e lateral,
condrosesamoideos medial e lateral, condroungulares cruzados e o condropulvinar
(KONIG & LIEBICH, 2002).



2.2. Suprimento sanguineo do digito equino

A vascularizacdo do casco se da por meio das artérias digitais lateral e medial
(KONIG & LIEBICH, 2011). Tais artérias sdo oriundas da divisdo da artéria digital
comum. Na altura da falange proximal cada uma das artérias digitais origina um
ramo circunflexo que ao se unir com a artéria do lado oposto forma um circulo
arterial ao redor do osso (POLLITT, 1990).

No terco médio da falange média as artérias digitais novamente se ramificam
originando artérias mais profundas que os tenddes extensores e as cartilagens, que
se conectam com as artérias do lado oposto formando ao redor da falange média e
da borda coronaria uma artéria circular, que nutre o tenddo extensor digital e a
articulacdo interfalangiana distal. Adjacente ao osso sesamoide distal as artérias
digitais liberam ramos dorsais que suprem o corio lamelar dos taldes e as
anastomoses com o segmento palmar da artéria circunflexa da sola. Nesse 0sso
também estdo presentes em suas bordas proximais e distais os ramos medial e
lateral da artéria digital que se ligam de forma direta através de anastomoses com
outros ramos. Na altura do ligamento suspensor do 0sso sesamoide distal a artéria
proximal se desloca e seus ramos se inserem na borda proximal do osso através do
forame vascular (POLLITT, 1990).

A artéria digital em seu segmento terminal se insere no canal solear da
falange distal e se une com a artéria do lado oposto formando um arco terminal
intradsseo que irradia ramos através de forames da superficie dorsal da falange
distal que irrigam a derme lamelar e também formam a artéria circunflexa que nutre
0 corio solear (POLLITT, 2004a).

A artéria circunflexa da sola é uma anastomose, formada por todos os ramos
distais do arco terminal, e também pelas artérias dorsais da falange distal (POLLITT,
1990).

Na superficie dorsal do terco distal da falange distal, a disposicdo anatdmica
dos vasos se assemelha a do plexo pampiniforme dos testiculos de mamiferos, em
gue uma artéria central € circundada por diversos capilares venosos, o que favorece
a troca de calor entre estes, tornando a termorregulacdo do casco muito eficiente.

Esta caracteristica possibilita a sobrevivéncia dos equinos em ambientes bem



distintos e extremos como, por exemplo, o deserto ou a neve. As anastomoses
arteriovenosas também auxiliam na termorregulacao do casco (POLLITT, 2004a).

No casco existem trés plexos venosos interligados, correspondentes ao, 0
plexo venoso dorsal situado na derme lamelar, o plexo venoso localizado no cério
solear e na superficie interna axial das cartilagens da falange distal e o plexo
coronario, situado no coxim corondrio e préximo ao tenddo extensor digital e a
superficie externa abaxial da cartilagem da falange distal. Os trés plexos sao
drenados pelas veias digitais lateral e medial (POLLITT, 1990).

A auséncia de valvulas na maioria dos segmentos das veias do casco equino
(MISHRA & LEACH, 1983), auxilia na drenagem do sangue de forma rapida no
momento em que a ranilha e os tecidos moles do casco sdo comprimidos pela forca
mecanica gerada pelo contato do casco contra o solo, quando o animal se locomove
(POLLITT, 1990). Porém, alguns segmentos das veias caudais e digitais do casco
possuem valvulas que impedem o fluxo sanguineo retrégrado para o casco,
garantindo o retorno venoso para o coracdo (MISHRA & LEACH, 1983).

Diversas anastomoses arteriovenosas ligam as artérias e veias axiais por toda
a derme lamelar, e estdo presentes em maior nimero e tamanho proximo da origem
das artérias axiais (POLLITT, 2004a).

A funcdo normalmente realizada pelas anastomoses arteriovenosas esta
relacionada a termorregulacdo e modulacdo da pressdo, como ocorre quando as
anastomoses arteriovenosas se abrem e levam sangue arterial quente para a parede
do casco, evitando o possivel congelamento deste mediante temperaturas
ambientais extremamente baixas (POLLITT, 2004a).

2.3. Crescimento da parede do casco

A muralha do casco dos equinos cresce durante toda sua vida, com o objetivo
de repor o desgaste natural por contato com a superficie do solo (POLLITT, 2004a).
A parede do casco cresce aproximadamente seis milimetros por més, o que faz com
gue este se renove completamente no periodo de nove a doze meses. Esta taxa de
crescimento pode ser influenciada por fatores como, ambientes frios e umidade

baixa, que reduzem o crescimento do casco (STASHAK, 2006). A regeneracao



continua ocorre no estrato médio, formado por tdbulos corneos que iniciam seu
crescimento a partir do estrato germinativo da epiderme coronaria. Nesses tubulos,
as células das laminas epidérmicas primarias vao se queratinizando de forma
progressiva enquanto se movem no sentido distal (CELESTE & SZOKE, 2005).

O crescimento também acontece de forma semelhante nas laminas
epidérmicas primarias da regido proximal do casco (POLLITT, 2004a).

Os movimentos da regido lamelar podem ocorrer através da proliferacdo das
células ou por processos enzimaticos relacionados com a remodelacdo. A
proliferacdo na regido proximal € aproximadamente vinte vezes maior que o da
porcao distal, e a remodelacao dentro da parede do casco apo6s o final da fixacdo a
falange distal, ndo necessita de proliferacdo das células epidérmicas (DARADKA &
POLLITT, 2004).

A remodelacdo da epiderme e da matriz extracelular ocorre devido a ativacéo
controlada de metaloproteinases, enzimas responsaveis pela degradacdo da matriz
extracelular formada por colagenos e proteoglicanos. As metaloproteinases tem sua
acao regulada por inibidores teciduais de metaloproteinases (TIMPs). As
metaloproteinases também agem sobre componentes moleculares dos
desmossomos, auxiliando-os na  separagao dos hemidesmossomos
(WOESSNER,1991).

2.4. Histologia do casco

Estédo presentes no casco relacdes geométricas especiais entre a epiderme e
derme. O estrato externo € composto por material queratinizado mole, fino, branco e
brilhante. E o corio perioplico altamente vascularizado e papilar, € composto por
tecido conjuntivo tipico, com a funcéo de sustentar e nutrir a epiderme perioplica. A
epiderme coronaria ou estrato médio € composto por queratina tipica, distribuida na
forma de queratina tubular e intertubular. A epiderme lamelar € composta por
queratina nao tubular (BANKS, 1991).

Segundo STASHAK, (2006), existem aproximadamente 600 |aminas
epidérmicas primarias, e em cada uma dessas laminas existem entre 100 e 150

laminas secundarias que se ramificam em angulo de sua superficie. As laminas



epidérmicas primarias estdo organizadas verticalmente em fileiras paralelas com
formato de retangulos longos e finos, ja as extremidades das laminas epidémicas
secundarias apresentam forma arredondada (POLLITT, 2004b).

As células epidérmicas basais compondo a primeira camada de células das
LES, localizadas na face epidérmica da membrana basal, sofrem divisao
continuamente, dando origem a células filhas, que maduras formam células
queratinizadas nédo nucleadas compondo o eixo central da LES (POLLITT, 1995).
Essas células basais possuem nucleo em formato oval localizado em seus apices,
posicionados distalmente a membrana basal (POLLITT, 2004b).

Entre as laminas dérmicas e epidérmicas, se dispde uma membrana de
constituicao lipoprotéica identificada como membrana basal (MB). A manutencéo da
estrutura laminar depende da integridade da MB. Ela possui estrutura disposta
tridimensionalmente, formada por filamentos de colageno tipo IV que se entrelacam
com glicoproteinas, em especial a laminina tipo 1, e formam a lamina densa. No
caso de perda da integridade e funcionalidade da membrana basal, a epiderme
ligada a esta membrana perde sua configuragdo normal, evidenciada na laminite
aguda. A observacdo da MB & microscopia eletronica de transmissdo, constata-se o
dominio da lamina densa, que aparece como uma linha escura contornando as
células epidérmicas basais. Nas células basais se visualizam inUmeras placas de
adesdo denominadas hemidesmossomos. Esses agregados protéicos formam
ligacdo entre o interior da célula com o exterior composto por tecido conjuntivo. As
proteinas que completam a lacuna entre os hemidesmossomos e a lamina densa

séo conhecidas como lamininas do tipo cinco (POLLITT, 2004 a).

