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EPIGRAFE

SO nos paraenses sabemos...

Tem coisas que s6 o paraense, seja ele de nascimento ou por adogéo, sabe o
que é: Passar numa esquina, e salivar s6 de sentir o cheiro do tucupi, ou da manicoba,
empinar papagaio do cobra; ou fazer pacientemente, com talinhas de palmeira e papel
de seda, uma curica pra os filhos brincarem.

Paraense joga peteca, ndo bola de gude, tem seguro contra as mangas que
quebram os para-brisas dos carros, pena que ndo tem seguro pra cabeca, eu mesma ja
fui alvo delas...

Paraense conhece mato, marés, conta a estéria do boto, mog¢o bonito, mas com
um pitil de peixe, mas que mesmo assim, encanta as mocoilas mais desavisadas nas
noites de lua cheia, ndo sabe o que € pitit? O paraense sabe!...

Por aqui tomamos acai pra dormir a sesta, com farinha d'agua ou de tapioca,
com agucar ou sem, com charque, pirarucu ou sem nada so6 ele purinho, bom que so...

Tomamos banho de rio, barrento como o0 Guama ou a baia do Guajara, de rio
azul transparente como o Tapajés, de lgarapé gelado de bater o queixo de frio...

Somos indios, misticos, curandeiros, mas também com toda esta energia de
aguas e mata nao poderia ser de outro jeito, paraense vai ao Vér-o-Peso, compra
ervas, faz cha, garrafada, banho de cheiro, uma delicia! Curas de corpo e de alma.

Somos orgulhosos por sermos assim essa mistura morena, brejeira e gostosa,
por sermos auténticos, pela cultura que temos, por nosso sangue do indio que a tantos

outros se misturou e que nos faz muito, mas muito especiais!

(Adaptado do texto de Candida Maria)
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A lamina epidérmica secundaria (LES), lamina dérmica secundaria
(LDS) e o nucleo basal (N), presenca de hemidesmossomos (seta).
Aumento delOum. Em B lamina epidérmica secundaria (LES) e a
lamina dérmica secundaria (LDS) entre elas a presenca de
hemidesmossomos (seta). Aumento de 40um. Em C ndcleos das
células basais (N) e a juncdo de duas células e a placa de
desmossomos (setas). Aumento de 40um. Em D lamina epidérmica
secundaria (LES), lamina dérmica secundaria (LDS), os
hemidesmossomos (seta) acompanhando a membrana basal e os
filamentos de ancoragem (*) atravessando o espaco da lamina ldcida
para aderir-se a lamina densa (cabeca de seta). Aumento de
G101 o PP PPPPTRPPI 100
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separacdo da lamina epidérmica secundéria (LES) (seta) da membrana
basal (cabeca de seta). Aumento de 15um. Grupo Laminite +
Trinitroglicerina - em C auséncia de células basais nas laminas
epidérmicas secundarias LES, membrana basal (seta) contornando a
lamina dérmica secundaria (LDS). Aumento de 10um. Em D lamina
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Laminite Experimental: aspectos morfolégicos, morfométricos e ultra-
estruturais das laminas dérmicas e epidérmicas do casco de eqgiinos
tratados com trinitroglicerina.

RESUMO - As alteracfes ultra-estruturais ocorridas nas laminas epidérmicas e
dérmicas de equinos com laminite sdo responsaveis pela rotacdo ou afundamento da
falange distal dentro do casco. Com o objetivo de prevenir esta ocorréncia foram
estudados os efeitos da sobrecarga de carboidratos (SCHO), assim como da utilizagéo
de trinitroglicerina na fase prodrémica da laminite, nas laminas epidérmicas do casco de
quinze equinos. A inducdo da laminite por meio da sobrecarga de carboidratos alterou
siginificativamente as laminas epidérmicas primarias e secundéarias dos cascos dos
equinos dos grupos induzidos (Grupo Laminite e Grupo Laminite + Trinitroglicerina) em
comparagcdo com o Grupo Controle, causando retracdo das laminas epidérmicas
priméarias, alongamento das laminas epidérmicas secundarias e estreitamento das
laminas epidérmicas primérias e secundarias. A indugdo da laminite por meio da
sobrecarga de carboidratos diminuiu significativamente a area da célula basal assim
como a area do nucleo dos dois grupos induzidos (Grupo Laminite e Grupo Laminite +
Trinitroglicerina) em comparacdo com o grupo controle. Foi observado, pela analise
estatistica, que o Grupo Laminite obteve maior reducéo das areas, tanto da célula como
do nucleo, porém a porcentagem de ocupacédo do ndcleo na célula néo foi diferente nos
dois grupos induzidos. Na avaliacdo histopatolégica, foram observadas lesGes
lamelares nos grupos Laminite e Laminite + Trinitroglicerina, caracteristicas de
processo degenerativo das laminas epidérmicas. Ocorreram diminuigdes nos nameros
de hemidesmossomos dos grupos induzidos quando comparados com o Grupo
Controle. A administracdo de trinitroglicerina ndo foi capaz de impedir o
desenvolvimento de lesbes nas laminas epidérmicas e dérmicas, assim como, nas
células basais e membrana basal em cavalos com laminite induzida por sobrecarga de

carboidratos.

Palavras-chaves: Laminite, 6xido nitrico, hemidesmossomos, membrana basal,

equinos.
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Experimental Laminitis: morphometric, morphological and
ultrastructural aspect of dermal and epidermal lamellae equine hoof

treated with glyceryl trinitrate.

ABSTRACT - Disruption of the lamellar ultrastructural is responsible for a cellular failure,
that culminates in distal rotation of the distal phalanx within the hoof. Aiming to prevent
such debilitating condition, effects of carbohydrate overload and glyceryl trinitrate (TNG)
use during the prodromal stages of experimentally induced laminitis in fifteen horses
hoof were studied. Laminitis induced by grain overload affected significantly primary
and secondary lamellar structure from horse’s hoof (Group Il and Ill), which in turn led to
primary epidermal retraction, basal cells became elongated and both primary and
secondary epidermal lamellae clump together when compared to control group (Gl).
Equine that developed laminitis induced by carbohydrate overload had a significant
reduction in basal cell nucleus in both GII and GlIl groups, when compared to horses
from GI. Horses from GII group had higher reduction in areas relative to both cell and
nucleus, however, the percentage of nucleus position within cell was not different in both
horses groups (GIl and Glll). Histophatology of hooves revealed lamellae lesions in both
horses groups (Gll and Glll), characterized by a degenerative process present on
epidermal lamellae. Lower number of hemidesmosome in both Gll and GlII groups were
observed. The administration of TNG was unable to prevent the development of lesions
lamellae epidermal and dermal, as in the epidermal basal cells and the basement
membrane in horses with laminitis induced by carbohydrate overload.

KEYWORDS: Laminitis, nitric oxid, hemidesmossome, basement membrane,

equine.



CAPITULO 1: CONSIDERAGOES GERAIS

. ANATOMIA DO DEDO

A evolucdo do cavalo foi caracterizada por reducdo no numero de dedos,
desaparecendo o segundo e 0 quarto metacarpianos/metatarsianos, ocorrendo o
crescimento e adaptacdo do terceiro metacarpo/metatarso (5,3 milhdes de anos atras),
0 que colocou o apoio do corpo sobre as pontas dos dedos. Os cavalos aumentaram de
peso e tamanho, mas conservaram em geral sua aptidao para o deslocamento rapido.
O cavalo foi empregado em diversos trabalhos, nas mais variadas condicdes, as vezes,
muito duras. Tiveram seus habitos modificados, onde a alimentacdo deixou de ser
somente pasto, passando a alimentacdo baseada em concentrado, permanecendo a
maior parte do tempo confinados em baias (JONES, 1987).

A capacidade dos equinos em se locomover depende da integridade do sistema
microvascular localizado profundamente dentro do “corium” do casco. Esta sofisticada
rede vascular fornece nutrientes e drena residuos metabdlicos da interface entre as
laminas epidérmicas e dérmicas. O complexo sistema interdigital de laminas primarias e
secundarias fornece forte ligacdo entre a parede da muralha e o tecido conectivo

laminar. A ligacdo da falange distal ao “corium” mantém o 0sso no seu alinhamento



anatdmico normal. Calcula-se que a area de superficie de apoio de cada aparato
suspensor laminar seja em média de 1,3 m? aproximadamente a extensdo da pele de
um ser humano adulto de baixa estatura (POLLITT & DARADKA, 1998). Esta grande
area superficial de sustentacdo da falange distal, e a extensa complacéncia da
arquitetura lamelar interdigital, ajudam na reducdo da tensdo e garantem o equilibrio na
transferéncia de energia durante o pico de carga do casco do equino. Durante o pico de
carga, a muralha do casco e a falange distal movem-se em conjunto e separam-se
quando a laminite interfere na anatomia laminar (POLLITT, 2001).

O digito equino consiste no casco epidérmico e tudo o que ele envolve: o
‘corium” de tecido conjuntivo (derme), o coxim digital, a maior parte das cartilagens
laterais (colaterais) da falange distal, a articulacdo interfalangica distal, a extremidade
distal da falange média e o0 0sso sesamaide distal (0sso navicular), varios ligamentos,
tenddes de insercdo dos musculos: extensor digital comum longo e flexor digital
profundo, vasos sanguineos e nervos. A juncdo preliminar do digito € a interfalangica
distal compreendida pela falange medial, a falange distal e o osso sesamdide distal
(KAINER, 1989).

A fonte arterial da extremidade distal do membro toracico é derivada
principalmente das artérias palmares digitais medial e lateral. O primeiro ramo ao nivel
da juncéo interfalangica proximal é a artéria bulbar, que além de fornecer ramos para o
coxim digital também emite ramificacbes como as artérias corondrias, que irrigam 0s
taldes e o “corium” perioplico. O ramo seguinte é o da artéria dorsal da falange medial,
que da origem a anastomoses dorsalmente formando o circulo coronario arterial. A
artéria coronaria e o circulo coronario arterial fornecem ramos para a articulagédo
interfalangica distal, tenddo do musculo extensor digital comum longo, “coriuns”
perioplico e coronério, fascia e pele. O arco colateral na falange média é formado pelos
ramos da artéria digital palmar e artéria palmar da falange média. Este arco irriga o
0sso sesamoide distal, a juncdo interfalangica distal, o coxim digital e o “corium”
ungueal. Na falange distal, a artéria palmar dorsal da origem a artéria palmar da falange
distal, que irriga o coxim digital e o “corium” da ranilha, essas artérias desprendem

ramos que originam a artéria circunflexa e o arco terminal, irrigando o osso sesamoéide



distal, “corium” laminar, e os “coriuns” solares e ungueais (KAINER, 1989). O fluxo de
sangue dentro das laminas € de distal para proximal. Anastomoses arteriovenosas
ocorrem na derme, faixa coronaria, nas estruturas neurovasculares dentro das laminas
dérmicas, e na entrada e ao longo do comprimento das laminas dérmicas (POLLITT &
MOLYNEUX, 1990; MOLYNEUX et al.,1994).

Pesquisadores relataram que a densidade de anastomoses arteriovenosas no
interior das laminas é alta, cerca de 500 unidades/cm?, existindo diversas hipéteses
para o funcionamento dessas anastomoses. Uma das hipéteses € que durante longos
periodos de exposi¢cdo ao frio, ocorre a abertura das anastomoses para permitir o
aquecimento dos cascos pelo aumento do fluxo de sangue. A outra hipotese € que as
flutuacdes da presséo alta (aumentos da presséo no digito devido ao galope e ao salto)
fazem com que ocorra a abertura das anastomoses para dissipar a elevacdo na
pressdo, agindo como “valvula de seguranca” para o sistema vascular (POLLITT &
MOLYNEUX, 1990).

As estruturas profundas do casco e do 0osso sesamoide distal sédo drenadas por
trés plexos venosos: plexo dorsal no “corium” laminar, plexo coronario no “corium”
coronario e plexo palmar. Na borda proximal de cada cartilagem, os trés plexos
convergem para veia digital palmar. Localizadas na superficie palmar média da falange
média, as anastomoses entre as veias digitais palmar, drenam o0 0sso sesamoide distal
e o coxim digital. A maioria das veias do casco tem valvulas e o sentido de seu fluxo é
dependente da dire¢édo das forcas e do peso (KAINER, 1989). Devido, provavelmente, a
anatomia do membro distal e as forcas requeridas para o retorno venoso ao coracao, 0s
vasos digitais sdo completamente musculares quando comparados com as veias de
outros tecidos e de outras espécies (ALLEN et al., 1988a).

Os nervos do casco derivam principalmente dos nervos palmar digital medial e
lateral. Um ramo dorsal, e em aproximadamente 30% dos cavalos, um ramo
intermediario, fornecem inervacdo vasomotora e sensorial ao aspecto dorsal da
articulacdo interfalangica distal, ao “corium” perioplico e ao “corium” laminar (KAINER,
1989). O nervo digital palmar continua em dire¢éo distal suprindo o “corium” solar e
laminar (MOLYNEUX et al., 1994).



Em estudos sobre a anatomia e microscopia 6tica de casco de eqilinos normais,
STUMP (1967) observou que o0 casco renova-se constantemente e comparou este
mecanismo ao que ocorre na pele. Histologicamente a epiderme do casco €
caracterizada por uma fina camada interna, o estrato germinativo préximo ao “corium” e
uma camada pesada de estrato cérneo. O estrato germinativo forma uma camada
continua sobre o “corium”, e as varias partes de crescimento do casco resultam da
proliferacdo desta camada (STUMP, 1967).

O casco é composto pelo estrato externo, uma delgada camada cérnea tubular,
macia e escamosa, que se origina das camadas germinativas da epiderme do perioplo.
O estrato médio, consistente de queratina tubular e intertubular, constitui a principal
estrutura de sustentacdo da parede (HOOD, 1999; STUMP, 1967). Os tubulos cérneos
estdo orientados paralelamente a superficie externa do casco e suas células
queratinizadas possuem disposi¢do altamente ordenada. O estrato interno é formado
por aproximadamente 600 laminas queratinizadas primarias, orientadas verticalmente e
que se estendem para o interior do estrato médio, com o qual sdo continuas. Cerca de
100 a 200 laminas secundarias projetam-se em angulos retos de cada lamina primaria
(Figura 1). Essas laminas se interdigitam com laminas semelhantes do “corium” e
ancoram o casco queratinizado no tecido conjuntivo sensivel adjacente (STUMP, 1967).

Do ponto de vista fisiolégico, € mais correto entender que o tecido cérneo do
casco, em suas diversas localizacdes, varia em propriedades histoquimicas e deve ser
tanto duro como macio em diferentes regides anatbmicas, para realizar diversas
funcdes. Normalmente, a dureza do tecido cérneo da capsula é descrito em ordem
decrescente no sentido muralha>sola>taldo >linha branca.

A epiderme lamelar é uma espécie de “forro viloso” da muralha do casco. Essas
vilosidades aumentam muito seu adelgacamento nas por¢cdes mais distais e permeiam
o tecido cérneo da sola para formar a linha branca. As laminas séo estruturas folhosas
dispostas perpendicularmente na superficie interna da muralha (Figura 1). Elas
aumentam a superficie interna da muralha para fornecer o maximo de sitios para

ligacdo das estruturas fibrosas da falange distal (STUMP, 1967).



Em cada estrutura, o tecido corneo é produzido pelos queratinécitos da epiderme
em processo especializado conhecido como queratinizacdo. As células epidérmicas se
tornam queratinizadas, em processo descrito como “morte programada” (Figura 1). A
estrutura e a qualidade do tecido corneo sédo dependentes da queratinizacao fisioldgica,
na qual o produto final, o tecido corneo do casco, pode néo ser de boa qualidade.
Devido a epiderme ser avascular, os queratindcitos dependem, para sua nutricdo da
difusdo de oxigénio e nutrientes da fina microvasculatura da derme (“corium”),
passando através da membrana basal. Essa difusdo é facilmente quebrada, ocorrendo,
neste caso como resultado, a producao de tecido corneo com alteracdes estruturais. O
tecido corneo consiste de células epidérmicas queratinizadas e uma substéncia de
ligamento conhecida como material de cobertura de membrana, uma espécie de
cimento. Os queratinécitos da camada basal da epiderme produzem dois tipos de
queratinas protéicas: proteinas filamentosas e proteinas de filamento associadas. As
Gltimas séo caracterizadas por seu alto conteudo de cisteina. A estabilidade estrutural
do tecido cdrneo é resultado do complexo queratina-proteina feito possivelmente pelas
ligacbes dissulfetos entre os residuos de cisteina. O material de cobertura de
membrana é produzido pelos queratindcitos da camada espinhal da epiderme. Este
material consiste de glicoproteinas e lipidios complexos e pode ser considerado uma
“argamassa”. As porcdes glicoprotéicas do material de cobertura de membrana séo
necessarias para a ligacdo das células do tecido cérneo, e os lipidios sdo componentes
importantes como barreiras de permeabilidade necesséaria para manter hidratacdo do
tecido corneo nas condi¢cdes ambientais as quais estdo expostos (COFFMAN et al.,
1970).
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Figura 1 — llustracdo da composi¢do das laminas epidérmicas secundérias do casco de equlinos normais,
mostrando o estrato espinhoso (EE), precursores de queratinécitos (PQ), zona queratégena (ZQ)
e célula basal (CB) (HE — Aumento de 100x).