2.5. Biopsia do casco

As dificuldades encontradas em acessar o tecido dérmico e epidérmico podal
tem sido a grande barreira de protocolos experimentais que buscam avaliar o
desenvolvimento de afec¢des que acometem o casco equino (GRAVENA et al.,
2012).



CROSER & POLLITT (2006) realizaram biopsias de tecido laminar antes e
durante a fase prodrémica da laminite induzida pela administracdo de oligofrutose,
confirmando as alteracdes no tecido laminar e correlacionando o tempo de duracéo
dos sinais clinicos com a gravidade das alteragdes encontradas.

MORGAN et al. (2003) realizaram trabalho semelhante com equinos que
receberam sobrecarga de carboidratos, concluindo que a separacdo da MB é um
passo tardio na patogénese da laminite aguda, e que a hipoperfusdo vascular € um
fator agravante para o desenvolvimento de alteragdes.

Em estudo desenvolvido por HANDLY et al. (2009), que realizaram oito
bidpsias no mesmo casco do membro toracico em equinos adultos saudaveis,
demonstrou-se que a colheita seriada de amostras de tecido laminar permite boa
avaliagdo destes tecidos, com minimo desenvolvimento de claudicacdo e
desconforto aos animais.

GRAVENA et al. (2012) realizaram estudo com o objetivo de avaliar a
integridade dos tecidos dérmicos e epidérmicos colhidos pelo acesso transmural
dorsal do casco de equinos. Nesse estudo, ndo foram observadas alteracdes nos
parametros clinicos e os equinos ndo desenvolveram claudicacdo. Os exames
radiograficos demonstraram a integridade da superficie da falange distal e bom
alinhamento desta com a parede do casco. E quanto a amostra, demonstrou-se que
as laminas epidérmicas e dérmicas primarias foram preservadas permitindo boa
andlise microscopica Optica e eletrénica. A membrana basal se manteve intacta com
claro delineamento e sem interrup¢cdes, concluindo que o método utilizado para
colheita de tecido laminar possibilita a colheita em série desse material para analises

histolégicas, sem que se perca a integridade dos tecidos colhidos.

2.6.Sindrome cdlica e laminite equina

A célica é a principal responsavel por morte em equinos, sendo superada
apenas pelas claudicacdes quanto a perdas econOmicas. Este distlurbio esta
relacionado em geral a alteracbes morfofuncionais dos diferentes segmentos do
trato gastrintestinal (PEIRO & MENDES, 2004).



Em sua definicdo mais estrita, o termo “célica” significa dor no colon. Porém
com o passar do tempo, o termo se tornou mais abrangente para afeccdes de
etiologias e gravidade amplamente variaveis que levam os equinos a quadros de dor
abdominal (MOORE, 2001a).

A manifestacdo da dor na célica pode ser aguda, crdnica ou recorrente, tendo
como causas comuns a distensao intestinal com fluidos, gases ou ingesta, tracdo da
raiz mesenterica, volvulos, ulceras no estdbmago ou intestino e peritonite (SMITH,
2006).

Em estudo retrospectivo desenvolvido por CORREA et al. (2006), realizado
em condi¢cdes tropicais, destacou-se que as afeccdes que envolvem o intestino
grosso representavam 19% das ocorréncias, dos quais mais da metade (51,35%)
foram ocasionadas por obstru¢do do célon menor.

Sabe-se que a distensdo intraluminal do célon menor de equinos promove
isquemia mediante a reducdo da perfusdo microvascular na parede intestinal
(FALEIROS et al., 2002). E, mesmo que esta distensdo ndo seja suficiente para
causar danos a mucosa, pode ser suficiente para causar lesbes na camada
seromuscular e lesBes remotas nos pulmdes, ambas caracteristicas da isquemia e
reperfusdo (FALEIROS et al., 2008). As lesbes tipicas de isquemia e reperfuséo
também foram associadas a diferentes complicagdes pés-cirargicas, dentre as quais
se destacam a endotoxemia e a laminite (MOORE et al., 1995).

Os equinos sdo particularmente sensiveis aos efeitos de endotoxinas
(lipopolissacarideos, LPS) (BEHRE et al., 1992; KING & GERRING, 1988; URIU et
al., 2002). Os LPS estdo presentes na membrana externa de bactérias gram-
negativas que compdem em associacdo com organismos gram-positivos e
protozoarios, a microbiota do trato intestinal dos equinos, de modo que estes LPS
séo liberados quando ocorre replicacdo rapida, lise ou morte bacteriana, podendo
entdo atingir a corrente circulatéria gerando quadro de endotoxemia (KUESIS &
SPIER, 2000; MOORE, 2001b).

A mucosa intestinal intacta é a primeira linha de defesa frente as endotoxinas;
desta forma, quando ha comprometimento da mucosa intestinal ocorre ativacao de

células fagocitarias, linfocitos e fator de necrose tumoral (TNF), juntamente com
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imunoglobulinas, complementos e reagentes da fase aguda, que compdem o0s
mecanismos secundarios de defesa (KUESIS & SPIER, 2000).

A laminite equina € conhecida como a inflamacdo das laminas do casco,
caracterizada pela degeneracdo, necrose e inflamacdo das laminas dérmicas e
epidérmicas da parede do casco de equinos (SMITH, 2006).

A laminite € um disturbio extremamente doloroso e debilitante no qual existe a
separacao das laminas dérmicas e epidérmicas responsaveis pela coesao entre a
falange distal e a muralha do casco, sendo afeccéo grave que, com certa frequéncia,
se manifesta no decorrer ou apds quadros de abdémen agudo. A ligacdo entre
endotoxemia e laminite foi postulada, embora os LPS nao causem a laminite
diretamente (HOOD, 1995).

Como as laminas epidérmicas sustentam a falange distal, e
consequentemente o peso do animal, a degeneracéo ocasionada na laminite destroi
o0 mecanismo de sustentacdo do peso, permitindo que as forcas desloquem a
falange distal ventralmente (SMITH, 2006). Essa afeccéo pode ser classificada em
aguda, sub-aguda ou crbnica, podendo acometer os quatro membros do animal.
Dentre os achados clinicos mais comuns nos casos agudos estdo a anorexia,
decubito lateral, relutdncia em caminhar, elevacdo da temperatura no casco,
especialmente préximo a coroa, aumento do pulso das artérias digitais, aumento da
frequéncia cardiaca e respiratéria em consequéncia da dor, além de outros sinais
caracteristicos. Nos casos cronicos de laminite podem ocorrer alteracdes na forma
do casco, como o aparecimento de linhas irregulares de crescimento no tecido
corneo, os chamados anéis laminiticos e sola convexa, além de alguns dos sinais
também presentes na laminite aguda. A rotacdo da falange distal constitui sequela,
gue pode progredir até a perfuracéo da sola (JEFFCOTT, 2001).

Os fatores predisponentes a laminite sao mdltiplos e variados, incluindo
superalimentacao, trauma, infec¢des sistémicas, administracdo de glicocorticoides,
sustentacao excessiva do peso no membro de apoio devido a claudicagcao severa no
membro contralateral, trabalho pesado em piso duro e irregular, exaustdao e
desidratacdo extrema (MOORE et al.,, 1989), apdés casos de torcao de célon,
enterite, pleuropneumonia, metrite séptica, ingestdo excessiva de agua fria apés

exercicio intenso, além de diversos outros fatores (SMITH, 2006).
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2.7. Metaloproteinases 2 e 9

As metaloproteinases (MMPs) constituem uma familia de mais de 20
endopeptidases calcio e zinco dependentes, relacionadas com a degradacédo da
matriz extracelular. As MMPs séo classificadas como colagenases, gelatinases,
estromelisinas, matrilisinas, MMPs tipo membrana e outras MMPs. O grupo das
gelatinases € composto pela gelatinase-A (MMP-2) e pela gelatinase-B (MMP-9)
(RAFFETTO & KHALIL, 2008).