1.1. Forcgas transferidas através ao casco

Um cavalo normal carrega aproximadamente 22% de seu peso em cada membro
pélvico e 28% sobre cada membro toracico. Existem cinco cargas preliminares
colocadas no digito de um equino em estacao: (1) cargas compressivas devido ao peso
do cavalo; (2) forca ténsil de tracao do tendao flexor digital profundo; (3) forca ténsil de
tracdo interdigital laminar da parede casco; (4) forca ténsil de tracdo do tenddo extensor
digital comum longo; e (5) forca compressiva da sola no chdo. As trés forcas
predominantes em ordem ascendente de importancia sédo a carga compressiva exercida
pela massa do corpo, a forca ténsil produzida pela tracdo do tendao flexor digital
profundo sobre a falange distal e a forca ténsil da interface laminar (GARNER et al.,
1975b).



1.2. Fisiologia vascular digital normal

As veias digitais sdo altamente musculares, tém parede vascular relativamente
inelastica, e estdo situadas em compartimento ndo complacente, (ALLEN et al., 1988a).
As artérias digitais e veias equinas sdo altamente sensiveis as substancias
vasoconstrictivas, especialmente norepinefrina e endotelina (BAXTER et al. 1989a).
Além disso, “in vitro”, as veias digitais sdo mais sensiveis do que as artérias ao efeito da
angiotensina, tromboxane, norepinefrina e serotonina, além de outras substancias
endoteliais vasoconstrictivas (BAXTER et al.,, 1989a). Em estudos “in vitro” da
vasodilatacdo das veias e artérias digitais, foi observado que as veias dilatam mais do
gue as artérias em resposta a acepromazina e isoxsuprina (BAXTER et al, 1989b).

A administracdo de acetilcolina, prostaglandina E, e prostaglandina I
(prostaciclina) resultou em vasodilatacdo através das acfes endotelio-dependentes do
oxido nitrico e a dilatacdo através deste mecanismo foi abolida pela incubacdo de
tecidos com a N®-nitro-L-arginina ester metil (L-NAME), uma substancia inibidora da
oxido nitrico sintetase. Ao avaliar a acdo vasoconstritora da 5-Hidroxitriptamina (5-HT),
BAILEY & ELLIOTT (1998) observaram que esta era mais potente nas artérias digitais
do que nas artérias faciais e caudais. A baixa complacéncia e alta sensibilidade as
substancias venoconstrictivas predispde o digito equiino a pressdo venosa elevada e
pressdo hidrostatica crescente, aumentando assim, segundo estes autores, a
probabilidade de formag&o de edema laminar.

No tecido normal, os trés fatores de seguranga principais que neutralizam a
formacdo do edema sdo: permeabilidade capilar, resisténcia pré e pés-capilar e
drenagem linfatica. A impermeabilidade do endotélio capilar serve como barreira a
transudacao de liquido e proteina. Isto resulta em um gradiente mais elevado entre o
capilar e a pressdo oncatica do tecido, favorecendo o movimento de liquido no limen
capilar. Avaliado pelo uso da bomba de perfusédo extracorporal digital preparada para

medir as forcas de Starling dentro do digito equino, o leito capilar digital do equino



normal é altamente permeavel ao liquido e macromoléculas. O leito capilar retém
somente 67% das macromoléculas e € mais permeéavel do que o leito vascular da pata
do cdo e do rato (ALLEN et al., 1988b). Esta caracteristica resulta em maior
concentracdo da proteina intersticial, favorecendo a formagdo do edema. Uma
resisténcia pos-capilar baixa e pré-capilar elevada (8% e 92%, respectivamente) reduz
a pressao capilar, diminuindo desse modo a pressao hidrostéatica de filtracdo do liquido
trans-capilar. A relacdo de resisténcia pré para poés-capilar em cavalos saudaveis é
comparavel com o leito capilar musculo-esquelético de outras espécies (ALLEN et al.,
1988b). O terceiro fator de seguranca do edema é fornecido pela drenagem linfatica. Os
vasos linfaticos do digito sdo poucos e de didmetro pequeno; consequentemente, é
improvavel que a circulagédo linfatica possa proteger eficazmente o casco do edema

engquanto as forcas hidrostaticas favorecem sua formacao (ALLEN et al., 1990).

1.2.1. Controle do tdnus do musculo liso vascular

O masculo liso apresenta grande quantidade de filamentos de actina,
intercaladas com poucos filamentos de miosina (filamentos protéicos). Devido ao menor
namero de filamentos protéicos, a for¢a de contracdo é bem menor do que a das fibras
estriadas. As contragfes sdo também bem mais lentas e com tempo mais prolongado,
pois na maioria das fibras lisas ndo existem reticulos sarcoplasméaticos e, quando
presentes, estes sdo pequenos e rudimentares. A maioria dos ions calcio necessarios
para desencadear o processo contratil entra nas fibras através de sua membrana,
provenientes do liquido extra-celular. Tanto a entrada do célcio (por difusdo simples)
guanto a saida de célcio (por transporte ativo) sdo lentas. Assim, as células do musculo
liso vascular sofrem contracdo quando aumenta a concentracao intracelular do ion
célcio [Ca®"], todavia, 0 acoplamento do Ca?‘i e sua concentracéo é menos rigoroso do

que no musculo estriado ou no muasculo cardiaco. Os vasoconstritores e 0s



vasodilatadores atuam ao aumentar ou reduzir o Ca®'i e/ou alterar a sensibilidade da
estrutura contratil o Ca*'i (FARACI et al., 1998).

1.2.2 Mecanismo de Contracao

O Ca?' intracelular no musculo liso vascular encontra-se principalmente no
reticulo sarcoplasmatico, principal local de armazenamento do Ca*" a ser liberado, e
nas mitocondrias.

Muitos vasoconstritores ativam a fosforilase C (enzima ligada a membrana),
aumentando o trifosfato de inositol (IP3). O inositol ativa receptores do reticulo
sarcoplasmatico, liberando Ca*" no citoplasma. No miusculo liso o complexo Ca?*-
calmodulina regula a quinase de miosina MLCK, que fosforila as cadeias livres da
miosina, permitindo a interagdo da miosina + actina iniciando assim o processo de
contracdo (FARACI et al., 1998).

1.2.3 Mecanismo de Relaxamento

A abertura dos canais de potassio presentes na membrana das células musculares
vasculares provoca aumento da saida de ions do meio intracelular para o meio
extracelular por difusdo passiva, 0 que causa hiperpolarizacdo da membrana celular.
Este estado de hiperpolarizacdo conduz ao encerramento de canais de Ca®'
dependentes da voltagem e consequiente diminuicdo na [Ca?'i] no interior da célula,
causando o relaxamento vascular (vasodilatagdo). Os canais de potassio (K*) sensiveis
ao ATP intracelular sdo abertos por drogas, como o diazéxido, provocando
hiperpolarizacdo e, assim, impedindo a abertura dos canais de Ca®"; receptores
acoplados a adenilato ciclase aumentam a producdo de AMPc. Este atua inibindo a

contragdo; e a estimulacdo da guanilato ciclase soltuvel pelo NO (fator de relaxamento
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derivado do endotélio) aumenta a formacdo de GMPc, é este que relaxa o musculo liso
vascular (FARACI et al., 1998).

ll. INTRODUCAO A LAMINITE

A laminite eqiiina vem ao longo dos anos sendo o foco de interesse clinico e
cientifico. O registro mais antigo referente a laminite data de 350 AC, quando foi
referido como “a doenga da cevada” por Aristoteles (WAGNER & HEYMERING, 1999).
Durante o século IV, o grego Apsyrtus escreveu o livro Hippiatrika (Medicina Equina)
por ordem do Imperador Constantino, no qual descreveu o tratamento da Doenca da
Cevada onde era realizada uma sangria suave, exercicio leve e dieta limitada. Desde
esse tempo, varios nomes e etiologias foram ligados a laminite. O termo “FOUNDER”
foi derivado durante o ano de 1500 da palavra “MORFOUNDE”, usada por marinheiros
para descrever os navios engolidos por uma sucesséo das ondas, em associagdo com
o afundar da falange distal na capsula do casco (DUNLOP & WILLIAMS, 1996). O
termo “laminite” foi utilizado por volta do ano de 1700 indicando inflamacgéo das laminas
do casco (SMITH, 1919).

A laminite é uma doenca extremamente dolorosa, associada a debilitacdo severa
do organismo. Os fatores predisponentes responsaveis pelo desenvolvimento da
laminite sdo multiplos e variados, incluindo superalimentacdo (grdos e pastos verdes e
Vicosos, ricos em carboidratos), ingestdo de agua fria, trauma, infeccbes sistémicas e
administracdo de alguns glicocorticosteréides (Dexametazona e Triancinolona). A
excessiva sustentacdo do peso no membro de apoio durante a grave claudicacédo do
membro contralateral pode produzir laminite, da mesma forma que o trabalho pesado
em piso duro ou a extrema exaustdo e desidratacdo (MOORE et al., 1989). POLLITT
(1999) relatou que aberracBes multissistémicas em 6rgdos anatomicamente distantes
dos cascos resultariam na exposi¢cdo do tecido lamelar, a fatores que levariam a sua

separacdo e desorganizacdo anatbmica e estrutural. A natureza exata do fator gatilho
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da laminite, que aparentemente influencia o tecido lamelar via circulagcdo, esta ainda
para ser elucidado.

HOOD (1980) relatou que antes da discussao dos dados, existem os conceitos
gerais que devem ser analisados. O primeiro deste é que a laminite € uma sindrome
sistémica envolvendo varios orgdos. Segundo, supbe-se que, embora os fatores
etiologicos ou predisponentes da laminite sejam variados, ha um Unico caminho ou
mecanismo comum que resulte na claudicacéo. Terceiro, a elucidacdo do mecanismo
fisiopatologico da laminite € a chave do desenvolvimento de medicamentos de
prevencgdo e tratamento seguros.

Estudos angiograficos, realizados para examinar o diametro e a distribuicdo do
suprimento vascular dentro do casco, foram realizados por COFFMAN et al. (1970) e
ROBINSON et al. (1976) em equinos normais e com laminite aguda. Estes estudos
revelaram aumento no diametro dos grandes vasos e diminui¢cdo no diametro dos vasos
terminais do casco durante a fase aguda, consistentes com a ocorréncia de
vasoconstricao.

O uso de moléculas radioativas de albumina, para avaliar a distribuicdo funcional
do fluxo digital capilar a presenca de desvios arteriovenosos significantes foi estudado e
as imagens obtidas revelaram diminuicdo na perfusdo em todos os cavalos com
laminite aguda. A diminuicdo na perfuséo foi proporcional a severidade da claudicacéo
clinica e foi invertida naqueles cavalos que se recuperaram. Neste trabalho, os autores
demonstraram que a reducdo na perfusdo capilar na regido laminar ocorria devido a
abertura das anastomoses arteriovenosas, na altura do plexo coronério, durante o inicio
da claudicacdo (HOOD et al., 1978).

Em estudos foi verificado que nem todos os cavalos desenvolvem hipertensao
sistémica. O desenvolvimento da hipertensdo coincide com ou ocorre apos o inicio da
claudicacao. O sucesso do tratamento da hipertensédo depende do inicio do tratamento.
Se a hipertenséao for tratada com analgésicos sistémicos, bloqueio anestésico local do
casco ou bloqueio a e [B-adrenérgicos durante as primeiras 12 horas apés a
claudicagcdo, a pressdo arterial pode ser reduzida ao limite normal. Estes dados

suportam a hipotese que a hipertensdo é secundaria a dor causada nos cascos e esta
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mediada inicialmente pelo sistema nervoso simpatico, que pode representar ou hdo um

mecanismo possivel de feedback positivo (Figura 2) em que 0s cascos se tornam

progressivamente mais isquémicos devido a vasoconstricdo das vasos digitais (HOOD,

1980).
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Figura 2 - A hipotese do ciclo de feedback positivo proposto como um componente da fase aguda da
sindrome da laminite (HOOD, 1980).

2.1. Estagios da Laminite

Com a utilizagdo de um modelo de sobrecarga de carboidratos para induzir a

laminite, foram identificadas as seguintes fases: de desenvolvimento ou prodrémica,

aguda, subaguda e crénica.
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Fase de desenvolvimento ou prodrémica: inicia-se pela acdo dos mediadores e
outros fatores que desencadeiam o ciclo etiopatogénico até que os animais apresentem
0s primeiros sinais de claudicacdo, a manifestacao é sub-clinica e pode durar entre 4 a
6 horas do inicio da acdo do agente etioldgico (HOOD et al., 1993). Estudos sobre a
patogénese e terapéuticos para a prevencdo desta doenca sdo melhores focalizados
durante este estagio.

Fase aguda: inicia-se desde 0 momento em que 0 animal apresenta 0s primeiros
sinais de claudicacao até que ocorra o afundamento ou rotacéo da falange distal.

Fase subaguda: o cavalo mantém os sinais clinicos por 72 horas, porém nao ha
falha estrutural no casco.

Fase cronica: inicia-se com o afundamento ou rotacdo da falange distal, ou deve
ser considerada quando o quadro de dor intensa perdurar mais de 48 horas de forma
continua. Nessa fase a claudicacdo é intermitente dando a impressao clinica de

agudizacao do processo (HOOD, 1999).

2.2 Sinais clinicos

A laminite € uma doenca que pode insidir nos quatro cascos; entretanto, afeta
geralmente os membros toracicos, por suportarem aproximadamente 60% da massa
corporea (HOOD, 1999). O aumento de carga nos membros toracicos comparado com
a dos membros pélvicos, é uma justificativa para esclarecer a ocorréncia maior da
laminite nos toracicos. Para definir melhor a severidade dos sinais clinicos exibidos
pelos cavalos, OBEL (1948) elaborou um sistema que classifica a claudicagdo causada
pela laminite em graus, conhecido como graus de Obel. As graduacfes de claudicacao
associadas a laminite sdo as seguintes: Grau |, o cavalo levanta incessantemente 0s
membros, com intervalo de poucos segundos; Grau I, o animal se move
voluntariamente ao passo, porém sua marcha é caracteristica de laminite. Permitindo

ainda neste estagio que se erga um dos seus membros toracicos sem que isto dificulte
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a sua posicdo em estacao; Grau lll, o cavalo resiste vigorosamente a que lhe eleve
algum de seus cascos e esta relutante em mover-se; Grau IV, para movimentar-se 0
cavalo deve ser forcado e s6 o faz com extrema dificuldade, permanecendo a maior
parte do tempo deitado.

Existem outros sinais clinicos caracteristicos da laminite como o aumento da
temperatura sobre a superficie dorsal da parede do casco, pulso digital aumentado
(aumento na diferenca entre a pressao arterial digital sistélica e diastélica), teste de
sensibilidade dos cascos, edema da faixa coronaria, e continua alteracdo de
distribuicdo de peso nos membros. Sinais mais severos como depressdo na faixa
coronaria ou perfuracdo de sola sdo indicagbes de rotacdo ou afundamento da falange
distal (HOOD, 1999).