A MMP-2 e a MMP-9 s&o importantes na migracao de células provenientes do
sangue para os tecidos, devido a sua propriedade de digerir o colageno tipo 1V,
principal componente da membrana basal, rompendo desta forma a integridade
estrutural da parede dos vasos sanguineos, permitindo que as células inflamatorias
migrem para o espago extracelular (SELLNER & LEIB, 2006).

A matriz extracelular do tecido conjuntivo, em condi¢des fisiologicas normais,
se remodela constantemente de modo a permitir o crescimento e a regeneracao.
Essas remodelacdes tem a participacdo das MMPs, cuja acdo proteolitica é
controlada especialmente pelos inibidores teciduais das MMPs (TIMPs) (VU &
WERB, 2000).

Os TIMPs evitam a degradacdo excessiva da matriz extracelular. O
desequilibrio entre as MMPs e seus TIMPs podem gerar grande aumento na
atividade das MMPs, levando a lesdes na estrutura celular (RAFFETTO & KHALIL,
2008). Assim, as MMPs estao envolvidas na patogenia de inUmeras enfermidades
dos mamiferos, incluindo os equinos (CLUTTERBUCK et al., 2010).

As MMPs sdo secretadas como pro-enzimas por neutrofilos, mondcitos,
macrofagos, fibroblastos e por células tumorais em resposta a estimulos de natureza
variada (WOESSNER, 1991). Estas pré-enzimas (pro-MMPs) sdo inativas e
necessitam passar por clivagem proteolitica para sua ativacao (VISSE & NAGASE,
2003). A clivagem proteolitica faz parte de uma cascata enzimatica que envolve
proteases plasminogénicas, agentes néo proteoliticos e até mesmo outras MMPs
(NAGASE & WOESSNER, 1999).

A expressao das MMPs pode ser regulada por citoquininas pré-inflamatorias
em diversos tipos de tecidos, o que indica relacdo entre a inflamacédo e as MMPs
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(CLUTTERBUCK et al., 2010). Sabe-se que a presenca e atividade das MMPs
fazem parte da patogenia da colica e da laminite em equinos (AROSALO et al.,
2007; POLLIT et al., 1998). Quatro fatores podem desencadear a ativacdo de MMPs
em equinos com laminite, sendo a liberacdo de aminas pela descarboxilacéo
bacteriana dos aminoacidos, a liberacdo de endotoxinas oriundas da lise de
bactérias, a liberacdo de exotoxinas por bactérias gram-positivas e fatores
relacionados a obesidade (BAILEY et al., 2004).

A degradacgdo laminar podal causada pelas MMPs tem sido associada a
resposta inflamatéria devido a liberacéo de fatores de ativacdo de MMPs da corrente
sanguinea para os digitos, contribuindo para o0 processo degenerativo
(CLUTTERBUCK et al.,, 2010). BELKNAP et al. (2007), demonstraram aumento
significativo na expressao lamelar de IL-1Db, IL-6 e IL-8 em fases de desenvolvimento
da laminite, tal fato, pode estar relacionado com a regulacdo e expressao de MMPs
no tecido lamelar (CLUTTERBUCK et al., 2010).

Sabe-se que algumas formas de laminite podem ter ligacdes com a liberacao
de toxinas do intestino para a corrente sanguinea, como por exemplo, quando
lipopolissacarideos da parede celular de bactérias Gram-negativas mortas levam a
liberacdo de mediadores inflamatérios (MENZIES-GOW et al.,, 2004), podendo
estimular a ativacdo de MMPs no digito equino (CLUTTERBUCK et al., 2010).

POLLITT et al. (1998) avaliaram o desprendimento das laminas dérmicas e
epidérmicas podais na presenca de um ativador de MMPs. Na avaliacao histolégica,
observou-se a separacao entre as células basais da epiderme e a membrana basal,
semelhante ao que ocorre em casos de laminite. Ja nas analises zimogréficas, as
amostras cultivadas sem a presenca de APMA continham apenas a pro-MMP-9.
Porém, as amostras cultivadas com o ativador de MMP, revelaram aumento na
presenca de MMP-2 e MMP-9 ativas. Testaram ainda a eficacia do inibidor de MMPs
conhecido como batimastat (BB-94). Este foi adicionado ao meio de cultura das
amostras cultivadas na presenca do ativador de MMPs, e como resultado impediu a
separacdo das laminas, através da inibicdo parcial da atividade enzimatica. A
ativacao das MMPs pode ser responsavel pelo desprendimento lamelar em casos de
laminite, e 0 uso de inibidores de MMPs pode ser Util clinicamente para a prevencgao
desse processo (POLLITT et al., 1998).
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MEDINA-TORRES et al. (2011), desenvolveram estudo com a intengdo de
avaliar a possivel relacdo entre a isquemia nos tecidos laminares e a possivel
producédo e/ou ativacdo de MMP-2 e MMP-9. Esta hipotese foi testada in-vitro,
utilizando-se cultura de células (queratinécitos). Os resultados assinalaram que 0s
queratinécitos ndo estimulados (em condi¢cdes de normodxia) expressaram as MMPs
2 e 9. Nas culturas que sofreram hipéxia por 24 horas as concentracdes das formas
inativas foram reduzidas, enquanto as formas ativas das MMPs 2 e 9, aumentaram.
Algumas culturas que sofreram periodo de hipoxia adicional de até 16 horas
apresentaram aumento gradual nas concentracbes de MMP 2 e 9 ativas, obtendo
aumentos dos valores da ordem de até 127% e 163% para a MMP-2 inativa e ativa,
respectivamente, e de 433% da MMP-9 ativa quando comparadas as culturas de
células controle.

Esses resultados destacaram a hipéxia como potencial regulador e ativador
de formas inativas e ativas de MMPs no casco equino, levando a crer que distlrbios
hemodinamicos que resultam em isquemia regional dao inicio a regulacao e ativacao
das MMPs nas laminas do casco equino, podendo resultar em danos a membrana
basal e separacdo lamelar posterior, além de contribuir para a migracdo de
neutréfilos inflamatdrios para o casco. Considera-se ainda que as MMPs 2 e 9 como
potenciais biomarcadores dos estagios prodromicos da laminite, contribuindo para o
rapido diagnéstico e acompanhamento dos casos clinicos de laminite (MEDINA-
TORRES et al., 2011).
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3. OBJETIVOS

3.1. Gerais

O presente trabalho objetivou avaliar a expressao das MMPs, assim como a
ocorréncia de lesdes, nos tecidos dérmico e epidérmico lamelar do digito em

equinos submetidos a obstrucédo intraluminal do c6lon menor.

3.2. Especificos

Analisar qualiguantitativamente, através de técnica zimografica, a presenca
das MMP-2 e MMP-9 ativas e suas formas inativas (pro-MMP-2 e pro-MMP-9) no
tecido laminar do casco de equinos submetidos a obstru¢do intraluminal do cdélon
menor.

Analisar a integridade celular no tecido dérmico e epidémico do casco por
meio de microscopia Optica com coloracao de Hematoxilina-Eosina (HE), em equinos
submetidos a obstrucéo intraluminal do célon menor.

Analisar a integridade da membrana basal do tecido dérmico e epidérmico do
casco por meio de microscopia optica com coloracédo de acido periédico de Schiff

(PAS), em equinos submetidos a obstrugéo intraluminal do célon menor.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Animais

Foram utilizados oito equinos adultos, trés machos e cinco fémeas, sem raca
definida, entre oito e quatorze anos de idade. Previamente ao inicio do periodo
experimental, os animais foram examinados clinicamente para determinacdo da
higidez. Foram utilizados equinos higidos e em bom estado nutricional, que

passaram por programa de desverminacéo® e controle de ectoparasitas®.

Os animais foram alocados em baias individuais, nas dependéncias do
Hospital Veterinario “Governador Laudo Natel” da FCAV/UNESP e receberam como
alimentacgao diaria 1% do peso corpdéreo em alimento volumoso, constituido de feno
de Tifton; 1% do peso corporeo em ragcdo comercial; sal mineral e agua ad libitum.
Os equinos constituiram um unico grupo e amostras de tecido laminar do casco
foram colhidas em trés momentos (T), a saber:

-TO: Imediatamente antes da obstrugao intraluminal do c6lon menor.

-T4: Imediatamente apds a desobstrugao do célon menor.

-T72: Ap6s 72 horas da desobstru¢ao do célon menor.

4.2. Biopsia de Casco

As amostras de tecido laminar do casco foram colhidas por meio da técnica
descrita por GRAVENA et al. (2012). O local das bi6psias foi determinado a 2,0 cm
do bordo distal da banda coronéria. O acesso a regido laminar foi realizado por meio

de uma abertura de aproximadamente 20 mm de didmetro (figura 1-A), feita com o

'Equalan®. Merial Satide Animal LTDA. S&o Paulo, SP.
Butox® P CE 25. Intervet Brasil- Akzo Nobel Ltda. S&o Paulo, SP.



16

auxilio de uma broca chata com ponta montada de Oxido de Aluminio de 9,5 mm?®

acoplada a uma micro retifica® que promoveu o desgaste da porcdo cornea na parte
externa da parede do casco até o limite do cérium laminar, determinado com o
auxilio de uma pinga utilizada para pressionar a por¢ao cornea do tecido laminar.
Apds a abertura do acesso e antissepsia, utilizou-se uma |lamina de bisturi de
nimero 11 estéril® para incisar a amostra (figura 1-B) de aproximadamente
10x10mm até a profundidade da superficie dorsal da falange distal (figura 1-C). Um
esculpidor Frahn simples® estéril foi utilizado para desprender o fragmento da
superficie da falange distal (figura 1-D e 1-E). Ap6s a retirada das amostras (figura 1-
F), em TO e T4 o local da bidpsia foi limpo e recoberto por gaze estéril e atadura de
crepom, provisoriamente. Apds a colheita da amostra em T72, a parede do casco foi
definitivamente recoberta com duas camadas de resina de metilmetacrilato’, sendo

uma delas associada ao metronidazol® como descrito por GRAVENA et al. (2012).

Em cada momento de colheita foram obtidas duas amostras, sendo a primeira
utilizada para avaliagao histolégica, fixada em solu¢do de formaldeido tamponado a
10%° para posterior inclusdo em parafina e, a segunda, utilizada para avaliacéo
zimografica. A ultima passou por congelamento rapido e armazenamento em
nitrogénio liquido, sendo posteriormente mantido a -70°C até o momento do

processamento da amostra para analise.

*Ponta montada de éxido de aluminio 9,5mm DREMEL 932°. Robert Bosch América Latina.
Campinas, SP.

* DREMEL 300°. Robert Bosch América Latina. Campinas, SP.

> Lamina de bisturi descartavel n°11 EMBRAMAC®. Wuxi Xinda Medical Device Co. LTD. Wuxi City,
China.

® Esculpidor Frahm simples n°6. Erwin Guth, Sdo Caetano do Sul, SP.

7 Resina Classico p6°®. Artigos odontolégicos Classico. Sdo Paulo, SP.

® Metronidazol 250 mg. Neo Quimica.Anépolis, GO.

° Formol tamponado 10%. Indalabor Indaia Laboratério Farmacéutico LTDA. Dores do Indaia, MG.
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Figura 1. Imagem fotogréfica da sequéncia de procedimentos para colheita de amostra de tecido laminar
do casco equino.
(A) orificio na parede do casco de aproximadamente 20 mm de didmetro, com antissepsia
realizada. (B) abordagem para incisdo do tecido laminar. (C) superficie do corio
demonstrando a incisdo do tecido laminar de aproximadamente 10X10 milimetros. (D)
introducdo do esculpidor Frahn em uma das bordas da amostra para separacdo do tecido
laminar da superficie dorsal da falange distal. (E) amostra separada da superficie da falange.
(F) retirada da amostra de tecido laminar com auxilio de uma pinga anatdmica. Jaboticabal,
2013.



18

4.3. Celiotomia mediana transumbilical e obstrugdo intraluminal do

c6lon menor em equinos

Apds jejum alimentar e hidrico de 24 e 12 horas, respectivamente, os equinos
receberam preparo pré-cirurgico. Este envolveu tricotomia e higienizacéo da regiao
abdominal ventral do animal, delimitado craniocaudalmente pelo xiféide e regido do
pubis, e dorsoventralmente pela regido paramediana ventral direita e esquerda.
Implantou-se um cateter®® na veia jugular esquerda para administragdo de fluidos e
farmacos durante o periodo experimental.

A medicagao pré-anestésica incluiu sedagcao dos animais com cloridrato de
detomidina’* na dose de 0,015 mg/kg, por via intravenosa (IV) e, passados 10
minutos, administrou-se midazolam®? na dose de 0,1 mg/kg IV. A indugdo anestésica
foi realizada pela administragéo IV de cloridrato de cetamina®® na dose de 2 mg/kg,
levando o animal ao decubito. Quando em decubito lateral, realizou-se intubagao
com sonda orotraqueal. Os animais foram mantidos sob anestesia geral inalatéria
com isofluorano™ vaporizado em oxigénio, em circuito semi-fechado, com respiragéo
controlada mecanicamente.

Administrou-se diariamente 5% do peso corp6reo do animal em solugédo de
Ringer para a manuteng¢ao da volemia. Para manutencao da pressao arterial média
(PAM), monitorada por meio de cateter'® posicionado no ramo mandibular da artéria
facial, foram administrados 0,002 mg/kg/min de dobutamina® IV.

A intervencao cirurgica foi realizada com os equinos em decubito dorsal, apos
antissepsia do campo cirargico com polivinilpirrolidona-iodo tépico a 1%. Como via
de acesso a cavidade abdominal, foi utilizada a celiotomia mediana transumbilical,
realizada apoOs estabilizacdo da anestesia. O célon foi visibilizado, exteriorizado,
isolado do campo operatério por compressas cirurgicas estéreis e, apds a

identificagdo das porgcbes oral e aboral, o conteudo intestinal foi ordenhado

' BD Insyte®Autoguard® 20G. BD-Becton Dickinson IndUstrias Cirlrgicas S.A. Juiz de Fora, MG.
“Dormiun V®. Agener Unido Salde Animal. Pouso Alegre, MG.

2Dormire®. Cristalia Produtos Quimicos Farmacéuticos LTDA. Itapira, SP.

Bk etaminaAgener 10%°. Agener Unido Satde Animal. Pouso Alegre, MG.

“Isoforine®. Cristélia Produtos Quimicos Farmacéuticos LTDA. Itapira, SP.

> BD Insyte®Autoguard® 24G. BD-Becton Dickinson Industrias Cirtirgicas S.A. Juiz de Fora, MG.
®*pobutariston®. Ariston IndUstrias Quimicas e Farmacéuticas LTDA. Sdo Paulo, SP.
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manualmente em sentido aboral, de forma a esvaziar o segmento a ser obstruido. A
partir do limite oral deste segmento, realizou-se enterotomia através da qual se
inseriu um bal&o de vinil*” no limen intestinal. O bal&o foi inflado até atingir pressao
positiva de 80 mmHg, promovendo compressdo da parede intestinal. A pressao
interna do baldo foi mensurada por meio de um esfigmomandmetro acoplado ao
sistema de injecéo de ar. Ja com o baldo inflado, realizou-se enterorrafia e o célon
foi reposicionado na cavidade abdominal.