2.3 Modelos de inducé&o da laminite aguda

2.3.1 Modelo da sobrecarga de carboidratos (CHO)

Utilizada pela primeira vez por OBEL (1948), que reproduziu a doenca ao
fornecer aos equinos uma papa de amido de milho, e estipulou a claudicagcédo causada
pela laminite em graus. Este modelo experimental vem sendo utilizado até os dias de
hoje, por ser um método consistente e clinicamente relevante para a inducdo da
laminite aguda em cavalos. Esta metodologia foi preciso para avaliar perfeitamente os
mecanismos na patogénese e para desenvolver prevencdes e potenciais terapéuticos
no controle da doenca. Os mecanismos que ligam a administracdo de CHO ao
desenvolvimento da laminite aguda ndo estdo ainda totalmente esclarecidos embora ja
tenha sido reunida muita informacdo. Alteracbes na flora cecal, acidose latica e a
endotoxemia foram associadas com a administragdo de CHO, porém a estimulagéo

direta das alteracdes sistémicas e digitais que ocorrem precisam ainda ser
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determinadas (GARNER et al., 1978, MOORE et al., 1979, SPROUSE et al., 1987,
WEISS et al., 2000). Os cavalos desenvolvem sinais clinicos de laminite progredindo ao
grau 3 de Obel aproximadamente 40 horas apos administracdo de CHO. Os cavalos
induzidos apresentaram alteracdes locomotoras similares as dos eqlinos que
desenvolveram laminite naturalmente adquirida assim como frequéncia cardiaca e
temperatura retal aumentadas, leucocitose e hiperproteinemia (COFFMAN et al., 1972,
GARNER et al., 1975a, MOORE et al., 1981).

As alteracdes que precedem o desenvolvimento dos sinais clinicos usando o
modelo de CHO sé&o: hipotenséo arterial e venosa inicial, seguidas de hipertensdo
arterial, associada ao aumento do volume globular médio, leucocitose e
hiperproteinemia (GARNER et al.,, 1975a). Notou-se também que os membros dos
cavalos estavam frios, 24 horas, ap6s administracdo do CHO, porém a coroa do casco
estava morna ao toque. As alteracbes hemodinamicas sistémicas marcantes incluiram
declinio nas pressfes atrial direita, arterial diastOlica sistémica e a arterial sistolica
sistémica, que alcancaram valores maximos aproximadamente 16 horas apdés a
administracdo de CHO (GARNER et al., 1975b). Esta queda de presséao foi seguida por
aumento constante na pressdo atrial direita, pressédo arterial diastolica e na pressao
arterial sistélica. Estes resultados sugerem que as alteragdes no sistema cardiovascular
e na vasculatura digital local ocorrem em cavalos com laminite e estdo possivelmente,
associadas ao aumento na liberacdo ou ativacdo de mediadores vasoativos.

Em estudos subseqientes usando a perfuséo digital isolada, observou-se que
forcas hemodindmicas especificas atuam na microcirculagdo laminar em cavalos com
laminite induzida experimentalmente (ROBINSON et al., 1976, ALLEN et al., 1990,
EATON et al., 1995). O disturbio no fluxo sangiineo digital que ocorre durante o inicio
da sindrome causada pela sobrecarga de CHO no trato gastrintestinal foi hipotetizada
como a causa predominante da laminite (GARNER, 1975a).

Pesquisadores mensuraram as forcas de Starling e relataram que ocorre
aumento na resisténcia venosa (ALLEN et al., 1990, EATON et al, 1995). Esses
pesquisadores perceberam diferencas entre as resisténcias vasculares dos segmentos

pré e pos-capilar, sugerido a ocorréncia de aumento na resisténcia vascular no lado
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venoso do leito capilar laminar no estagio prodromico da laminite, fornecendo suporte a
hipotese que o aumento do tbnus venomotor inicia a laminite. A venoconstricdo
aumentada resulta em aumento da resisténcia vascular e pressao hidrostéatica capilar.
Este desequilibrio aumenta a forca hidrostatica no capilar promovendo o fluxo de
liquidos através do leito capilar dentro do casco, resultando em edema laminar quando
a permeabilidade capilar volta ao normal (ROBINSON et al., 1976, ALLEN et al., 1990,
EATON, 1995). O aumento na pressdo intersticial laminar, devido a formacdo do
edema, excede a pressdo de fechamento critico dos capilares digitais uma vez que
estes estdo situados entre a capsula rigida do casco e a superficie 6ssea da falange
distal, induzindo desse modo a “sindrome compartimental” (ALLEN et al., 1990).
Quando o aumento da pressao tecidual esta acima da presséo critica de fechamento
capilar, ocorre colapso dos capilares, conduzindo a isquemia tecidual. O uso de
venogramas demonstrou reducdo na perfusdo vascular terminal do casco apds a
inducdo da laminite com sobrecarga de carboidrato (ACKERMAN et al., 1975, RUCKER
et al., 2006). Pesquisadores correlacionaram que o fluxo sangliineo reduzido é
favorecido pela formagéo das anastomoses arteriovenosas na banda coronéaria (ALLEN
et al., 1990, HUNT, 1991).

HOOD et al. (2001) utilizando o modelo de sobrecarga de CHO observaram
diminuicbes na temperatura superficial da muralha do casco oito a 12 horas antes do
inicio da claudicacdo. Os autores concluiram que estes achados indicavam reducéo de
perfusdo laminar e atividade metabdlica. Em estudos recentes, POLLITT & DAVIES
(1998) contestaram essas teorias ao afirmarem que na fase prodrémica da laminite
ocorre vasodilatacdo e ndo vasoconstricdo. Esses autores constataram aumentos na
temperatura do casco na fase de desenvolvimento da leséo, correlacionando esses
achados com a ocorréncia de vasodilatacao do digito. ROBINSON (1990), TROUT et al.
(1990) também afirmaram que a laminite € precedida por aumento do fluxo de sangue
na regido laminar.

Embora numerosos mediadores sejam provaveis contribuintes da alteracdo
vascular mencionada previamente, os mediadores principais ainda precisam ser

determinados. Foi recentemente demonstrado que a expressdo de ET-1 nos tecidos
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conectivos lamelares obtidos de cavalos com laminite aguda induzida com CHO e de
cavalos com laminite crénica naturalmente adquirida estava aumentada quando
comparado com o grupo controle (KATWA et al., 1999).

Alguns autores consideram a ocorréncia de trombose e consequente diminui¢ao
da perfusdo um evento inicial na patogénese da laminite induzida pela ingestdo de
grandes quantidades de carboidratos (WEISS et al.,, 1994; WEISS et al.,, 1995).
Embora a contagem de plaquetas permaneca constante, esses autores demonstraram
diminuicdo no tempo de sobrevivéncia plaquetaria oito horas apds administracdo de
carboidratos (MOORE et al., 1981), correlacionando estes achados a formacédo de
microtrombos dentro das vénulas da derme lamelar (WEISS et al., 1997).

Estudos histologicos das alteracdes lamelares durante a laminite foram
executados 48 a 96 horas apds inducdo da laminite com o modelo de sobrecarga de
CHO. MOSTAFA (1986) focalizou seus estudos morfolégicos associados a laminite nas
modificacbes ocorridas apos observacédo de claudicacdo, estendendo-se desde a sua
ocorréncia até 72 horas apés. Algumas observacdes descrevem alteracdes presentes
antes ou coincidentes com o inicio da claudicagdo. Neste momento, as alteracbes
histologicas surgem nos vasos da circulacdo digital. Apenas quatro horas depois do
aparecimento da claudicacdo, observa-se inchago das células endoteliais e edema
(MOSTAFA, 1986, HOOD et al., 1993). Congestéo e obstrucao eritrocitica dos capilares
laminares estdo presentes no periodo de oito horas. Infiltrado perivascular aparece
entre seis e doze horas e entdo diminui & medida que os leucocitos migram para as
camadas epidermais. Células do endotélio arteriolar estdo deformadas pelos processos
citoplasmaticos estendendo-se para a superficie luminal. Trombos microvasculares e
edema severo aparecem em 24 horas e ocorre hemorragia na lamina dérmica primaria
em 72 horas (MOSTAFA, 1986). Essas alteragcdes ndo sao consideradas vasculites,
uma vez que ndo ocorre infiltracdo persistente de células inflamatérias na parede dos
vasos (REED, 1977). Segundo BURCH et al., (1979), as alteracdes vasculares
assemelham-se a vasoconstricdo observada no choque hemorrdgico e na doenca
vasoespastica humana. As pontes endoteliais presentes na laminite aguda sé&o

semelhantes as que se desenvolvem pelo contato entre células apds vasoconstricdo
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intensa (JORIS & MAJNO, 1981). Distorcbes anatbmicas das laminas ocorrem apenas
oito horas apo0s a claudicacdo. Ha& adelgacamento e afunilamento das estruturas
lamelares acompanhadas por reducdo, achatamento e deslocamento das camadas
epiteliais (OBEL, 1948; MOSTAFA, 1986; POLLITT, 1996).

As alteracdes na fungcdo endotelial da célula devido a laminite aguda podem
afetar acdes endotélio-dependentes alterando a resposta vascular digital a agentes
vasoativos. Estudos indicam que os vasos digitais de equinos normais tém capacidade
substancial para o relaxamento endotélio-dependente pelo Oxido nitrico “in vitro”,
esclarecendo aproximadamente 70% a 85% do relaxamento maximo induzido por
acetilcolina (BAXTER et al., 1989b). Em cavalos com laminite induzida com sobrecarga
de CHO, o relaxamento mediado pela acetilcolina foi reduzido em vasos digitais “in
vitro”, causando vasoconstricdo, sugerindo que a capacidade de producdo do Oxido
nitrico pelo endotélio vascular danificado estava reduzida, com isto os vasos tornam-se
mais sensiveis ou vulneraveis a agentes vasoconstritores (SCHNEIDER et al., 1999).
Segundo BRYANT & ELLIOT (1994), a utilizacdo de precursores de 6xido nitrico,
denominados nitrovasodilatadores, apresentou resultados clinicos promissores quando

utilizados em cavalos com laminite.

2.3.2 Modelo do extrato da nogueira preta

Descrito primeiramente por MINNICK et al. (1987) como um modelo melhorado
da sobrecarga de CHO para a inducdo da laminite aguda. Este procedimento ficou
conhecido apos cavalos ficarem expostos a serragem fresca da nogueira preta, uma
arvore do género Juglans e desenvolverem laminite aguda, atraindo o interesse de
pesquisadores de investigar se 0 extrato fornecido via sonda nasogastrica induziria
consistentemente a laminite aguda e qual seria o agente causador da laminite. Foram
fornecidos aos equinos 2g/kg de peso vivo de uma efusdo escura, a qual foi fornecida

por meio de sonda nasogastrica. Neste caso o fator responsavel pelo desenvolvimento
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da laminite, ainda desconhecido, estaria associado a formacao de edema. Oito dos 10
equinos induzidos desenvolveram sinais clinicos de laminite no periodo de 12 horas da
administracdo do extrato da nogueira preta. As andlises hematoldgicas revelaram
diminuicdo inicial na contagem das células brancas do sangue com diminuicao de 30%
nos valores basais quatro horas apos a indugéo pelo extrato, seguidos de aumento na
contagem das células brancas do sangue acima dos valores basais oito horas apos a
inducdo. Adicionalmente também se observou aumento do volume globular, e
hiperglicemia (GALEY et al., 1991). As alteracdes na contagem das células brancas
foram similares aquelas observadas apds a administracdo da sobrecarga de CHO
(GARNER et al., 1975a). GALEY et al. (1991) sugeriram que essas alteracdes nas
células brancas do sangue sado caracteristicas de cavalos com endotoxemia, porém
EATON et al (1995) examinando as concentragfes sanglineas de endotoxinas, trés
horas apds inducdo com extrato da nogueira preta, ndo detectaram endotoxinas nas
amostras. A diminuicdo na pressdo venosa central e na pressdo arterial sistémica
utilizando o modelo de inducéo pelo extrato da nogueira preta ndo se alteraram tanto
quanto as respostas induzidas pelo modelo de sobrecarga de CHO (EATON et al.,
1995). O modelo do extrato da nogueira preta foi considerado melhor por ndo estar
associado com os sinais de endotoxemia e diarréia e o tempo de desenvolvimento dos
sinais associados com a laminite aguda s&o menores em comparagdo com o modelo de
inducdo com CHO (EATON et al., 1995, GALEY et al., 1991).

EATON et al (1995) utilizaram o modelo do extrato da nogueira preta para avaliar
a acao das forcas de Starling sobre os cascos, observando que duas a quatro horas
apos a administracdo do extrato ocorriam aumento na resisténcia venosa pds-capilar. O
aumento na resisténcia venosa e na pressao hidrostéatica capilar, ocorrido neste modelo
de inducao foi semelhante ao modelo de sobrecarga com CHO (ALLEN et al., 1990).
Em estudos prévios usando o modelo do extrato da nogueira preta para avaliacao da
forca de Starling, foi observado que ndo héa alteragédo na resisténcia pré-capilar quando
comparada com os cavalos saudaveis, diferentemente do que ocorreu no modelo de
sobrecarga com CHO, onde a resisténcia pré-capilar também estava aumentada

(ALLEN et al., 1990). As diferencas entre estes dois modelos podem ser devido as
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diferencgas no sincronismo de eventos no desenvolvimento da laminite. A severidade da
venoconstricdo na laminite induzida com extrato da nogueira preta foi menor do que
aguela associada com a sobrecarga de CHO. Isto pode ocorrer devido a uma diferenca
na fisiopatologia da doenca ou mais provavel porque a forca de Starling foi avaliada em
estagios diferentes (2 a 4 horas contra 16 horas) da doenca.

GALEY et al. (1990) utilizaram a gama cintigrafia 99mTc por meio de marcadores
moleculares de albumina infundidos regionalmente nos membros toracicos 12 horas
apos a administracdo do extrato da nogueira preta. A utilizacdo da técnica permitiu aos
autores observar que a perfusdo digital estava diminuida, principalmente na derme
coronaria e lamina dorsal. Este modelo de inducédo foi semelhante ao modelo de
sobrecarga de CHO, demonstrando forte evidéncia da ocorréncia de um evento
isquémico no digito durante as fases adiantadas do desenvolvimento da laminite.

FONTAINE et al. (2001) examinaram a expressao da interleucina-1 beta nas
laminas de equinos e observaram aumento na expressdo desta substancia,
evidenciando a existéncia de resposta inflamatéria no inicio da fase de desenvolvimento
da doenca induzida com o extrato da nogueira preta. GALEY et al. (1991) relataram
aumento na expressdo de citocinas inflamatorias, tais como interleucina-1 beta, as
quais alteram sistemas multiplos incluindo a liberacdo de substancias vasoativas, pro-
coagulantes, e outros mediadores pré-inflamatorios. A liberacdo destas substancias
pode alterar variaveis hemodinamicas e hematoldgicas observadas no desenvolvimento
da doenca.

Os estudos morfoldgicos, dos cascos dos equinos, 12 horas apos a indugdo com
0 extrato da nogueira preta revelaram suave vacuolizagdo das laminas dérmicas
secundarias. Ocorreu congestdo vascular suave. No &pice das laminas epidérmicas
primarias havia auséncia de células basais e, em algumas areas ocorria necrose. Em
outro estudo estes mesmos autores analisaram amostras de cascos equinos apés 84
horas da inducdo com o extrato da nogueira preta, relatando alteracdes severas,
incluindo perda da arquitetura normal do tecido e a presenca de restos celulares.
Regeneragdes celulares epiteliais foram encontradas em areas de necrose as quais

estavam marcadas por um namero elevado de figuras mitoticas (GALEY et al., 1991).
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2.3.4 Modelo da Frutana (Oligofrutose — OF)

O modelo de inducdo da laminite com sobrecarga de CHO é associado com alta
morbidade. Nao obstante, este modelo transformou-se em padrao para os estudos da
laminite, parcialmente devido a sua similaridade com o protocolo da sobrecarga de
graos, causa comum de casos naturais da laminite. Em um esforco para reter os lagos
clinicos do modelo, mas diminuir a morbidade, POLLITT & VAN EPS (2002)
desenvolveram o modelo da Frutana para inducdo da laminite. A Frutana € uma
oligofrutose, derivado das raizes da chicdria (Cichorium intybus). As frutanas podem ser
classificadas em: frutanas do tipo levanas, que sdo polimeros lineares com ligagées tipo
B(2-6), e inulina, que é um polimero linear com ligacdes glicosidicas B(2-1). Sob
determinadas condi¢cbes de clima, a frutana nos caules de gramas pode atingir altas
concentracdes, o suficiente para causar laminite. Como nos outros dois modelos
também €& administrada através de sonda nasogastrica. Os eqiinos com laminite
induzida com o modelo da Frutana desenvolveram diarréia, pirexia, aumento na
freqUiéncia cardiaca e alteragcdes hematoldgicas, similares ao modelo de indugdo com o
CHO. Segundo esses pesquisadores, todos os cavalos sobreviveram 48h apds a
indugcéo com a OF nas trés doses utilizadas, nenhum desenvolveu equino desenvolveu
cOlica e todos os cavalos desenvolveram laminite clinica e lesdes histologicas em pelo

menos um casco.