Durante o procedimento cirdrgico, o célon menor, quando exposto, foi
umedecido com solucdo de cloreto de sédio 0,9%. Decorridas quatro horas do
inicio da obstrugdo, o célon menor foi novamente exposto e o baldo de vinil
esvaziado e retirado do animal, realizando-se a enterorrafia do segmento. Ambas as
enterorrafias foram realizadas com fio de poliglactina 910 numero 2-0'° em dois
planos, sendo o primeiro em padrdo Schimieden e o segundo plano em padrao
Cushing. Ap6s a realizacao das enterorrafias, o coélon menor foi reposicionado a
cavidade abdominal e a linha alba foi suturada em padréo Sultan com fio de nylon®.
O tecido subcuténeo foi reduzido por sutura em padrdo Cushing com fio de
poliglactina 910 nimero 0%. A dermorrafia foi realizada em padrdo Wolff utilizando-

se fio de nylon®.

' Nabaiji Water Polo 6”. Wuijiang City Huangjun Textile Co., Ltd. Jiangsu, China.
“Fisiolégico cloreto de sédio a 0,9%. JP IndUstria Farmacéutica S.A. Ribeirao Preto, SP.
Vicryl® 2-0. Ethicon. S&o José dos Campos, SP.

*°Fio de Nylon 3 agulhado. Shalon Suturas. S&o Luis de Montes Belo, GO.

*! Vicryl® 0. Ethicon. S&o José dos Campos, SP.



20

4.4. Cuidados poOs-cirurgicos

No periodo pés-ciriirgico, os animais receberam ceftiofur® na dose de 2,2

mg/kg, a cada 12 horas, IV, cloridrato de tramadol®

na dose de 1,1 mg/kg, a cada
seis horas, sendo administrados 0,55 mg/kg por via intramuscular (IM) e 0,55 mg/kg
IV e butilbrometo de escopolamina® na dose de 0,25 mg/kg a cada seis horas IV. As
terapias antibiética e analgésica foram iniciadas no ato cirurgico apos o fechamento
da cavidade abdominal e perduraram até o término das avaliagbes. Realizou-se
curativos da ferida cirurgica a cada 12 horas mediante limpeza com
polivinilpirrolidona-iodo tépico a 1% durante dez dias apds o procedimento cirurgico,
quando entdo os pontos de pele foram retirados.

No decorrer do periodo poés-cirirgico o0s animais receberam como

alimentagao capim fresco e agua a vontade.

4.5. Analise histolégica

ApoOs a colheita por bidpsia, as amostras de tecido laminar dos cascos foram
fixadas durante 24 horas em formalina tamponada a 10%. Sequencialmente o tecido
foi desidratado em solu¢gdes com concentracéo crescente de alcool etilico (70%,
80%, 90%) num periodo de 60 minutos cada, imersas trés vezes em alcool absoluto
e trés vezes em Xilol”®. A impregnacéo e inclusdo em parafina® foram efetuadas em
duas incubagdes durante uma hora a 60°C. As amostras foram clivadas e incluidas
transversalmente com as porgdes centrais do fragmento de tecido posicionadas
mais externamente no bloco. As amostras de tecido laminar dos cascos foram entéo
cortadas em fragmentos de 5 um de espessura no micrétomo Spencer 820%’. Os

cortes foram posicionados sobre laminas de vidro desengorduradas e previamente

*’Minoxel® 8G. Lapisa. La Piedad, México.

“Tramal®. Laboratdrios Pfizer LTDA. Guarulhos, SP.

**Buscopan®. Boehringer Ingelheim do Brasil Quimica e Farmacéutica LTDA. Itapecerica da Serra,
SP.

“Reagen produtos para Laboratério S.A., Colombo, PR.

*paraplast®.Sigma-Aldrish. St. Louis, EUA.

" American Optical. EUA.
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enfilmadas com solucao de glicerol-albumina (0,5%) e mantidos em estufa a 37°C
durante 12 horas.

Os cortes de tecido laminar foram corados com HE para a visibilizacdo de
lesdes celulares e com acido periédico de Schiff (PAS) para visibilizacao de lesées
na membrana basal deste tecido.

As imagens obtidas por microscopia Optica foram sistematicamente
fotomicrografadas28 e avaliadas quanto a presenca de alteragdes por um sistema de

analise de imagem computadorizada®.

4.6. Analise zimografica das metaloproteinases 2 e 9

As analises zimograficas foram realizadas no laboratério de Patologia
Aplicada do departamento de clinica, cirurgia e reproducao animal da Faculdade de
Medicina Veterinaria de Aracatuba, Unesp, sob orientacdo da Prof°. Dra. Gisele
Fabrino Machado.

A extracdo das proteinas das amostras de tecido laminar do casco foi
realizada macerando-se um fragmento de cada amostra de aproximadamente 0,2
gramas (g) em 1,0 mL de tampao de lise (Tris 50mM (6,057 g), NaCl 150 mM (8,775
g), CaCl, 5 mM (0,555 g), éter dodecil-polioxietilenoglicol 0,05% (Brij-35) (0,5 g),
agua destilada (qsp) (1000 mL) e tablete inibidor de protease® 1/50 ml) com auxilio
de gral de porcelana e pistilo. O conteudo macerado foi colocado em microtubos e
centrifugado por 15 minutos a 12.000 rpm, a 4°C. Apds a centrifugacgéo, retirou-se o
sobrenadante que foi transferido para outro microtubo para quantificagdo proteica.
Todo o procedimento para extracdo das proteinas das amostras foi realizado a 4°C
sobre uma cuba de gelo em sala climatizada.

Apds a extracao foi realizada a quantificagdo das proteinas pelo método do
acido bicinconinico®. Este teste foi realizado utilizando-se uma placa para
microtitulagao tipo ELISA, em duplicatas o numero de amostras a serem analisadas.

Foi determinada a utilizagdo de cinco pontos da curva padrao (200 pyL/mL, 400

*Camedia Olympus 95-98 ME, Olympus.

? Image Pro® Plus. Cybernetica, Rockville, EUA.

% EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail Tablets. Roche Applied Science, Alemanha.
*! pierce BCA Protein Assay Reagent. Pierce Biotechnology, EUA.
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pML/mL, 600 pyL/mL, 800 yL/mL e 1000 uL/mL de BSA). Em cada um dos respectivos
pocos foram colocados 10 yL de cada uma das cinco concentragdes dos pontos da
curva padrao. Entdo, adicionou-se 10 pL da amostra a ser analisada e 200 uL de
solugado de trabalho a cada um dos pocgos em duplicata. A solugéo de trabalho foi
composta por cinquenta partes do reagente A para uma parte do reagente B do Kit
BCA 23225%. A placa foi entdo incubada em estufa a 37°C por 30 minutos e
posteriormente analisada em espectrofotbmetro com absorbancia de 562 nm (540-
590 nm). A concentracéo de proteinas foi estimada (em uL/mL) por meio de equacgao
de regressédo. Apos o estabelecimento da concentracdo de proteinas de cada
amostra, o volume foi ajustado para que houvesse 15 ug de proteinas por amostra,
quando necessario diluindo a amostra com agua destilada, para que fosse mantido o
volume de 10 pL.

A eletroforese ndo desnaturante foi realizada utilizando-se uma cuba de
eletroforeses vertical®’. Apos a montagem das placas de vidro, as mesmas foram
lavadas com alcool e secadas com papel filtro. Entdo procedeu-se a confecgdo do
gel de corrida a 10% (4 mL de gelatina tipo A (1mg/mL), 3,3 m de Acrilamida/Bis
(30:0,8), 2,5 mL de Tris-HCI pH 8,8 1M, 100 uL SDS 1%, 100 uyL PSA 10% e 4 pL de
TEMED). O gel de corrida foi adicionado entre as placas de vidro da cuba, deixando-
se aproximadamente 1 cm entre a superficie do gel e a borda do vidro, para que
posteriormente fosse adicionado o gel de empilhamento. Foram colocados
aproximadamente 1000 pL de etanol absoluto sobre o gel de corrida para que
houvesse a polimerizacado deste sem irregularidades. Apés a polimerizagcdo do gel
de corrida (aproximadamente 15 minutos) o etanol absoluto foi retirado e o local foi
seco cuidadosamente com papel filtro (sem que o gel fosse tocado). Entdo o gel de
empilhamento a 5% (2,1 mL de agua destilada, 500 pL de Acrilamida/Bis (30:0,8),
380 pL de Tris-HCI pH 6,8 1M, 30 uL de SDS 0,5%, 30 pL de PSA 10% e 3 pL de
TEMED) foi adicionado sobre o gel de corrida. O pente para formacao dos poc¢os,
também foi colocado. Ap6s a polimerizacdgo do gel de empilhamento
(aproximadamente 15 minutos), o pente foi retirado, e os pogcos entdo formados
foram lavados com agua destilada. Logo ap6s os géis foram colocados dentro da

cuba de eletroforese e esta foi preenchida com tampéo de corrida, pH 8,3, gelado,

#MiniveAmershamVertical Electrophoresis System®.GE Healthcare Life Sciences, Inglaterra.
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de forma que a plataforma com os géis ficasse submersa. O tampé&o de corrida foi
constituido de 30,2 g de Tris base 250 mM, 144 g de Glicina 1,92 M, 10 g de SDS
1% e 1000 mL de agua destilada.

Com os géis prontos, as amostras com volume de 10 pL (amostra/dgua
destilada), contendo 15 ug de proteinas, tiveram 10 yL de tampao de amostra (2 mL
de Glicerol, 0,4 g de SDS 4%, 0,05 g azul de bromofenol e 10 mL de Tris-HCI 0,125
M pH 6,8) adicionado.

Este conteudo (amostra/tampéo de amostra) foi colocado em cada pogo do
gel de empilhamento (um pogo por amostra), a partir do segundo pogo, pois no
primeiro pogo foi adicionada a amostra controle (amostra controle/colagenase, MMP
recombinante, neoplasia). A cuba foi fechada e colocada dentro de um recipiente
com gelo e a corrida foi iniciada. O gel de empilhamento foi corrido a 110V e 50 mA
(25 mA por gel), quando as amostras ultrapassaram o limite entre o gel de
empilhamento e o gel de corrida, estes valores foram alterados para 125V e 80 mA
(40 mA por gel) e a corrida durou aproximadamente trés horas.

Apds o término da corrida dos géis, deu-se inicio aos procedimentos de
deteccédo enzimatica. Para isso os géis foram lavados em solugéo de Triton X-100
2,5% durante 30 minutos em temperatura ambiente sob constante agitacao.
Posteriormente, os géis foram incubados em tampao de ativacao enzimatica (6,057
g de Tris 50 mM, 1,11 g de CaCl,; 10 mM, 0,65 g de NaN3 (azida sddica) 10 mM, 2,0
mL de Brij-35 0,2%, 1000 mL de agua destilada (qsp) pH 7,6) por vinte horas a 37°C
(em estufa) sob constante agitacao.

Apds serem incubados, os géis foram corados com azul de Coomassie 0,5%
(1 g de Azul de Coomassie R-250 0,5% e 200 mL de solugao fixadora, composta por
500 mL de alcool metilico, 100 mL de acido acético glacial e 400 mL de agua
destilada) durante 30 minutos. Apds este procedimento os géis foram descorados
em solugao descorante (500 mL de alcool metilico, 100 mL de acido acético glacial e
400 mL de agua destilada), durante aproximadamente 40 minutos. Entdo os géis
foram armazenados em agua destilada a 4°C durante um dia, para melhorar seu
contraste.

Os géis foram fotografados com alta resolugdo, utilizando-se foto

documentador, que forma imagens de tamanho e qualidade padronizada. Estas
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imagens dos géis foram posteriormente analisadas utilizando-se o software Image

J*3, com 0 método da densidade integrada (expresso em unidades arbitrarias).
4.7. Analise estatistica

As variaveis foram analisadas segundo delineamento em blocos casualizados
do programa computacional AgroEstat (2011)%*. Realizou-se a Anélise de Variancia
(ANOVA) para avaliar a quantidade de MMPs (pr6-MMP-2, MMP-2-ativa e pro-MMP-
9) detectadas durantes os trés momentos experimentais. Utilizou-se o teste Tukey
para a comparacdo das médias das MMPs em cada um dos momentos
experimentais. Para todas as analises realizadas estabeleceu-se o nivel de

significancia igual a p<0,05.

*Image processing and analysis in Java. National Institutes of Health, EUA.
3 AgroStat- Sistema para Andlises Estatisticas de Ensaios Agronémicos, Verséo 1.1.0.626, 2011.
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5. RESULTADOS

5.1. Andlises histoldgicas

As analises histolégicas das amostras colhidas em TO coradas com HE néo
evidenciaram alteragcdes em sua morfologia normal (figuras 2 e 3)

No momento T4 foram encontradas alteragcbes nas amostras de dois animais.
Nestes, observou-se células em apoptose e perda do posicionamento anatdémico
normal das laminas dérmicas e epidérmicas.

As amostras colhidas em T72 apresentaram alteracdes em sua morfologia
normal. Observou-se numero elevado de células em apoptose (figura 4), intensa
proliferacdo de queratinocitos entre a membrana basal e a porgdo queratinizada das
laminas, alongamento das laminas epidérmicas secundarias (figura 5), aumento no
nuamero de vasos na derme, nucleos picnoéticos e posicionamento anatémico
anormal das laminas dérmicas secundarias e laminas epidérmicas secundarias

(figura 4).
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Figura 2. Fotomicrografia ilustrando a derme (D), epiderme (E), laminas epidérmicas primarias
(LEP) e laminas dérmicas primarias (LDP) do tecido laminar de equino obtido por meio de
bi6psia no momento TO. Observa-se a integridade das estruturas. Hematoxilina-Eosina, obj 4x.
Jaboticabal 2013.

Figura 3. Fotomicrografia ilustrando as laminas epidérmicas primarias (LEP), laminas dérmicas
primarias (LDP), laminas epidérmicas secundarias (LES) e laminas dérmicas secundarias
(LDS) do tecido laminar de equino obtido por meio de biépsia no momento TO. Observa-se a
integridade das estruturas. Hematoxilina-Eosina, obj 40x. Jaboticabal 2013.
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Figura 4. Fotomicrografia ilustrando a presenca de células em apoptose (CA), nucleos
picnéticos (NP), além do posicionamento anatémico anormal (PAA) das laminas dérmicas e
epidérmicas secundarias, em amostra de tecido laminar de equino submetido a obstrucdo
intraluminal do coélon menor. A amostra foi obtida por meio de bidpsia 72 horas apés a
desobstrucao intraluminal (T72). Hematoxilina-Eosina, obj 40x. Jaboticabal 2013.

Figura 5. Fotomicrografia ilustrando a proliferacéo de queratinécitos entre a membrana basal e
a porcdo queratinizada das laminas (A) e o alongamento das laminas epidérmicas secundarias
(B), em amostra de tecido laminar de equino submetido a obstru¢do intraluminal do célon
menor. A amostra foi obtida por meio de biépsia 72 horas apés a desobstrucdo intraluminal
(T72). Hematoxilina-Eosina, obj 40x. Jaboticabal 2013.
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A coloracdo com PAS possibilitou a visibilizacdo da membrana basal,
conferindo a esta coloragao carmim.

As amostras de tecido laminar do casco no momento TO, coradas com PAS,
nao apresentaram alteragbes, demonstrando membranas basais intactas, bem
delineadas e sem qualquer interrupcdo (figura 6). Nas amostras colhidas no
momento T4, ndo foram observadas alteracbes nas membranas basais de seis
animais. As amostras de dois animais evidenciaram o inicio do afilamento da
membrana basal no apice das laminas epidérmicas secundarias.

As alteracbes observadas no momento T72 consistem em laminas
epidérmicas secundarias com alongamento anormal e afilamento da membrana

basal no apice das laminas epidérmicas secundarias (figura 7).