2.4 Teorias da Patogenia
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Segundo HOOD (1999) existem trés teorias principais a respeito dos
mecanismos responsaveis para o desenvolvimento da laminite: isquémica/vascular,

mecanica/traumatica, e metabodlica/enzimatica.

2.4.1 Teoria Isquémicalvascular

Envolve alterac6es na perfusdo digital as quais atuam como gatilho da cascata
de eventos que conduzem a disfuncdo metabdlica e a falha estrutural das laminas.
Embora a patogenia da laminite ndo esteja inteiramente compreendida, 0s mecanismos
vasculares iniciais sdo caracterizados pela hipoperfusdo provocada pela
venoconstricdo, formagdo de edema laminar e a abertura de anastomoses
arteriovenosa, permitindo que o sangue contorne o tecido laminar, conduzindo a
isquemia tecidual, necrose das laminas interdigitais e finalmente a falha mecénica com
rotacdo ou afundamento da falange distal dentro do casco (GARNER et al., 1975a,
ROBINSON et al., 1976, ALLEN et al., 1990).

A teoria preconiza que a ocorréncia de venoconstricdo e conseqiente pressao
hidrostética elevada de fluido intersticial impedem o fluxo sangiiineo na microcirculagéo
lamelar causando necrose isquémica da lamina epidérmica (ALLEN et al., 1990). A
principal hipétese para explicar a diminuicdo da perfusdo dos vasos digitais € a da
vasoconstricdo. Evidéncias de vasoconstricdo originaram-se de estudos do fluxo
sanguineo realizados em modelos de perfusdo do casco (BAXTER et al., 1989a). Estes
pesquisadores sugeriram que a vasoconstricdo da por¢do venosa da circulagdo
resultaria em aumento da pressdo capilar e, consequentemente, edema dentro do
estojo corneo. Devido a localizacao das laminas entre a muralha do casco e a falange
distal, esse edema aumentaria a pressao intersticial produzindo colapso dos vasos,
promovendo a “sindrome compartimental”. A combinacdo de aumento da pressdo
intersticial e venoconstricdo diminuiriam o fluxo sanglineo, produzindo necrose
isquémica (BAXTER, et al., 1989a; MOORE et al., 1989; ALLEN, et al., 1990; BAXTER,
1994).
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ALLEN et al (1990) relataram que os cavalos desenvolvem a sindrome
compartimental dentro do digito durante a fase prodrémica da laminite e que esta
conduz a isquemia. A hipétese destes autores é que a reducédo do fluxo sangtiineo é
favorecida pela abertura das anastomoses arteriovenosas em nivel de banda coronaria.
As laminas digitais sofrem necrose apos isquemia prolongada, o que acarreta lesbes
lamelares e, consequentemente, rotacdo ou afundamento da falange distal (BAXTER,
1986).

PERONI et al. (2006) analisaram a resposta a receptores agonistas alfa-
adrenérgicos, felinefrina, 5-HT, prostaglandina F,,, € ET-1 em veias e artérias e
observaram concentracdo-dependente no uso destas substancias. Entretanto as veias
eram significativamente mais sensiveis do que as artérias, demonstrando predisposi¢ao
a venoconstricdo nas laminas dérmicas equina.

Recentemente quantidade consideravel de compostos monoaminas, tais como:
tiramina, triptamina e fenilitlamina, foram descritos no conteddo cecal de equinos
(BAILEY et al., 2002 e 2004). Alguns desses compostos sao estruturalmente similares
aos vasoconstritores endoégenos, como o 5-Hidroxitriptamina (5-HT, serotonina) e
catecolaminas (epinefrina, norepinefrina e dopamina), e sdo potentes vasoconstritores
de veias e artérias digitais isoladas “in vitro” (ELLIOTT et al., 2003), tendo sua producéo
aumentada quando o conteudo cecal € incubado “in vitro” com fontes de carboidratos
(BAILEY et al., 2002).

EADES et al. (2007) em estudos de alteracdes hemodinamicas de cavalos com
laminite induzida por sobrecarga de carboidratos verificaram que o0 aumento
concomitante no sangue venoso da ET-1 imunoreativa, concentracdes de insulina,
glicose e dos agregados plagueta-neutrofilos suportam o papel de disfungéo endotelial
na patogénese da laminite induzida por CHO. Estes pesquisadores também
observaram que a concentracdo plasmatica de 6xido nitrico no sangue venoso digital
estava mais elevada do que no sangue venoso jugular, refletindo maior necessidade de

substancias vasodilatadoras na circulacéo digital sob circunstancias normais.
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2.4.2 Teoria Mecéanica/traumatica

Baseada na laminite resultante de trauma direto ao digito e ndo de doencas
sistémicas preliminares (HOOD, 1999). Exemplos comuns de laminite causadas por
traumas estdo ligados ao afundamento da falange distal, devido a excessiva
sustentacdo do peso no membro de apoio que ocorre durante a claudicagdo grave do
membro contra-lateral pode produzir laminite, assim como pelo trabalho pesado em piso
duro ou a extrema exaustdo ou desidratacdo (HOOD, 1999). Os mecanismos exatos
que conduzem a falha estrutural das laminas sdo desconhecidos, mas diversas
hip6teses foram sugeridas. A for¢a excessiva aplicada sobre as laminas dérmicas e
epidérmicas do casco pode iniciar uma resposta inflamatdria com vasos-espasmo,
relacionado ao aumento da pressao hidrostatica capilar, conduzindo, desse modo, a
formacédo do edema o que propiciaria condigbes semelhantes aquelas que ocorrem na
sindrome compartimental bem como as descritas na teoria isquémico/vascular. Outra
hip6tese é que a aplicacdo excessiva de forca resulta em separacdo entre a lamina
dérmica e epidérmica, seguida de resposta inflamatdria e/ou vasos-espasmos

conduzindo aos danos isquémicos das laminas interdigitais (HOOD, 1999).

2.4.3 Teoria Téxica/enzimética

O evento fundamental que conduz a falha das interdigitacbes lamelares é a
presenca de toxinas carreadas pelo sangue nas laminas epidérmicas, tendo por

resultado a desunido entre laminas epidérmicas secundarias com as laminas dérmicas
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secundarias (POLLITT, 1999). POLLITT & DAVIES (1998) afirmaram que na fase
prodrdbmica da laminite ocorre vasodilatacdo e ndo vasoconstricdo. Esses autores
constataram aumentos na temperatura do casco na fase de desenvolvimento da leséo,
correlacionando esses achados com a ocorréncia de vasodilatacdo do digito.
ROBINSON et al. (1990) e TROUT et al. (1990) também afirmaram que a laminite é
precedida por aumento do fluxo de sangue na regido laminar.

POLLITT & DARADKA (1998) relatam que os alvos das toxinas sdo os
mediadores enzimaticos de remodelacdo que fazem parte dos processos normais
envolvidos na movimentacdo e proliferagcdo continua das células basais responsaveis
pela formacdo da muralha do casco. A membrana basal (MB) constituida de proteinas
colagenosas como o colageno tipo IV e ndo colagenosas como proteoglicanas e
glicoproteinas, das quais a principal € a laminina, sofre degradacéo enzimatica por acao
de metaloproteinases (JOHNSON et al., 2000). POLLITT (1999) considerou a
possibilidade da ativacao descontrolada de metaloproteinase ser um evento importante
e precoce na patogénese da laminite equina.

Recentemente foram isolados dois membros da familia da matriz de
metaloproteinase, as MMP-2 e MMP-9 de laminas da muralha de cascos normais, de
cultivos de lamelas expostas e cultura de tecido médio, onde surgiu a hipétese de que a
ativacdo da matriz de metaloproteinase seria a responsavel pela separacdo das células
epidérmicas basais da membrana basal, que ocorre na laminite e que este processo
pode ser inibido pelo inibidor de metaloproteinase (POLLITT et al., 1998).

Outra teoria formulada por POLLITT & DAVIES (1998) e JOHNSON et al. (1998)
sugere que o Streptococcus bovis, na fase prodrémica da laminite, seria o responséavel
por substancias que ativariam a metaloproteinase causando degeneracdo da
membrana basal e conseqiente desorganizacdo das laminas dérmicas e epidérmicas.

Segundo POLLITT (1996) e POLLITT & DAVIES (1998) a laminite ocorreria em
consequéncia da acdo da metaloproteinase ativada por moléculas com baixo peso
molecular e ndo pela formacdo de microtrombos onde as lesGes isquémicas e as
coagulopatias sistémicas ocorreriam secundariamente e/ou paralelamente as lesdes da

MB. PASS et al. (1998) em pesquisa com o metabolismo da glicose na laminite
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relataram que, a separac¢ao da MB da célula epidérmica basal ocorreria quando agentes
como o 2-deoxiglicose e o acetato aminofenilmercurico (reconhecido como ativador da
metaloproteinases) inibissem a utilizacdo da glicose pelo tecido do casco. Todavia,
ainda ndo se sabe se a inibicdo do metabolismo da glicose pode causar o
desenvolvimento da laminite “in vivo” como aconteceu nesta pesquisa “in vitro”.

Em que pese existirem atualmente, trés teorias principais a respeito da
patogenia da laminite aguda nos equinos, ha provavelmente outros multiplos fatores

que participam da patogenia da doenca.

I1l. OXIDO NITRICO

O oxido nitrico (NO) possui certas caracteristicas que o fazem diferente dos
neurotransmissores restantes. Em primeiro lugar o NO é uma molécula gasosa que
atravessa facilmente as membranas celulares, ndo podendo, por isto, ser armazenado
no interior de vesiculas e oxidado como outros neurotransmissores convencionais
(GABA, glutamato, dopamina, acetilcolina). Assim, quando uma célula produz NO, este
escapa através da membrana celular difundindo-se em suas proximidades. Essa
mesma propriedade de atravessar as membranas permite ao NO afetar outras células
sem que estas apresentem receptores em sua superficie (FLORA & ZILBERSTEIN,
2000).

O oxido nitrico (NO) é um gas soluvel, altamente lipofilico sintetizado por uma
ampla variedade de tipos celulares que incluem células epiteliais, nervosas, endoteliais
e inflamatorias. E um importante sinalizador intra e extracelular, e atua induzindo a
guanil ciclase, que produz guanosina monofosfato ciclico (GMPc) que induz, entre
outros efeitos, o relaxamento do musculo liso, provocando como ac¢des biologicas a
dilatacdo de vasos e brénquios.

No organismo, o 6xido nitrico é sintetizado a partir de uma enzima, a oxido nitrico

sintetase (NOS), a partir do aminoacido l-arginina que produz NO e I-citrulina,
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necessitando da presenca de dois cofatores, o oxigénio e o fosfato dinucleotideo de
nicotinamida-adenina (NADPH) (CERQUEIRA & YOSHIDA, 2002).

Existem trés formas de NOS, duas denominadas constitutivas e dependentes do
calcio/calmodulina (cNOS), que sao a endotelial e a neuronal, as quais sintetizam NO
em condi¢cbes normais, e a independente do célcio (iINOS), que ndo se expressa ou 0
faz, em condicdes fisioldgicas, em pouca quantidade (FLORA & ZILBERSTEIN, 2000).

O endotélio (a fina camada de células mais interna dos vasos sanguineos) usa o
oxido nitrico para comandar o relaxamento do musculo liso da parede do vaso, fazendo
com que este dilate aumentando assim o fluxo sanguineo e diminuindo a pressao
arterial. O uso da nitroglicerina e de seus derivados no tratamento da doencga coronaria
se justifica pelo fato destes compostos, ao serem convertidos em NO por um processo
ndao muito bem conhecido, dilatarem as artérias coronarias. Os macréfagos, células do
sistema imunitario, produzem NO como composto nocivo para bactérias, devido a sua
capacidade de formar espécies reativas de azoto. Porém em certas circunstancias isto
pode trazer efeitos colaterais indesejaveis, como na septicemia generalizada na qual ha
producdo exagerada de NO pelos macréfagos, com consequente vasodilatacdo
generalizada o que pode ser uma das causas da hipotensdo na septicemia (ARCHE,
1993).

O Oxido nitrico tem também funcdes de neurotransmissor entre as células
nervosas. Ao contrario dos outros neurotransmissores que funcionam geralmente no
sentido da membrana pré-sinaptica para a membrana pos-sinaptica, NO, por ser um
gas muito soluvel, pode atuar em todas as ceélulas adjacentes paracrinamente e
autocrinamente, sem estar necessariamente envolvida uma sinapse fisica. Pensa-se
que esta propriedade possa estar envolvida na formagcdo da memoéria (PATEL et al.,
2001).

A descoberta das funcdes do NO na década de 80 vieram surpreender e mexer
com a comunidade cientifica. Foi nomeada "Molécula do Ano" em 1992 pela revista
Science, tendo sido fundada a “Nitric Oxide Society” e criada uma revista cientifica s6
para estudos relacionados com esta molécula. O Prémio Nobel em Fisiologia e

Medicina em 1998 foi atribuido a Ferid Murad, a Robert F. Furchgott e a Louis Ignarro
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pela descoberta das propriedades sinalizadoras do 6xido nitrico (IGANARRO et al.,
2007).

Os nitrovasodilatadores relaxam a maioria dos musculos lisos, incluindo o das
artérias e veias. Dois desses medicamentos tém sido utilizados farmacologicamente, o
trinitrato de gliceril (TNG), também conhecido por trinitroglicerina, e o nitroprussiato de
sédio (NPS). Baixas concentracdes de trinitroglicerina produzem dilatacdo das vénulas
que predomina sobre a das arteriolas. A aparente seletividade de alguns
nitrovasodilatadores para diferentes leitos vasculares pode estar relacionada a sua
biodisponibilidade e ao metabolismo celular diferencial dos farmacos em 6xido nitrico. O
oxido nitrico € considerado o principio intermediario ativo na agédo desta ampla classe
de farmacos (MURAD, 1986).

Altera¢cBes na producao de 6xido nitrico pelas células endoteliais dentro do casco
resultariam em vasoconstricdo e predisporiam as laminas a injarias isquémicas.
Estudos recentes discutem a funcdo do 6xido nitrico na regulacdo do fluxo sanguineo
na laminite. De acordo com HINCKLEY et al. (1996), a aplicacéo de trinitroglicerina, um
doador de O6xido nitrico, em casco de pobneis acometidos por laminite resultou em
reducdo nos sinais clinicos de claudicacao.

Estes pesquisadores utilizaram precursores de 6xido nitrico no tratamento da
fase aguda da laminite, quando os sinais de claudicacdo j4 estavam bem definidos,
demonstrando a eficiéncia desse farmaco na reducdo da claudicacdo. Entretanto,
SAMPAIO et al. (2004) ndo encontraram resultados semelhantes em cavalos. InUmeras
pesquisas foram conduzidas com o intuito de determinar com maior precisdo a
eficiéncia dessa medicacdo. Todavia, até o presente momento esses debates nédo
foram enriquecidos por novas informacdes. Acredita-se que a acdo terapéutica da
trinitroglicerina deva-se a seus mecanismos vasodilatadores, corroborando
positivamente os argumentos dos defensores da teoria vasoconstritora.

Diante destas consideracdes, algumas questdes de relevancia se destacam, a
saber:

1) Quais e de que magnitude sdo as alteragcbes ultra-estruturais que

ocorrem no tecido laminar na fase inicial da laminite?
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2) A administracdo precoce de substancias vasodilatadoras minimiza a

ocorréncia de alteracdes celulares na laminite?

As respostas a estes questionamentos passam necessariamente por estudos
clinicos, alguns ja realizados, e ultra-estruturais, que sao objetivos desse projeto, e para

0 qual se delineou os seguintes objetivos:

Objetivos gerais

1. Estudar qualitativa e quantitativamente as ultra-estruturas do tecido laminar do
casco de equinos normais e com laminite.

2. Avaliar ultra-estruturalmente a eficiéncia de substancia vasodilatadora na
laminite.

3. Avaliar alteragdes morfologicas a eficiéncia de substéncia vasodilatadora na

laminite.

Objetivos Especificos:

Avaliar alteracdes morfoldgicas Opticas da estrutura lamelar do casco.
Quantificar o comprimento das laminas epidérmicas primarias e secundarias
Quantificar a largura das laminas epidérmicas primarias e secundarias
Quantificar a area das células basais;

Quantificar a area dos nucleos;

Andlise estrutural da MB (largura e camadas)

Andlise do citoesqueleto

Andlise dos pares fibroreticulares

© © N o gk~ DN PF

Andlise dos hemidesmossomos



30

IV. Referéncias?

ACKERMAN, N., GARNER, H.E., COFFMAN, J.R., et al. Angiographic appearance of
the normal equine foot and alterations in chronic laminitis. Journal of the American
Veterinary Medical Association, v. 166, n.1, p.58-62, 1975.

ALLEN, D., J.R., KORTHUIS, R.J., CLARK, E.S. Capillary permeability to endogenous
macromolecules in the equine digit. American Journal of Veterinary Research, v.
49: p.1609-1612, 1988a

ALLEN D., J.R., KORTHUIS R.J., CLARK S. Evaluation of Starling forces in the equine
digit. Journal of Applied Physiology, v. 64, p. 1580-1583, 1988b.

ALLEN, D., JR,, CLARK, E.S., MOORE, J.N., et al. Evaluation of equine digital Starling
forces and hemodynamics during early laminitis. American Journal of Veterinary
Research, v. 51, p.1930-1934, 1990.

ARCHE, S. Measurement of nitric oxide in biological models. The FASEB Journal, v.7,
p.349-360, 1993.

BAILEY, S.R., ELLIOTT, J. Plasma 5-hydroxytryptamine constricts equine digital blood
vessels in vitro: implications for pathogenesis of acute laminitis. Equine Veterinary
Journal, v.30, p. 124-130, 1998.

BAILEY, S.R., RYCROFT, A., ELLIOTT, J. Production of amines in equine cecal
contents in an in vitro model of carbohydrate overload. Journal of Animal Science,
v. 80, p. 2656-2662, 2002.

BAILEY, S.R., MARR, C.M., ELLIOTT, J. Current research and theories on the
pathogenesis of acute laminitis in the horses. The Veterinary Journal, v. 167, p.
129-142, 2004.

! De acordo com a ABNT (Associagéo Brasileira de Normas Técnicas) — N.B.R. — 6023 Ago/2002.



31

BAXTER, G.M. Equine laminitis caused by distal displacement of the distal phalanx: 12
cases (1976-1985). Journal of the American Veterinary Medical Association, v.
189, p. 326-329, 1986.

BAXTER, G.M., LASKEY, R.E., TACKETT, R.L., et al. In vitro reactivity of digital arteries
and veins to vasoconstrictive mediators in healthy horses and in horses with early
laminitis. American Journal of Veterinary Research, v.50, p.508-517, 1989a.

BAXTER, G.M., TACKETT, R.L.,, MOORE, J.N. Reactivity of equine palmar digital
arteries and veins to vasodilating agents. Veterinary Surgery, v.18, p.221-226,
1989b.

BAXTER, G. M. Acute laminitis. The Veterinary Clinics of North America, v.3, p.627-
42,1994,

BRYANT, C.E., ELLIOTT, J. Nitric oxide: a friend or foe? Equine Veterinary Education,
V.6, n.2, p.59-64, 1994.

BURCH, G.E., HARB J.M, SUN C.S. Fine structure of digital vascular lesions in
Raynaud's phenomenon and disease. Angiology, v.30, p. 361-376, 1979.

CERQUEIRA, N.F., YOSHIDA, W.B. Oxido Nitrico. Revisdo. Acta Cirlrgica
Brasileira, v.17, n.6, p.417-423, 2002.

COFFMAN, J.R; JOHNSON J.H., FINOCCHIO E.J., GUFFY M.M. Biomechanics of
pedal rotation in equine laminitis. Journal of the American Veterinary Medical
Association, v. 156, p.219-221, 1970.

COFFMAN, J.R., GARNER, H.E., HAHN, A.W., et al. Characterization of refractory
laminitis. 18th annual meeting of Proceedings of the American Association of
Equine Practitioners, p.351-358, 1972.

DUNLOP, RH, WILLIAMS, DJ. Veterinary medicine: an illustrated history. St. Louis:
Mosby, 1996.

EADES, S.C., STOKES, A.M., JOHNSON, P.J., LEBLANC, C.J., GANJAM, V.K., BUFF,
P.R., MOORE, R.M. Serial alterations in digital hemodynamics and endothelin-1
immunoreactivity, platelet-neutrophil aggregation, and concentrations of nitric oxide,
insulin, and glucose in blood obtained from horses following carbohydrate overload.

American Journal of Veterinary Research, v.68, n.1, p.87-94, 2007.



32

EATON, S.A., ALLEN, D., EADES, S.C., et al. Digital Starling forces and hemodynamics
during early laminitis induced by an aqueous extract of black walnut (Juglans nigra)
in horses. American Journal of Veterinary Research, v. 56, p.1338-1344, 1995.

ELLIOTT, J., BERHANE, Y., BAILEY, S. R. Effects of monoamines formed in the cecum
on equine digital blood vessels and platelets. American Journal of Veterinary
Research, v.64, p.1124-1131, 2003.

FARACI, F.M., HEISTAD, D.D. Regulation of the cerebral circulation: role of
endothelium and potassium channels. Physiological Reviews. v.78, p.53-97,
1998.

FLORA FILHO, R., ZILBERSTEIN, B. Oxido nitrico: o simples mensageiro percorrendo
a complexidade. Metabolismo, sintese e funcdes. Revista da Associacdo Médica
Brasileira, v.46, n.3, p.265-271, 2000.

FONTAINE, G.L., BELKNAP, J.K., ALLEN, D., et al. Expression of interleukin-1beta in
the digital laminae of horses in the prodromal stage of experimentally induced
laminitis. American Journal of Veterinary Research, v.62, p.714-720, 2001.

GALEY, F.D., TWARDOCK, A.R., GOETZ, T.E., et al. Gamma scintigraphic analysis of
the distribution of perfusion of blood in the equine foot during black walnut (Juglans
nigra)-induced laminitis. American Journal of Veterinary Research, v.51, p.688-
695, 1990.

GALEY, F.D., WHITELEY, H.E., GOETZ, T.E., et al. Black walnut (Juglans nigra)
toxicosis: a model for equine laminitis. Journal of Comparative Pathology, v.104,
p.313-326, 1991.

GARNER, H.E., COFFMAN, J.R., HAHN, A.W., et al. Equine laminitis and associated
hypertension: a review. Journal of the American Veterinary Medical Association
v.166, p.56-57, 1975.(a)

GARNER, H.E., COFFMAN, J.R., HAHN, AW, et al. Equine laminitis of alimentary
origin: an experimental model. American Journal of Veterinary Research, v.36,
n.4, p.441-444, 1975.(b)



33

GARNER, H.E., MOORE, J.N, JOHNSON, J.H., et al. Changes in the caecal flora
associated with the onset of laminitis. Equine Veterinary Journal, v.10, n.4, p.249-
252, 1978.

HINCKLEY, K.A., FEARN, S., HOWARD, B.R., et al. Nitric oxide donors as treatment for
grass induced acute laminitis in ponies. Equine Veterinary Journal, v.28, p.17-28,
1996.

HOOD, D.M., AMOSS, M.S., HIGHTOWER, D. Equine laminitis I: Radioisotopic analysis
of the hemodynamics of the foot during the acute disease. Journal Equine Medical
Surgery, v. 2, p. 439, 1978.

HOOD, D.H. Current concepts of the physiopathology of laminitis. Proceedings of the
American Association of Equine Practitioners. v. 25, p.13-20, 1980.

HOOD, D.M., GROSENBAUGH, D.A., MOSTAFA, M.B. et al. The role of vascular
mechanisms in the development of acute laminitis. Journal of Veterinary Internal
Medicine, v. 7, n. 4, p.228-34, 1993.

HOOD, D.M. The pathophysiology of developmental and acute laminitis. The Veterinary
Clinics of North America. Equine practice,v.15, p.321-343, 1999.

HOOD, D.M., WAGNER, |.P., BRUMBAUGH, G.W. Evaluation of hoof wall surface
temperature as an index of digital vascular perfusion during the prodromal and acute
phases of carbohydrate-induced laminitis in horses. American Journal of
Veterinary Research, v.62, p.1167-1172, 2001.

HUNT, R.J. The pathophysiology of acute laminitis. Compendium on Continuing
Education for the Practicing Veterinarian, v.13, p. 401-407, 1991.

IGNARRO, L.J., OLSON, S. GARBAN, H.J. NO, NO y NOe: Oxido Nitrico en la
Fisiologia Vascular. Department of Molecular and Medical Pharmacology, UCLA
School of Medicine. Visto em:
http://caibco.ucv.ve/caibco/CAIBCO/Vitae/VitaeTrece/Articulos/MedicinaMolecular/Ar
chivosHTML/MedicinaMolecular.pdf. Acessado em 20 de julho, 2007.

JOHNSON, P.J., TYAGI, S.C., KATWA, L.C., et al. Activation of extracellular matrix
metalloproteinases in equine laminitis. The Veterinary Record v.142, n.15, p.392-
396, 1998.



34

JOHNSON, P.J., KREEGER, J.M., KEELER, M., GANJAM, V.K., MESSER N.T.Serum
markers of lamellar basement membrane degradation in horses affected with
laminitis. Equine Veterinary Journal, v.32, n.6, p.462-68, 2000.

JONES, W.E. Genética e Criacdo de Cavalos ed. Roca, cap. 1, p.3-19, 1987.

JORIS, 1., MAJNO, G. Endothelial changes induced by arterial spasm. American
Society of Veterinary Clinical Pathology, v. 102, p. 346-358, 1981.

KAINER, R.A. Clinical anatomy of the equine foot. The Veterinary Clinics of North
America. Equine practice, v.5, p.1-27, 1989.

KATWA, L.C., JOHNSON P.J., GANJAM V.K., et al. Expression of endothelin in equine
laminitis. Equine Veterinary Journal, v.31, n. 54, p.243-247, 1999.

MINNICK, P.D., BROWN, C.M., BRASELTON, W.E., et al. The induction of equine
laminitis with an aqueous extract of the heartwood of black walnut (Juglans nigra).
Veterinary and human toxicology, v. 29, p.230-233, 1987.

MOLYNEUX, G.S., HALLER, C.J., MOGG, K., et al. The structure, innervation and
location of arteriovenous anastomoses in the equine foot. Equine Veterinary
Journal, v.26, p.305-312, 1994.

MOORE, J.N., GARNER, H.E., BERG, J.N., et al. Intracecal endotoxin and lactate
during the onset of equine laminitis: a preliminary report. American Journal of
Veterinary Research, v. 40, p. 722-723, 1979.

MOORE, J.N., GARNER, H.E., COFFMAN, J.R. Haematological changes during
development of acute laminitis hypertension. Equine Veterinary Journal, v.13, n.4,
p.204-242, 1981.

MOORE, J.N., ALLEN, D, JR., CLARK, E.S. Pathophysiology of acute laminitis. The
Veterinary Clinics of North America. Equine practice, v. 5, p. 67-72, 1989.

MOSTAFA, M.B. Studies on experimental laminitis in the horse. College of Veterinary

Medicine. Cairo: Cairo University, 1986.

MURAD, F. Cyclic guanosine monophosphate as a mediator of vasodilation. The
Journal of Clinical Investigation, v.78, p.1-5, 1986.

OBEL, N. Studies on the histopathology of acute laminitis. Uppsala, Sweden: Almquist
and Wiskells, 1948.



35

PASS, M.A, POLLITT, S., POLLITT, C.C. Decreased glucose metabolism causes
separation of hoof lamellae in vitro: a trigger for laminitis? Equine Veterinary
Journal. Suppl. v.26, p.133-138, 1998.

PATEL, KP, LI Y-F, HIROOKA, Y. Role of nitric oxide in central sympathetic outflow.
Experimental Biology and Medicine, v.226, p.814-824, 2001.

PERONI, F.J., MOORE, J.N., NOSCHKA, E., GRAFTON, M.E., ACEVES-AVILA, M.,
LEWIS, S.J., ROBERTSON, T.P. Predisposition for venoconstriction in the equine
laminar dermis: Implications in equine laminitis. Journal of Applied Physiology,
v.100, p. 759-763, 2006.

POLLITT, C.C., MOLYNEUX, G.S. A scanning electron microscopical study of the
dermal microcirculation of the equine foot. Equine Veterinary Journal, v.22, p.79-
87, 1990.

POLLITT, C. C. Basement membrane pathology: a feature of acute equine laminitis.
Equine Veterinary Journal, v. 28, n. 1, p. 38-46, 1996.

POLLITT, C.C., DAVIES, C.T. Equine laminitis: its development coincides with
increased sublamellar blood flow. Equine Veterinary Journal, Suppl. v. 26, p. 125-
132, 1998.

POLLITT, C.C, DARADKA, M. Equine laminitis basement membrane pathology: loss of
type IV collagen, type VIl collagen and laminin immunostaining. Equine Veterinary
Journal, Suppl. v.26, p. 139-144, 1998.

POLLITT, C.C., PASS, M.A.,, POLLITT, S. Batimastat (BB-94) inhibits matrix
metalloproteinases of equine laminitis. Equine Veterinary Journal, Suppl. v.26, p.
119-124, 1998.

POLLITT, C.C. Equine laminitis: a revised pathophysiology. Proceedings of the
American Association of Equine Practitioners, v.45, p.188-192, 1999.

POLLITT, C.C. Equine laminitis: a revised pathophysiology. 10™ Annual Convention.
American Ferriers Association. Proc. Kansas City, Missouri. p. 99-101. february 28 -
march 3, 2001.



36

POLLITT, C.C, VAN EPS, AW. Equine laminitis; a new induction model based on
alimentary overload with fructan. 7th International Equine Colic Research
Symposium, 87, 2002.

REED, R.J. Cutaneous vascular and perivascular inflammation: diagnostic requisites
and immunologic correlates and postulates in Cutaneous Vasculidies. American
Society of Veterinary Clinical Pathology, p.1-13, 1977.

ROBINSON, N.E., SCOTT, J.B., DABNEY, J.M., et al. Digital vascular responses and
permeability in equine alimentary laminitis. American Journal of Veterinary
Research, v. 37, p.1171-1174, 1976.

ROBINSON, N.E. Digital blood flow, arteriovenosus anastomoses and equine. Equine
Veterinary Journal, v. 22, n. 6, p. 381-383, 1990.

RUCKER, A., REDDEN, R.F., ARTHUR, E.G., REED, S.K., HILL, B.W., DZIUBAN,
E.M., RENFRO, D.C. How to perform the digital venogram. Proceedings of the
American Association of Equine Practitioners, v. 52, p. 526-529, 2006.

SAMPAIO, R. C. L., CANOLA, J. C., LACERDA NETO, J. C., MORAES, J. R. Histologic
alterations of the basement membrane of the dermal and epidermal layers of the
hoof in horses with acute laminitis. International Journal of Morphology, v. 22, n.
4, p.307-312, 2004.

SCHNEIDER, D.A., PARKS, A.H., EADES, S.C., et al. Palmar digital vessel relaxation in
healthy horses and in horses given carbohydrate. American Journal of Veterinary
Research, v.60, p.233-239, 1999.

SMITH, F. The early history of veterinary literature and British development. London: JA
Allen & Co., 19109.

SPROUSE, R.F., GARNER, H.E., GREEN, E.M. Plasma endotoxin levels in horses
subjected to carbohydrate induced laminitis. Equine Veterinary Journal, v. 19, n. 1,
p. 25-28, 1987.

STUMP, J.E. Anatomy of the normal equine foot, including microscopic features of the

laminar region. Symposium on the Equine Foot, v. 15, p. 1588-1599, 1967.



37

TROUT, D.R.; HORNOF, W.J.; LINFORD, R.L. et al. Scintigrafic evaluation of digital
circulation during the developmental and acute phases of equine laminitis. Equine
Veterinary Journal, v. 22, n. 6, p. 416-421, 1990.