Figura 6. Fotomicrografia ilustrando a membrana basal (leve contorno de coloracdo carmim),
indicada pelas setas em amostra de tecido laminar de equino, obtida por meio de bidpsia no
momento TO. Acido Periddico-Schiff, obj 40x. Jaboticabal 2013.
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Figura 7. Fotomicrografia ilustrando o afilamento da membrana basal no apice das laminas epidérmicas
secundarias (AMB), podendo ser observado também o alongamento das laminas epidérmicas
secundarias, em amostra de tecido laminar de equino submetido a obstrucdo intraluminal do

célon menor obtida por meio de bidpsia 72 horas apds a desobstrucdo intraluminal. Acido
Periédico-Schiff, obj 40x. Jaboticabal 2013.
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5.2. Andlise zimografica

As metaloproteinases foram expressas em géis de zimograma (figura 8) por
meio de bandas de diferentes pesos moleculares, expressas em Quilodalton (kDa).
O programa computacional ImageJ expressou valores para as bandas
correspondentes a cada uma das MMPs. A partir destes foram feitas as médias das

guantidades das MMPs conforme tabela 1.

Figura 8. Zimograma representante das amostras de tecido laminar do casco, dos trés
momentos (TO, T4, T72) de trés equinos submetidos a obstrugdo intraluminal do célon
menor (Cl, C2, C3). Sendo a primeira coluna o controle de peso molecular
(adenocarcinoma mamario canino), e em seguida as amostras de cada momento dos
trés equinos. Cada coluna demonstra as bandas correspondentes a cada uma das MMPs,
diferenciadas através de seu peso molecular em kDa. Podendo ser notadas as bandas
correspondentes a Pro-MMP-9 com 92 kDa, a préo-MMP-2 com 72 Kda e a MMP-2 ativa
com 66 kDa. Nota-se a banda de MMP-9 ativa com 86 kDa somente na coluna
correspondente ao controle de peso molecular, j4 que esta ndo foi detectada nas
amostras de tecido laminar do casco.

A pro-MMP-2 foi detectada na maior parte das amostras analisadas, porém
nao houve diferenga entre os momentos avaliados (figura 9).

A MMP-2 ativa foi detectada nos momentos TO e T4, sendo detectada
somente em algumas amostras do momento T72, entretanto ndo houve diferenca

significativa entre os momentos (figura 10).
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A pro-MMP-9 foi detectada na maior parte das amostras dos momentos TO,

T4 e T72, sem que houvesse diferenca entre os momentos (figura 11). J& a MMP-9

ativa ndo foi detectada em nenhuma das amostras analisadas, dentre todos os

momentos.

Tabela 1. Valores das médias e desvio padrdo da meédia da pro-metaloproteinase 9 (Pro-

MMP-9),

pro-metaloproteinase 2 (Pro-MMP-2) e metaloproteinase 2 ativa (MMP-2),

expressas em unidades arbitrarias, obtidas do tecido laminar do casco de equinos (n=8)
submetidos a obstru¢édo intraluminal do c6lon menor. Jaboticabal, 2013.

TO T4 T72
MMPs . . .
Média ~ D°SVIO  \ggia  Desvio Média  Desvio
padréo padréo padréo
pr6-MMP-2 27,4 21,7 35,8 16,4 37,9 7,6
MMP-2 ativa 0,3 1,7 0,7 0,9 2,1 15
pr6-MMP-9 77,7 84,8 142,4 105,3 75,1 40,2
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Figura 9. Valores individuais e média das concentracdes da pro-MMP-2 expressas em unidades
arbitrarias em amostras extraidas do tecido laminar do casco de equinos (n=8) submetidos a
obstrucado intraluminal do célon menor. O tecido foi obtido por meio de bidpsia antes (TO0),
imediatamente apds a desobstrucédo intestinal (T4) e 72 horas ap6s a desobstrucao intestinal
(T72). Jaboticabal 2013.
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Figura 10. Valores individuais e média das concentracdes da MMP-2 ativa expressas em unidades
arbitrarias em amostras extraidas do tecido laminar do casco de equinos (n=8) submetidos
a obstrucéo intraluminal do c6lon menor. O tecido foi obtido por meio de biépsia antes (T0),
imediatamente apés a desobstrucdo intestinal (T4) e 72 horas apés a desobstrucao

intestinal (T72). Jaboticabal 2013.
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Figura 11. Valores individuais e média das concentracdes da pro-MMP-9 expressas em unidades
arbitrarias em amostras extraidas do tecido laminar do casco de equinos (n=8) submetidos a
obstrucao intraluminal do célon menor. O tecido foi obtido por meio de bidpsia antes (TO0),
imediatamente apds a desobstrucédo intestinal (T4) e 72 horas apés a desobstrucao intestinal

(T72). Jaboticabal 2013.
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6. DISCUSSAO

A semelhanca do reportado por GRAVENA et al. (2012), neste trabalho as
amostras dos tecidos laminares dérmico e epidérmico, colhidos pelo acesso
transmural dorsal do casco, mostraram-se integras e viaveis tanto para analises
histolégicas como para determinacdo das MMPs.

Considerando que a pressdo de 80 mmHg exercida pelo baldo intraluminal
ocluiu, a0 menos parcialmente, 0s vasos responsaveis pela irrigacdo da parede
intestinal, assim como comprometeu a drenagem venosa, acredita-se que a
perfusdo tecidual tenha ficado prejudicada no periodo de manutencédo do balédo,
concretizando a ocorréncia de isquemia. De outro lado, a desobstrugéo intraluminal
ocorrida no momento T4 promoveu a reperfusdo do segmento acometido. Diante
disto, acredita-se que este evento tenha, possivelmente, levado a lesdo de
reperfusdo, mesmo que em baixa intensidade, no segmento experimentalmente
obstruido (ROWE & WHITE, 2002).

A lesdo de reperfusdo esta relacionada ao reestabelecimento da oferta de
oxigénio ao tecido, processo que tem a participacdo de células endoteliais e
receptores aferentes presentes no tecido lesionado, consequentemente, leva a
resposta inflamatéria local que pode evoluir para sistémica. Um dos fatores
associados ao inicio das lesGes de reperfusdo no intestino € a producao de radicais
livres de oxigénio (ERO), os quais, a medida que séo liberados, levam a diminuicéo
da producao de oxido nitrico, 0 que estimula a adesao e migracdo de neutrofilos. As
mudangas na membrana das células endoteliais ocasionadas pelas lesbes de
isquemia e reperfusdo levam a expressdo de moléculas e receptores de adesao
também relacionados a adesdo e migracdo de neutrofilos através do endotélio de
capilares e vénulas, ocasionando inflamacao tecidual mais pronunciada devido a
liberag&o pelos neutrdfilos ativados, ERO e outras proteases da serina que atacam o
coladgeno e, consequentemente, as membranas celulares. A liberacdo sistémica de
citocinas e a ativacdo de neutrdfilos circulantes podem levar a lesées em locais
distantes a leséo inicial (SMITH, 2006). Deste modo pode-se pressupor que a leséo

causada pela obstrucdo intraluminal ocasionou, por consequéncia, a liberacao
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sistémica de mediadores inflamatérios, que ao atingirem o tecido laminar do digito,
ocasionaram o aparecimento de lesdes nestes tecidos.

As alteracOes histologicas constatadas no tecido laminar do digito representam
a manifestacdo local da resposta inflamatéria sistémica, semelhante ao que ocorre
nos 6rgdo em casos de sepse humana, levando a ativacdo, adesdo e migracédo de
leucécitos através da parede vascular, gerando acentuada resposta inflamatéria. E,
levando-se em consideragcédo que as ceélulas do tecido laminar ndo possuem grande
resisténcia as alteracdes geradas pela alta producdo de espécies reativas de
oxigénio, ocasionada pela presenca de leucdcitos que se infiltram no tecido laminar
durante os processos inflamatorios associados a laminite. Estas alteracdes sao
agravadas pelas grandes forcas as quais estdo submetidas as laminas dérmicas e
epidérmicas do casco. Desta forma pode-se dizer que os tecidos laminares sofrem
mais intensamente a acdo de mediadores inflamatérios liberados sistemicamente
guando comparados a outros 6rgaos (BELKNAP et al., 2009).