WAGNER, IP, HEYMERING, H. Historical perspectives on laminitis. The Veterinary
clinics of North America. Equine practice, v.15, p.295-309, 1999.

WEISS, D.J., GEOR, R.J., JOHNSTON, G., et al. Microvascular thrombosis associated
with onset of acute laminitis in ponies. American Journal of Veterinary Research,
v. 55, p. 606-612, 1994.

WEISS, D.J., TRENT, A.M., JOHNSTON, G. Prothrombotic events in the prodromal
stages of acute laminitis in horses. American Journal of Veterinary Research, v.
56, n.8, p. 986 — 991, 1995.

WEISS, D.J., EVANSON, O.A., MCCLENAHAN, D., et al. Evaluation of platelet
activation and platelet-neutrophil aggregates in ponies with alimentary laminitis.
American Journal of Veterinary Research, v.58, n.12, p.1376-1380, 1997.

WEISS, D.J., EVANSON, O.A., GREEN, B.T., et al. In vitro evaluation of intraluminal
factors that may alter intestinal permeability in ponies with carbohydrate-induced

laminitis. American Journal of Veterinary Research, v.61, p.858-861, 2000.



38

CAPITULO 2: ANALISE MORFOMETRICA DAS LAMINAS DERMICAS E
EPIDERMICAS DO CASCO DE EQUINOS COM LAMINITE EXPERIMENTAL E
TRATADOS COM TRINITROGLICERINA

RESUMO - Com este trabalho objetivou-se avaliar a agcdo de um vasodilatador
nas laminas dérmicas e epidérmicas dos cascos de equinos com laminite induzida por
sobrecarga de carboidratos. Foram utilizadas amostras do casco de quinze equinos
adultos saudaveis, de acordo com o protocolo descrito por POLLITT (1994). Estes
animais foram distribuidos em trés grupos de cinco animais: Controle, Laminite e
Laminite + Trinitroglicerina. Para as analises pela microscopia 6tica foram selecionadas
as interfaces entre as laminas epidérmicas e dérmicas dos cascos. Foram analisados o
comprimento das laminas epidérmicas priméarias (LEP) e secundarias (LES), assim
como a largura de ambas. Os resultados obtidos foram avaliados estatisticamente por
meio de Analise de Variancia e pelo teste de Tukey com nivel de significancia de 5%. A
indugéo da laminite, por meio da sobrecarga de carboidratos, alterou o0 comprimento e a
largura das laminas epidérmicas primarias e secundarias nos dois grupos induzidos
(Grupos Laminite e Laminite+ Trinitroglicerina). Na analise estatistica observou-se que
h& diminuicAo no comprimento das LEP, especialmente no Grupo Laminite +
Trinitroglicerina e aumento no comprimento das LES no Grupo Laminite quando
comparados com o Grupo Controle. A largura das LEP nos eqtinos do Grupo Laminite
aumentou e no Grupo Laminite + Trinitroglicerina reduziu. Os dois grupos induzidos
tiveram reducdo na largura das LES, porém, o Grupo Laminite + Trinitroglicerina
apresentou maior reducao. Nao ha relatos na literatura que corroborem estes achados e
possibilitem comparacdes. Diante deste fato hipotetiza-se que enquanto ndo ocorre
afastamento entre a falange distal e a muralha do casco a induc&o da laminite promove
inicialmente o despreendimento das LES, as quais se afinam e alongam, enquanto as

LEP se retraem. Tais achados estdo associados a lesdo na membrana basal. O estudo
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morfométrico destacou a ocorréncia de processos de retracdo ainda ndo descritos na
literatura, o qual pode ser a primeira lesdo ocorrida nesta afeccdo juntamente com a
acao de enzimas que fragilizem as fibras de ancoragem, levando a separacdo das LES
da membrana basal. A relevancia do achado deve receber estudos adicionais com a

finalidade de compreender melhor os mecanismos envolvidos.
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I. INTRODUCAO

A laminite resulta em degeneracgdo, necrose e inflamacéo das laminas dérmicas
e epidérmicas do casco. COFFMAN et al. (1970) realizaram angiovenografias na fase
prodromica da laminite e determinaram a ocorréncia de oclusées do arco terminal e
artérias circunflexas, além da diminuicédo do fluxo sangliineo no plexo artério-venoso do
bulbo do casco e do corium, levando a degeneracdo da regido laminar. A ligacdo entre
as laminas dérmicas e epidérmicas é o unico meio da sustentacdo da falange distal
dentro do casco. Se esta ligacao inter-laminar for destruida, a falange distal pode
rotacionar ou afundar.

Segundo LARSSON et al. (1956), o casco € uma continuacdo modificada da
epiderme da pele ao qual falta o estrato granuloso e o estrato licido. Adicionalmente,
enquanto na pele se forma quérato-hialina, de consisténcia mais macia, nos cascos a
proteina predominante € a queratina de maior dureza e resisténcia. Histologicamente a
epiderme do casco é caracterizada pela fina camada interna, o estrato germinativo,
proximo ao “corium” e outra camada mais grossa, o estrato corneo. O estrato
germinativo forma uma continua camada sobre o “corium”, e as varias partes do casco
crescem como resultado da proliferacdo desta camada.

Por sua vez o estrato germinativo € subdividido em duas camadas, o0 estrato
basal ou cilindrico e o estrato espinhoso. O estrato basal é a camada profunda da
epiderme e consiste em uma unica camada de células proximas ao “corium”. O estrato
espinhoso é formado por células que migraram da camada basal para a porcao central
da lamina epidérmica secundaria (LES) e sofreram queratiniza¢do. Na por¢ao central da
LES as células do estrato espinhoso, também denominadas queratindcitos, se
distribuem em fileiras formando uma ou véarias camadas. A por¢cdo da camada

espinhosa proxima ao estrato corneo aonde ocorre a queratinizacdo em grande
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quantidade é denominada de zona transicional ou zona queratogénea (LARSSON et al.,
1956; TOMLINSON et al., 2007).

Ao realizar estudo da histologia do casco, STUMP (1967) verificou que durante o
desenvolvimento embrionario do casco, a regidao laminar é formada pelo crescimento do
estrato germinativo para dentro do “corium”. A lamina epidérmica primaria (LEP) faz
parte do estrato corneo, sendo composta de queratina dura nao tubular. Sdo produzidas
pelas laminas do estrato germinativo. As laminas epidérmicas primarias cornificam e
sdo empurradas para além da borda do sulco coronario. As laminas epidérmicas
secundarias também sdo compostas pelo estrato germinativo, mas sua queratinizacao é
apenas parcial. O estrato basal € contiguo com as laminas dérmicas e da forma a uma
Unica camada de células em torno da superficie das laminas epidérmicas secundarias.
A porcdo central das laminas epidérmicas secundarias é composta pelo estrato
espinhoso, constituido de células densas, e esta unido pela base das laminas
epidérmicas primarias.

A histopatologia da laminite eqtina vem sendo estudada a aproximadamente 60
anos, sendo descrita em varios estagios de seu desenvolvimento (OBEL 1948; STUMP,
1967; GARNER et al. 1975; ROBERTS et al. 1980; LINFORD 1987). Os primeiros
estudos se iniciaram com OBEL (1948), que conseguiu reproduzir a doenca fornecendo
aos cavalos uma papa de amido de milho e classificou a claudicacédo proveniente da
laminite em graus, conhecida como graus de Obel.

Estudos conduziram OBEL (1948) e EKFALCK et al. (1992) a concluir que a
epiderme lamelar era o local preliminar da lesdo na laminite, associado a mudancas
repentinas nas organelas citoplasmaticas chaves. Devido a complexa anatomia e
localizacdo atrds da parede do casco, as estruturas lamelares provaram ser
inevitavelmente muito dificil de estudar, nos termos de seguir 0s processos patoldgicos
gue ocorrem nos estagios de desenvolvimento e agudo. A severidade da patologia da
epiderme lamelar foi considerada por ROBERTS et al. (1980) e foi correlacionada
diretamente aos sinais clinicos. Exames de biopsias feitos da parede dorsal do casco
de cavalos, que desenvolveram a laminite induzida pelo carboidrato, permitiram a

LINFORD (1987) descrever a sequéncia de deformacgbes sofridas pela epiderme
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lamelar quanto a severidade da claudicacdo. Na microscopia 6tica, sec¢des dos tecidos
lamelares corados com hematoxilina eosina (HE), permitiram a estes autores descrever
as mudancas que ocorrem dentro das laminas epidérmicas primarias e secundarias.

Estudos morfolégicos associados a laminite focalizaram-se nas modificacdes
ocorridas ap0s observacao de claudicagdo, estendendo-se desde a sua ocorréncia até
72 horas apdés. Algumas observacBes descrevem alteracdes presentes antes ou
coincidentes com o inicio da claudicacdo. Neste momento, as alteracfes histoldgicas
surgem nos vasos da circulacdo digital. Apenas quatro horas depois do aparecimento
da claudicacdo, quando se observa inchaco das células endoteliais e edema.
Congestao e obstrucéo eritrocitica dos capilares laminares estdo presentes no periodo
de oito horas. Infiltrado perivascular aparece entre seis e doze horas e entdo diminui a
medida que os leucdcitos migram para as camadas epidermais. Células do endotélio
arteriolar estdo deformadas pelos processos citoplasmaticos estendendo-se para a
superficie luminal. Trombos microvasculares e edema severo aparecem em 24 horas e
ocorre hemorragia na lamina dérmica primaria em 72 horas (MOSTAFA, 1986).
Segundo BURCH et al., (1979), as alteracbes vasculares assemelham-se a
vasoconstricdo observada no choque hemorragico e na doenca vasoespastica humana.
As pontes endoteliais presentes na laminite aguda sdo semelhantes as que se
desenvolvem pelo contato entre células apds vasoconstricdo intensa (JORIS & MAJNO,
1981). Distorcbes anatdmicas das laminas ocorrem apenas oito horas apés a
claudicacdo. H& adelgacamento e afunilamento das estruturas lamelares
acompanhadas por reducdo, achatamento e deslocamento das camadas epiteliais
(OBEL, 1948; MOSTAFA, 1986; POLLITT, 1996). Estudos realizados para examinar o
didmetro e a distribuicdo do suprimento vascular dentro do casco distal usando técnica
angiografica em cavalos normais, cavalos com claudicacdo aguda e em cavalos
cronicamente afetados sob anestesia geral, revelaram aumento no diametro dos
grandes vasos e diminuicdo no didmetro dos vasos terminais do casco durante a fase
aguda. Sendo que estes dados foram consistentes com a vasoconstricdo (COFFMAN et
al., 1970).
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Em estudos envolvendo o uso de radionlcleos para avaliar a distribuicdo
funcional do fluxo digital capilar e a presenca de desvios arteriovenosos significantes,
foram obtidas imagens que revelaram a diminuicdo na perfusdo em todos os cavalos
com laminite aguda. As lesdes fisiopatoldgicas, obtidas com a arteriografia, indicaram
vasoconstricdo (HOOD et al., 1978).

COFFMAN et al. (1970) observaram que a queratinizacdo do casco é complexa,
sendo um processo altamente ativo que envolve a incorporacdo da metionina e da
cisteina em células do estrato germinativo, produzindo substancias oncogénicas no
casco. A gueratinizagdo comeca na camada profunda do estrato espinhoso e ocorre
constantemente na maturacdo celular ligando o bissulfeto para formar queratina. Na
laminite, as ceélulas que passam para o0 estrato espinhoso ndo amadureceram
suficientemente para a incorporacao da cisteina, com isto a queratina produzida tem
baixa qualidade.

POLLITT (1996) classificou as alteracdes observadas nas laminas epidérmicas,
de cavalos com laminite aguda, de acordo com a severidade das lesfes. Esse sistema
de classificacdo baseou-se principalmente nas alteragdes da membrana basal (MB) da
lamina, perfeitamente visivel quando se corou o tecido conectivo com acido periodico
de Schiff (PAS) e acido periddico de metanamine de prata (PASM). O sistema
histopatologico de classificacdo correlacionou o grau de claudicacdo, segundo
classificacdo de Obel, no momento do sacrificio, e aparentemente descreveu de forma
acurada a severidade da laminite. Neste estudo POLLITT (1996), relatou que a leséo
primaria ocorria em nivel da membrana basal (MB) na interface entre as laminas
secundérias e a derme.

Segundo YELLE (1986) e BAXTER (1996), os tratamentos medicos e cirdrgicos
da laminite tém sido frequentemente revisados e atualizados, e envolvem atencao a
todos os sistemas afetados e ndo somente aos cascos. A terapia da laminite é
embasada em extensa gama de farmacos e inclui geralmente analgésicos,
vasodilatadores, aspirina e heparina. Auxilios adicionais de manejo também sé&o
recomendados e utilizados (WEISS, 1997; POLLIT & DAVIES, 1998). A utilizacdo de
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precursores de 6xido nitrico, denominados nitrovasodilatadores, foi apresentada por
BRYANT & ELLIOTT (1994) como promissores na terapia da laminite.

Em que pese a realizacdo de inumeros trabalhos sobre a morfologia do casco de
equinos normais e com laminite, ndo foram encontrados na literatura consultada
estudos de carater morfométrico. Diante deste fato, decidiu-se realizar a morfometria
das laminas dos cascos de trés grupos de equinos que foram previamente utilizados em

estudo sobre a eficicia da Trinitroglicerina na prevencgéo da laminite.

ll. MATERIAL E METODOS

2.1 Animais

Foram utilizadas amostras do casco de quinze equinos adultos, sem raca
definida, seis machos e nove fémeas, com idades variando entre quatro e sete anos. A
alimentacéo diaria foi constituida de 2,0 kg de racdo concentrada, fornecida uma vez ao
dia, além de feno e sal mineral ad libitum. A &gua estava disponivel em cochos
apropriados colocados nas baias. Estes animais foram, distribuidos em trés grupos,
constituidos de cinco animais cada:

Grupo Controle: Formado por equinos higidos, que ndo receberam sobrecarga
de carboidrato e que por razdes de ordem humanitaria ou econdmica foram submetidos
a eutanasia (Grupo 1).

Grupo Laminite: Constituido por equinos submetidos a jejum de 12 horas que
receberam por meio de sonda nasogastrica, 17,6g de amido/kg de peso vivo
(Maizena®)?, diluido em solucdo aquosa 1:1, para indugéo de laminite. Estes animais
nao receberam nenhum tratamento (Grupo II).

Grupo Laminite + Trinitroglicerina: Os animais deste grupo receberam o amido na

quantidade e diluicAo semelhantes ao grupo anterior. Ao completarem 24 horas apés a

? Maizena® - UNILEVER DO BRASIL
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administracdo da sobrecarga de carboidratos as faces palmares dos boletos dos
membros toracicos foram tricotomizadas aplicando sobre estas dois sachés, em cada
membro, contendo 10 mg de trinitroglicerina em cada saché (Nitradisc®)® os quais
foram fixados sobre a pele com esparadrapo, permanecendo no local até completar-se
48 horas apos a administracdo de carboidratos (Grupo ).

O experimento foi aprovado pela Comissdo de Etica e Bem-Estar dos Animais
(CEBEA) da FCAV/UNESP.

2.2 Analises histoldgicas

Apoés a eutanasia, a qual se deu nos equinos dos grupos induzidos 48 horas
apos a inducdo com carboidratos e, 24 a 26 horas apds 0s primeiros sinais de
claudicacdo, as extremidades distais dos quatro membros foram desarticuladas na
altura da articulacdo metacarpo-falangeana e metatarso-falangeana, para os membros
toracicos e pélvicos, respectivamente.

Os cascos foram seccionados com uma serra de fita, de acordo com o protocolo
descrito por POLLITT (1996). Foi obtido fragmento retangular da muralha interna, na
regido da pinca, com lados medindo 1,0 x 0,5 cm e espessura de 0,1 cm, contendo a
interface entre as laminas dérmicas e epidérmicas.

Os fragmentos finais foram fixados em formol a 10 %, desidratados com alcool e
incluidos em parafina. Cortes de 5 a 7 um de espessura foram realizados, corando-se

em seguida com hematoxilina-eosina (HE) ou &cido periédico de Schiff (PAS).

2.3 Morfometria

® Nitradisc® 10 mg - SEARLE
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No estudo morfométrico, foram selecionadas as interfaces entre as laminas
epidérmicas e dérmicas dos cascos desses equinos. Foi analisado o comprimento das
laminas epidérmicas priméarias (LEP) e secundarias (LES) assim como a largura de
ambas, utilizando-se um sistema de andlise de imagem computadorizada (Imagem Pré
Plus). As laminas foram fotografadas utilizando-se microscépio de luz digital da marca
Nikon e armazenadas em computador para posterior analise. Utilizou-se para anélise,
uma area representativa de 40 campos por animal, 200 campos por grupo, perfazendo

um total de 600 campos.

2.4 Andlise estatistica

Os diferentes parametros estudados foram analisados por meio de Analise de
Variancia (ANOVA) e Teste de Tukey, com nivel de significancia P < 0,05, realizado

mediante o procedimento do SAS (Statistical Analysis System).

lll. RESULTADOS

Na andlise histologica do casco dos equinos do Grupo Controle (Gl), observou-
se que as laminas epidérmicas primarias (LEP) constituem projecdes do estrato corneo
da muralha do casco e sdo compostas de queratina dura n&do tubular. A extremidade
destas estruturas apresenta forma arredondada, com a aparéncia de folhas de
palmeira.

Intercaladas entre as LEP, encontram-se as laminas dérmicas primérias (LDP)
nas quais foi possivel verificar a presenca de vasos entremeados no tecido conjuntivo.
As laminas epidérmicas primarias eram sempre mais largas que as laminas dérmicas

priméarias (LDP), harmoniosas entre si e paralelas umas com as outras, tendo seu tecido
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conectivo bem visivel. Aparentemente, ocorria queratinizacdo na base das laminas
epidérmicas primarias, fornecendo a sensacéo de crescimento perpendicular & muralha
do casco, enquanto as LDP provinham do tecido de preenchimento anexo a falange
distal (Figura 3A). A LEP possuia apéndices que contornavam toda sua extensao,
laminas epidérmicas secundéarias (LES), entre cada LES eram vistas as laminas
dérmicas secundarias (LDS) penetrando profundamente as criptas das LES (Figura 3B).

As laminas epidérmicas secundarias (LES) eram arredondadas em sua
extremidade, com aparéncia de bastdo (Figura 3C). Essas laminas geralmente se
posicionavam em direcdo a falange distal ou em um &angulo reto com o0 eixo
queratinizado da lamina epidérmica priméaria. A porcao central da lamina epidérmica
secundaria compde o estrato espinhoso, 0 qual tem células raras e densas, unido a
lateral das laminas epidérmicas primarias. As LES eram sempre mais largas que as
laminas dérmicas secundarias, harmoniosas entre si e paralelas umas com as outras,
tendo seu tecido conectivo bem visivel. Nas LES eram visiveis as células basais, com
seu nucleo de formato ovalado, situado no pélo apical das células basais (Figura 3D).

A inducdo da laminite por meio da sobrecarga de carboidratos alterou o
comprimento e a largura das laminas epidérmicas primarias e secundarias nos dois
grupos induzidos (Grupo Laminite e Grupo Laminite + Trinitroglicerina) (Tabela 1).

As laminas epidérmicas primarias nos Grupos Laminite e Laminite
+Trinitroglicerina, tinham aparéncia de retracdo com afilamento de seus apices (Figura
4A) e apresentaram em suas bases, material queratinizado proveniente das células
basais, fornecendo a impresséo de maturacao celular precoce (Figura 4B).

As laminas epidérmicas secundarias apresentaram estreitamento e
alongamento com afilamento dos seus apices e posicionamento irregular onde seu
apice apontava em varias direcfes. A distribuicdo simétrica regular da anatomia
lamelar tinha desaparecido e ocorreu desigualdade no tamanho das LES (Figura 4C).

As laminas dérmicas secundarias estavam ausentes em muitos pontos,
juntamente com 0s vasos nelas existentes, fornecendo a sensacao de retracdo. No

lugar destas laminas havia apenas um espaco vazio (Figura 4C).
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As células basais das laminas epidérmicas secundarias estavam com formato
arredondado, proximos a membrana basal, e em muitos lugares, estas células ndo
eram mais visualizadas. Alguns cortes apresentavam deformidades nas laminas
epidérmicas e dérmicas, aparecendo inclusive trombos e separacdo da LES da MB
(Figura 4D). Notou-se a presenca de degeneracdo nuclear principalmente das células
basais situadas junto as LDS nas quais o tecido conjuntivo estava ausente, 0os nucleos
destas células apresentavam-se pequenos e de coloracdo escura, indicando picnose.

Também foi observada a existéncia de nulcleos em cariorrexis e cariélise.
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Figura 3 — Fotomicrografias — Em A - Aspecto histoloégico das laminas epidérmicas do casco de equinos do
Grupo Controle, onde se visualiza a queratinizagdo das LEP e o contorno regular das LES. A linha
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azul indica o comprimento e a largura da LEP e a marcacao utilizada para sua determinacdo (HE -
obj. 4x). Em B observa-se 0 aspecto histolégico das laminas epidérmicas do casco de equinos do
Grupo Controle (Gl), ilustrando a queratinizacdo das LEP e o contorno regular das LES, LES
paralelas entre si com seus apices arredondados (setas), largura das LEP (linha azul) (HE - obj.
20x). Em C e D observa-se o aspecto histolégico das laminas epidérmicas e dérmicas do casco de
equinos do Grupo Controle, visualizando-se a diferenga de comprimento e largura (linha azul) entre
as LES e as LDS, o formato em bastédo das LES, a presenca de queratinécitos (Q) nas LES e os
nucleos basais de formato oval dispostos no &pice das células basais (CB) (seta) (Figura C —HE —
obi 4“)4“E|g wa-D - HE nhj 680 v)

LEP

LDP

Estrato médio da
muralha do casco

mZomo
-«

LDP

LDP LES
LES

LDS

LEP
LEP

Figura 4 — Fotomicrografias dos equinos dos Grupos Laminite e Laminite+Trinitroglicerina. Em A ilustra-
se aparente retragdo com queratinizagdo da base das laminas epidérmicas primarias nos equinos
do Grupo Laminite (seta) (HE — obj. 4x). Em B, imagem do Grupo Laminite+Trinitroglicerina com
células em fase de queratinizacéo (seta), aparente retracdo da lamina epidérmica priméria (LEP)
devido a queratinizagcdo avancada das células basais na base da LEP (cabeca de seta) (HE - obj.
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20x). Em C, espacgos vazios entre a lamina epidérmica priméaria (LEP) e a lamina dérmica
primaria (LDP), indicativo de retracao e lesdes lamelares (seta) (HE — obj. 40x). Em D, perda de
arquitetura das laminas epidérmicas secundarias (LES), células basais (CB) com os nucleos
arredondados ou de forma irregular, presenca de material amorfo constituido aparentemente de
fibrina, hemé&cias e leucdcitos aderidos ao endotélio vascular (seta) na LDS (HE — obj. 100x).

Relativamente ao comprimento da LEP, observaram-se diferencas entre os
membros toracicos e pélvicos como entre os Grupos Controle, Laminite e Laminite +
Trinitroglicerina. O maior comprimento médio dos membros toracicos foi observado nos
equinos do Grupo Controle (3231um), com valores sucessivamente menores nos
grupos Laminite (3051 um) e Laminite + Trinitroglicerina (2160 um). O mesmo ocorreu
com 0s membros pélvicos, nos quais o maior valor do comprimento das LEP foi obtido
nos equinos do Grupo Controle, com valores intermediarios do Grupo Laminite e
menores no Grupo Laminite + Trinitroglicerina (Tabela 1).

Quanto a largura das LEP, ndo se observaram diferencas entre os membros
toracicos e peélvicos nos equinos do Grupo Controle, embora nos demais grupos esta
variavel tenha diferido de tamanho entre membros toracicos e pélvicos. Ao se comparar
a largura das LEP dos membros toracicos dos equinos do Grupo Controle com os
equinos dos demais grupos, observou-se que os cavalos do Grupo Laminite +
Trinitroglicerina apresentaram o0s menores valores (215um +1,94), enquanto o0s
tamanhos dos outros dois grupos nao diferiram entre si, sendo de 253um %1,88 e
264um +4,25 para os Grupos Controle e Laminite, respectivamente. Ao considerar a
largura da LEP dos membros pélvicos observou-se que ocorreram diferencas entre os
trés grupos (Tabela 1).

Ao avaliar-se o comprimento das LES dos membros toracicos e pélvicos dos
equinos do Grupo Controle observou-se que estas nao diferiram. Entretanto, nos grupos
induzidos com carboidrato, Grupo Laminite e Grupo Laminite + Trinitroglicerina,
ocorreram diferencas marcantes entre 0s membros toracicos e pélvicos. O
comprimento das LES dos membros toracicos nos dois grupos induzidos teve aumento
significativo quando comparado com o Grupo Controle, porém, notou-se que nao houve
diferenca entre os grupos induzidos. A mesma ocorréncia se deu em relacdo ao

comprimento da LES do membro pélvico, as quais nao diferiram entre os animais dos
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Grupos Laminite e Laminite+Trinitroglicerina, no entanto, foram maiores que as
registradas no Grupo Controle.

Os dois grupos induzidos tiveram reducdo na largura das LES, porém, o Grupo
Laminite + Trinitroglicerina foi 0 que obteve a maior redugcdo. Novamente foi observado
que as laminas epidérmicas secundarias apresentaram diferengcas entre os membros
toracicos e pélvicos, sendo que a largura dessas laminas era maior nos membros

toracicos nos trés grupos estudados (Tabela 1).

Tabela 1 — Média + EPM do comprimento e largura das laminas epidérmicas dos membros
toracicos e membros pélvicos dos Grupos Controle, Laminite e Laminite +
Trinitroglicerina.

GRUPOS

Variaveis Controle Laminite Laminite + Trinitroglicerina

MT MP MT MP MT MP

Comprimento
(Hm)
LEP  Largura (um)  253+1,88"%° 246 +2,03"' 264 +4,25%% 287 1842"%  215+1,04%° 229 +1,77"°

3231+16,38" 2699+15,35% 3051+22,76"" 2598+22,07%2 2160+51,72°° 1865+43,11%°

Comprimento
(Hm)
LES | argura(um) 310,36 28+0,26 %! 20+0,53"° 26+0,44 % 24+0,31%° 22 +0,33%

14142217 136 +242" 201 +4,67"°  190+4,05%2  106+4,48%° 187 +271%2

Médias seguidas de letras mailsculas iguais ha mesma linha ndo diferem entre si para MP e MT no mesmo grupo.
Médias seguidas de letras minGsculas iguais na mesma linha ndo diferem entre si para MT entre 0s grupos.
Médias seguidas de numeros iguais ha mesma linha néo diferem entre si para MP entre 0s grupos.
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IV. DISCUSSAO

Os membros da familia Equidae sdo mamiferos que representam o resultado da
evolucdo extrema dos digitigrados. Os Unicos digitos, encerrados em resistentes cascos
queratinizados, na extremidade dos membros relativamente leves, tém
indubitavelmente, contribuido com a velocidade e a versatilidade dos animais desta
espécie. Poréem ha um preco. Imobilidade e incapacitacdo é o resultado se a conexdo
entre o casco e a terceira falange falhar. Entre os equideos selvagens, deve existir
selecdo natural referente a tal falha no casco (conhecida como laminite) uma vez que
0s acometidos por esta afeccdo estariam impossibilitados de caminhar normalmente,
especialmente empreender fugas o que atrairia rapidamente a atencao dos predadores.
Os equinos sdo normalmente moveis e atléticos, porém, quando desenvolvem laminite
se tornam debilitados, lentos e dependentes (POLLITT, 2007).

Nesta pesquisa atribuiu-se as diferencas anatdbmicas observadas no
comprimento das laminas epidérmicas primarias e a largura das secundarias nos
cascos dos digitos toracicos de equinos saudaveis, de 16,5% e 9,7% maiores,
respectivamente, do que nos cascos dos membros pélvicos, a maior carga que 0S
membros toracicos estdo submetidos tanto em repouso, suportando 60% do peso total
do equino, guanto em movimento, podendo receber pressbes trés vezes maiores que
seu peso total em apenas um membro. Portanto quanto maior a area de contato maior
sera a fixacdo e aderéncia entre o casco e a falange distal. E imprescindivel, que as
estruturas estejam em perfeito estado para que a parede do casco garanta a
sustentacdo da parede da falange distal.

A parede do casco equino age como componente importante do sistema 0sseo.
Durante a locomocéo, a parede do casco esté sujeita a cargas repetidas elevadas e as

interacdes de conectividade. Em um cavalo da raca puro-sangue inglés, por exemplo, a
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forca vertical agindo em cada dedo durante o galope € igual ou maior do que o peso do
animal, multiplicada pela aceleracdo, o que gera uma for¢ca de aproximadamente 9000
N. Obviamente, a acdo desta carga sobre o casco ocorre a cada galdo em infimo
momento de apoio de duragdo, muitas vezes menor, que um segundo (GEARY, 1975).
Esta carga € transmitida a terra pela superficie de contato palmar ou plantar da parede
do casco, o qual tem uma &rea total de aproximadamente 20 cm?. Assim, se a carga for
distribuida uniformemente sobre esta area, o material da parede do casco experimenta
um estresse da ordem de 14,3 kg/cm? (WAINWRIGHT et al., 1982).

Neste estudo, a diminuicdo no comprimento e o aumento na largura das LEP,
assim como alongamento e estreitamento das LES, alteragcbes na morfologia das
células basais, e sinais de separacdo da membrana basal das células basais foram
associados com a laminite aguda induzida por sobrecarga de carboidrato em equinos
tratados ou ndo com trinitroglicerina, quando comparado com individuos saudaveis.

A literatura da laminite eqiina contém diferentes opinides sobre a patogénese
das lesbBes ocorridas nos cascos. Algumas pesquisas concernem as alteracdes
hemodinamicas profundas no fluxo sanglineo do casco. Segundo observacoes
efetuadas por COFFMAN et al. (1970) e ROBINSON et al. (1976) em estudos
angiograficos realizados para examinar o diametro e a distribuicdo do suprimento
vascular dentro do casco em equinos normais e com laminite, ocorre aumento no
didametro dos grandes vasos e diminuicdo no didmetro dos vasos terminais do casco
durante a fase aguda da laminite, os quais, segundo estes autores, eram consistentes
com vasoconstricdo. Pesquisas conduzidas por ACKERMAN et al. (1975) e RUCKER et
al. (2006), por meio de venogramas na circulacdo distal dos membros, sugeriram
reducdo na perfusdo vascular terminal do casco apos a inducdo de laminite com
sobrecarga de carboidratos em equino. Por sua vez em 1978, HOOD et al. por meio da
administracao intra-arterial de moléculas radioativas de albumina demonstraram que a
reducdo na perfusdo capilar na regido laminar ocorria devido a abertura das
anastomoses arteriovenosas, nha altura do plexo coronéario, durante o inicio da

claudicacao.
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Estudos hemodinamicos conduzidos por ALLEN et al. (1990) e EATON et al.
(1995), em equinos com laminite induzida experimentalmente, indicaram diferencas
entre as resisténcias vasculares dos segmentos pré e pos-capilar, sugerindo a
ocorréncia de aumento na resisténcia vascular no lado venoso do leito capilar laminar
no estagio prodrémico da laminite. Tais achados forneceram suporte adicional a
hipétese de que o aumento do tdnus venomotor inicia a laminite.

Por sua vez, ALLEN et al. (1990) e HUNT (1991) estabeleceram que a abertura
de anastomoses arteriovenosas na banda coronaria favorecia a reducdo do fluxo
sanguineo. HOOD et al. (2001), utilizando o modelo de sobrecarga CHO verificaram
diminuicbes na temperatura superficial da muralha do casco oito a 12 horas antes do
inicio da claudicacdo. Os autores concluiram que estes achados indicavam reducéo de
perfusdo laminar e da atividade metabdlica.

Em estudo recente, POLLITT & DAVIES (1998) contestaram essas teorias, ao
afrmarem que na fase prodrébmica da laminite ocorre vasodilatacdo e néao
vasoconstricdo. Estes autores constataram aumentos na temperatura do casco na fase
de desenvolvimento da lesdo, correlacionando esses achados com a ocorréncia de
vasodilatacdo do digito. Coincidentemente, ROBINSON et al. (1976) e TROUT et al.
(1990) também ja haviam afirmado que a laminite € precedida por aumento de fluxo de
sangue na regido laminar.