No presente trabalho a MMP-2 ativa ndo apresentou alteracdes dentre 0s
momentos estudados, diferentemente do encontrado por LOFTUS et al. (2009) em
animais com laminite induzida por sobrecarga de carboidratos, com amostras
colhidas entre 36 e 48 horas ap0s a inducédo da laminite e também em animais com
laminite crénica agravada. JOHNSON et al. (1998) relataram elevacdo da MMP-2
ativa em animais acometidos por laminite em estudo comparativo entre animais com
laminite clinicamente comprovada e animais saudaveis.

Relativamente aos valores de pr6-MMP-2, ndo foram encontradas alteraces
entre os diferentes momentos estudados. Os valores encontrados para 0 momento
TO sdo semelhantes aos reportados por outros autores para equinos (MEDINA-
TORRES et al.,, 2011). Diferenca significativa nos valores de pr6-MMP-2 nas
amostras de animais que tiveram laminite induzida por sobrecarga de carboidratos
nao foram encontradas por outros autores (LOFTUS et al., 2009), a semelhanca do
encontrado neste trabalho.

Possivelmente as alteracdes nos valores da pr6-MMP-2 e MMP-2 ativa ndo
foram detectadas devido a baixa intensidade das lesdes ocasionadas pelo método

de obstrucdo, que provavelmente ocasionou a liberacdo de mediadores inflamatorios
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para os tecidos laminares, porém ndo em quantidades suficientes para levar a
aumento na liberacao e ativacao da pro-MMP-2 e MMP-2 ativa respectivamente.

JOHNSON et al. (1998) e LOFTUS et al. (2009), em seus respectivos
trabalhos, relataram aumentos nos valores de pro-MMP-9. Diferentemente do
reportado por MEDINA-TORRES et al. (2011), que encontraram diminuicdo nos
valores da pr6-MMP-9. No presente trabalho os valores da pr6-MMP-9 néao
obtiveram alteracbes significativas. A presenca da pro-MMP-9 estad diretamente
relacionada com a presenca de citocinas pro-inflamatorias, as quais atraem ceélulas
inflamatdrias para o tecido laminar e ocasionam a liberacéo e ativacdo da pr6-MMP-
9 (CLUTTERBUCK et al., 2010), desta forma, a manutencdo dos valores da pro-
MMP-9 no presente estudo pode estar relacionada ao grau de lesdo gerado pelo
método de obstrugdo intestinal intraluminal, que causou isquemia parcial no
segmento obstruido, levando a lesfes, porém de baixa intensidade, o que ocasionou
a liberacdo de mediadores inflamatérios sistémicos em pequena quantidade,
levando a menor liberacdo e ativacao da pro-MMP-9 nas amostras de tecido laminar.

JOHNSON et al. (1998) e LOFTUS et al. (2009) em seus estudos realizados
em animais com laminite ndo detectaram alteracdes nos valores da MMP-9 em sua
forma ativa, contudo MEDINA-TORRES et al. (2011) em seu trabalho in vitro
relataram aumento nos valores da MMP-9 ativa. Em nosso estudo a MMP-9 ativa
nao foi detectada em nenhum dos momentos experimentais, o que condiz com a
pouca variacdo da pr6-MMP-9 descrita anteriormente, pro-enzima que sofre
clivagem proteolitica sendo ativada como MMP-9 ativa, deste modo, mesmo que
tenha havido ativacdo da pr6-MMP-9, esta ativacao nao foi significativa a ponto de
ser detectada pelo método de analise zimografica.

As lesBes encontradas nas analises histoldgicas coradas tanto com HE quanto
com PAS condizem com as classificadas como grau | (leves) por POLLITT (1996),
gue descreveu o alongamento da LES com pontas menos arredondadas que o
normal, nucleo das células basais arredondados ao invés de ovalados, perda do
posicionamento anatdémico normal das LES e LDS, além de perda da simetria e
continuidade da membrana basal, e presenca de afilamento da MB no apice das
LES em forma de teto. No presente trabalho, as amostras de tecido laminar do
casco colhidas no momento T72, coradas com HE, apresentaram alteracbes
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histologicas caracteristicas de laminite, como o alongamento das l|aminas
epidérmicas secundarias e 0 posicionamento anatdomico anormal das laminas
dérmicas e epidérmicas, além da presenca de células em apoptose, nucleos
picnéticos e a proliferacdo de queratindcitos. Ja as amostras coradas com PAS
apresentaram como principal alteragdo o afilamento da membrana basal no &pice
das laminas epidérmicas secundarias. As amostras basais, coradas com HE e PAS
nao tinham alteragcbes, o que condiz com o quadro de higidez preconizado pelo
estudo para a selecdo dos animais utilizados no experimento, de modo que estes
animais nao possuiam alteracdes clinicas e radiogréficas, caracteristicas de histérico
de laminite.

As amostras colhidas no momento T4 apresentaram poucas células em
apoptose, leve perda do posicionamento anatdmico normal das laminas dérmicas e
epidérmicas e o inicio do afilamento da membrana basal no &pice das laminas
epidérmicas secundarias, lesdes que podem ser consideradas iniciais e de pouca
magnitude, as quais posteriormente evoluiram para as lesdes caracteristicas de
laminite encontradas nas amostras do momento T72. Possivelmente, o
aparecimento de lesdes iniciais ainda ndo agravadas, encontradas em T4, momento
da desobstrucao intraluminal, se deva ao pouco tempo decorrido apos a reperfuséo
tecidual do segmento intestinal obstruido, que s6 ocorreu apds a desobstrucéo e
provavelmente desencadeou a liberagdo de mediadores inflamatérios relacionados
ao aparecimento de lesdes no tecido laminar do casco.

Em trabalho desenvolvido por CROSER & POLLITT (2006) com animais que
sofreram a inducao de laminite por sobrecarga de carboidratos, e tiveram amostras
de tecido laminar colhidas por meio de biopsias, foram relatadas lesbes muito
semelhantes as encontradas no presente trabalho, sendo o inicio do aparecimento
destas lesbes relatado apdés 12 horas da inducdo da laminite, com posterior
agravamento destas lesdes, tanto em gravidade quanto em extensao, nas amostras
obtidas posteriormente a cada seis horas até a eutanasia dos animais ocorrida apés
48 horas da inducéo.

Deste modo supde-se que maior numero de colheitas seriadas ap6s o
momento de desobstrucéo intestinal, evidenciaria evolu¢cao gradual das lesdes até o

momento T72. Entretanto, tal procedimento ndo pode ser realizado devido a grande
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guantidade de bidpsias necessarias, 0 que poderia levar a perda da integridade do
casco.

Em trabalho que avaliou o tecido laminar de equinos acometidos com sindrome
colica de ocorréncia natural que evoluiram para o6bito, LASKOSKI et al. (2009)
relataram lesfes classificadas segundo POLLITT (1996) como de grau | até Il
sendo as lesbes de grau | semelhantes as encontradas no presente trabalho.
Embora o periodo de evolugéo destas lesdes néo tenha diferido das encontradas no
momento T72 desta pesquisa, o fato dos animais avaliados terem evoluido para
Obito faz supor que desenvolveram lesdes mais graves que as apresentadas pelos
animais de nossa pesquisa, 0s quais, embora tenham demonstrado quadro de

inflamagé&o sistémica esta provavelmente foi de carater leve.



38

7. CONCLUSAO

A indugdo experimental de obstrugdo intraluminal do colon menor foi
responsavel pelo surgimento de lesdes de grau leve no tecido dérmico e epidérmico
laminar do casco equino. Contudo nao levou a altera¢cdes nos valores de pro-MMP-
2, MMP-2-ativa, Pro-MMP-9 e MMP-9-ativa, no tecido laminar do casco.

Entretanto, estudos complementares acerca da liberacdo de mediadores
inflamatorios sistémicos, que levam a ocorréncia de lesdes e a liberacdo e ativacao
das MMPs no tecido laminar do casco equino devem ser realizados para melhor

compreensao do assunto.
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