Além disto, POLLITT & DAVIES (1998) relataram que a perfusdo diminuida do
leito capilar dos cascos de equinos com laminite aguda induzida, atribuida pelos outros
pesquisadores a venoconstricdo era, provavelmente, o resultado de lesGes lamelares,
estas lesBes nas laminas dérmicas secunddarias seriam as responsaveis pelos danos
aos capilares, causando colabamento ou mesmo rupturas dos mesmos, ndo sendo a
venoconstricdo a causa da laminite.

No presente trabalho ocorreu, nos dois grupos induzidos, retracdo das LEP com
maior queratinizacdo de sua base, esta retracao foi atribuida & queratinizacdo precoce
das células basais, sendo maior no grupo Laminite + Trinitroglicerina.

Especulou-se, que a reducdo das LEP no Grupo Laminite ocorreu pela producéo

acelerada de queratina pelos queratindcitos (células basais - CB) que tiveram seu
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contato com a membrana basal (MB) rompido por metaloproteinases (MMP), ocorrendo
assim, a morte celular ou, ainda, a tentativa do organismo de promover rapida
recuperacao tecidual, porém pelo fato dos vasos estarem lesionados e a presenca de
MMP promover a separagdo das CB da MB as primeiras ndo foram suficientemente
providas de nutrientes, acarretando, deste modo a morte celular e maior queratinizagao
no local.

Segundo COFFMAN et al. (1970), a estrutura e qualidade do tecido corneo séao
dependentes da queratinizacdo fisiolégica na qual o produto final, o tecido corneo do
casco, pode ndo ser de boa qualidade. As células epidérmicas ou queratindcitos se
tornam queratinizadas, em processo que tem sido descrito como morte programada. E
devido a epiderme ser avascular, os queratinécitos dependem para sua nutricdo da
difuséo de oxigénio e nutrientes da microcirculagdo da derme (“corium”), através da MB,
sendo que esta difusdo é facilmente quebrada e quando isto ocorre, o resultado é a
producéo de tecido corneo com alteracdes estruturais.

Neste trabalho foi hipotetizado que as alteragcdes morfolégicas encontradas no
grupo Laminite + Trinitroglicerina se deviam ao fato da trinitroglicerina provocar
vasodilatacdo das anastomoses, possibilitando o aporte de maior quantidade de
citocinas aos vasos da derme laminar, essas citocinas ativariam metaloproteinases em
grandes quantidades, causando assim, morte celular e, consequentemente, maior
gueratinizacdo. O uso da trinitroglicerina ocasionou reducéo de 33% no comprimento
das LEP nos membros toracicos e de 31% nos membros pélvicos quando comparados
com 0s membros toracicos e os membros pélvicos do grupo controle e de 29% nos
membros toracicos e de 28% nos membros pélvicos quando comparados com 0 grupo
Laminite. Sendo que o grupo Laminite teve reducdo no comprimento das LEP de 5,6%
para os membros toracicos e de 3,8% para os membros pélvicos quando comparados
com o grupo Controle, estabelecendo diferenca de 15% entre 0s membros toracicos e
pélvicos do mesmo grupo.

Segundo POLLITT & MOLYNEUX (1987) existem, em cada um dos cascos dos
equinos, aproximadamente 500 anastomoses arteriovenosas (AVAS) por cm?, valor

significativamente alto em relacéo as outras espécies de mamiferos. MOLYNEUX et al.
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(1994) relataram que a abertura dessas AVAS poderia ser ativada em cavalos com
laminite por peptideos vasoativos provenientes de oOrgdos doentes distantes dos
cascos, promovendo dilatacdo inadequadas das AVAS e contribuindo para a isquemia
laminar e conseqientemente, laminite aguda. Essa vasodilatagdo que ocorreria nas
AVAS seria causada pela producdo de NO a partir da NO sintetase constitutiva
presente nas células endoteliais (FURCHGOTT, 1981) ou ainda, pela ativacdo de
macrofagos capazes de promover a producdo de NO a partir do NO sintetase induzida
(HAMMOND et al., 1999).

Segundo BAILEY et al. (2004) as aminas produzidas por bactérias no ceco de
equinos e liberadas na circulacdo apos sobrecarga de carboidratos, contribuiriam com a
vasoconstricdo digital. A acdo dessas aminas € seletiva a vasculatura digital sobre a
circulacao sistémica, e o seu efeito é mediado direta ou indiretamente via deslocamento
da 5-Hidroxitriptamina (5-HT) pelas plaquetas. MENZIES-COW et al. (2004),
corroboraram com este pesquisadores, ao concluirem que a hipoperfusdo digital
coincide com o aumento significativo de mediadores vasoativos derivados de plaquetas,
tromboxane A% (TXA?) e 5-HT.

Com o intuito de restabelecer a circulacdo no digito equino causada por
substancias vasoconstritoras, HINCKLEY et al. (1996) utilizaram precursores de ON,
conhecido vasodilatador, relatando sua eficacia no tratamento de laminite em péneis.

EADES et al. (2006), posteriormente, utilizando a nitroglicerina, comprovaram
melhora significativa na resisténcia do fluxo sanglineo total, porém esses
pesquisadores ndo verificaram alteracdo na resisténcia pos-capilar na perfusdo de
digitos isolados de equinos com laminite induzida por sobrecarga de carboidratos, e a
combinacdo da nitroglicerina com antagonista de receptores de endotelina causou
diminuicdo na resisténcia pré e pos-capilar e no fluxo sangiineo digital, deixando seus
valores préximos ao normal. No entanto, GILHOOLY et al. (2005) ao utilizarem sachés
de trinitroglicerina com o intuito de diminuir o ténus vasomotor, ndo verificaram
alteracbes plasmaticas significativas na concentracdo de Oxido nitrico no fluxo
sanguineo digital arterial e venoso, indicando que esta ndo foi absorvida pela pele.

RAGLE (1999) relatou que o sucesso obtido com o uso da nitroglicerina deu-se em
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caso de laminite causada por frutana, uma oligofrutose presente em gramineas, 0s
quais podem apresentar melhora clinica espontaneamente, ndo sendo, entretanto, tdo
eficientes em casos induzidos por sobrecarga de carboidratos.

Averigou-se no presente estudo que as laminas dérmicas secundarias estavam
retraidas ou lesionadas, acarretando prejuizo vascular ou mesmo a auséncia de
capilares préximos as laminas epidérmicas secundarias, restando somente os grandes
vasos presente na derme subjacente. Devido a esses achados hipotetizou-se que a
retracdo da derme causaria colabamento dos vasos ou mesmo a destruicdo destes,
sendo estas lesbes as responsaveis pela auséncia de circulacao periférica impedindo,
assim, a chegada de aporte sanglineo até as LES, contrariando COFFMAN et al.
(1970) e ROBINSON et al. (1976) que co-relacionaram a auséncia de circulacdo
periférica presentes nas venografias com a vasoconstricdo, causadora da laminite.

Segundo LINFORD (1987) a laminite induzida pela sobrecarga de carboidratos
causa estiramento e deformacao da lamina epidérmica enquanto aumenta a severidade
da claudicacdo. Alguns pesquisadores relataram que ocorrem distor¢des anatdomicas
das laminas apenas oito horas apos a claudicacdo. H4 adelgagcamento e afunilamento
das estruturas lamelares acompanhadas por reducdo, achatamento e deslocamento
das camadas epiteliais (OBEL, 1948; MOSTAFA, 1986; POLLITT, 1996).

As LEP do grupo Laminite tiveram aumento na sua largura, o que foi atribuido ao
aumento no comprimento das LES, que ao ficarem mais compridas alargaram as LEP.

As LES foram vistas mais compridas tanto no grupo Laminite como no grupo
Laminite + Trinitroglicerina quando comparados ao grupo Controle, pressupde-se que
este aumento foi ocasionado pela ruptura da ligacdo da célula basal com a MB em
alguns pontos fazendo com que esta célula deixasse de ser nutrida por difuséo através
da MB, com isto ocorrendo ruptura entre as células basais, causando, assim, perda da
arquitetura lamelar. As CB quando sofrem o processo de queratinizacdo se deslocam
para o eixo queratinizado da LEP. Porém em alguns pontos ainda estdo presas a
falange distal por miofilamentos fazendo com que as LES fiquem estiradas.

As CB estéo ligadas por hemidesmossomos que se conectam com os filamentos

de ancoragem na MB, destes filamentos projetam-se fibrilas em dire¢édo a falange distal,
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que a penetram fixando a falange distal a muralha do casco (POLLITT & MOLYNEUX,
1987).

A administracdo de trinitroglicerina ao Grupo Laminite + Trinitroglicerina néo
preveniu ou atenuou as degeneragOes laminares observadas, as quais foram mais
graves do que as notadas no Grupo Laminite. Este fato evidencia que outros
fenbmenos além das alteragcdes vasculares e, conseqientemente, vasoconstricao,

podem estar relacionados a patogenia da afeccéo.

V. CONCLUSAO

Os resultados deste trabalho permitiram-nos concluir que:

- A administrac&o de trinitroglicerina, nas doses preconizadas neste trabalho, ndo
foi capaz de impedir a forma aguda da laminite nem tampouco as alteracdes
degenerativas do tecido dérmico e epidérmico do casco de equinos laminiticos,
detectadas através das anélises morfoldgicas e morfométricas;

- As alteracdes histologicas observadas poucas horas apos o desenvolvimento
da fase aguda, permitem-nos inferir que qualquer terapia utilizada na laminite devera
ser empregada antes da ocorréncia de claudicagao;

- Estudos adicionais devem ser realizados na tentativa de elucidar, com maior
exatiddo, as causas desta enfermidade, pois enquanto n&o se conhecer
completamente os mecanismos envolvidos na sua fisiopatogenia, sera extremamente

dificil preconizar-se uma terapia efetiva.
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CAPITULO 3: LAMINITE EQUINA EXPERIMENTAL: ESTUDO ULTRA-ESTRUTURAL
E MORFOMETRICO DAS LAMINAS DERMICAS E EPIDERMICAS DO CASCO
TRATADOS COM TRINITROGLICERINA

RESUMO - A gravidade da laminite tem suscitado a realizagdo de inuUmeras
pesquisas de carater clinico, morfolégico e farmacoldgico, entre outros, na tentativa de
elucidar as causas do processo, para 0 qual se buscam tratamentos eficientes. Os
precursores de oOxido nitrico tém sido indicados no tratamento da laminite. Neste
trabalho avaliou-se ultra-estruturalmente o efeito da trinitroglicerina, um precursor do
oxido nitrico, na prevencdo da laminite aguda em equinos. Foram utilizadas amostras
do casco de quinze equinos adultos. Os animais foram distribuidos em trés grupos:
Controle, Laminite e Laminite + Trinitroglicerina, constituidos cada um de cinco animais.
Para as analises ultra-estruturais foram selecionadas as interfaces entre as laminas
epidérmicas e dérmicas dos cascos de equinos desses grupos. A inducdo da laminite
por meio da sobrecarga de carboidratos diminuiu significativamente as areas da célula e
do ndcleo dos dois grupos induzidos (Grupo Laminite e Grupo Laminite +
Trinitroglicerina), em comparacdo com o Grupo Controle. A analise estatistica mostrou
que o Grupo Il foi o que obteve maior reducdo dessas areas, porém a porcentagem de
ocupacao do nucleo na célula ndo diferiu nos dois grupos induzidos. No presente estudo
observou-se que o grupo Laminite + Trinitroglicerina nao diferiu morfometricamente do
grupo Laminite, ou seja, as degeneragbes celulares observadas foram da mesma
natureza, porém ocorreram diferencas entre grupos quanto as areas das células e dos
nucleos, de menor intensidade no grupo Laminite + Trinitroglicerina. Nos locais aonde a
membrana basal se encontrava desprendida da epiderme n&o foram encontrados
hemidesmossomos integros; estes permaneciam aderidos as células basais ou aos
restos de membrana celular. Provavelmente esta separagéo se deve ao rompimento
primario das fibras de ancoragem. Com base nos achados da presente pesquisa
constatou-se que na laminite ocorrem alteracbes precoces nas fibras de ancoragem e

que a utilizacao do 6xido nitrico ndo previne o desenvolvimento desta afec¢ao.
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l. INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

Nenhum outro ungulado é acometido tdo severamente por degeneracdo das
laminas dos cascos como os equinos. A gravidade das lesdes dérmicas e epidérmicas
do casco tem suscitado o desenvolvimento de inUmeras pesquisas de carater clinico,
morfolégico e farmacoldgico, entre outros, na tentativa de elucidar as causas do
processo. Certamente, a laminite € uma das afec¢cbes mais frequentemente
pesquisadas em medicina veterinaria.

As pesquisas sobre as causas e sobre a terapia da laminite tém avang¢ado nos
altimos anos e contribuido significativamente para o0s progressos obtidos nos
tratamentos ndo apenas desta, mas também de outras afeccBes, ndo menos
importantes, como a endotoxemia. Resultados promissores foram alcancados nos
altimos anos, particularmente quanto ao uso terapéutico de substancias
vasodilatadoras.

Substancias vasoconstritoras como a prostaglandina ja foram consideradas
potencialmente responséaveis pelo desenvolvimento da laminite (MOORE et al., 1989).
Estudos conduzidos por BAILEY & ELLIOTT (1998) sugeriram que a 5-Hidroxitriptamina
(5-HT), um mediador vasoativo, formado a partir do triptofano da dieta, pelas células

enterocromafins do intestino, pode provocar constricdo parcial dos vasos digitais.
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Recentemente quantidade consideravel de compostos monoaminas, tais como:
tiramina, triptamina e fenilitlamina, foram descritos no conteudo cecal de equinos
(BAILEY et al., 2002 e 2004). Alguns desses compostos séo estruturalmente similares
aos vasoconstritores enddgenos, como o 5-HT e catecolaminas (epinefrina,
norepinefrina e dopamina), e séo potentes vasoconstritores de veias e artérias digitais
isoladas “in vitro” (ELLIOTT et al., 2003), tendo sua producdo aumentada quando o
conteudo cecal é incubado “in vitro” com fontes de carboidratos (BAILEY et al., 2002). A
utilizacdo de precursores de 6xido nitrico (NO), denominados nitrovasodilatadores, tem
apresentado resultados clinicos promissores (BRYANT & ELLIOTT, 1994).

PERONI et al. (2006) analisaram a resposta a receptores agonistas alfa-
adrenérgicos, 5-HT, prostaglandina Fz, (PGFy,). e endotelina -1 (ET-1) e observaram
uma predisposi¢cdo a venoconstricdo nas laminas dérmicas equina.

EADES et al. (2007) em estudos de alteracdes hemodinamicas de cavalos com
laminite induzida por sobrecarga de carboidratos verificaram que a ET-1 de cavalos
com laminite induzida por sobrecarga de carboidratos esta aumentada no sangue
venoso digital e jugular, porém ndo observaram redugcdo na concentracdo de Oxido
nitrico (NO) no sangue venoso digital.

Os nitrovasodilatadores mostraram-se reguladores do fluxo e pressdo sanguinea
de varios 6rgdos. Relaxam a maioria dos musculos lisos, incluindo o das artérias e
veias. Dois desses medicamentos tém sido utilizados farmacologicamente, o trinitrato
de gliceril (TNG), também conhecido por trinitroglicerina, e o nitroprussiato de sédio
(NPS). Baixas concentracdes de trinitroglicerina produzem dilatacdo das vénulas que
predomina sobre a das arteriolas. A aparente seletividade de alguns
nitrovasodilatadores para diferentes leitos vasculares pode estar relacionada a sua
biodisponibilidade e ao metabolismo celular diferencial dos farmacos em NO. O oOxido
nitrico € considerado o intermediario ativo na acdo desta ampla classe de farmacos
(MURAD, 1986).

Estudos recentes discutem a funcdo do NO na regulacdo do fluxo sangliineo na
laminite (HINCKLEY et al., 1996; HOFF et al., 2002). O NO é continuamente produzido

dentro das células endoteliais pela acdo da enzima Oxido nitrico sintetase que converte
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a l-arginina a éxido nitrico e I- citrulina. O 6xido nitrico se difunde para os musculos lisos
adjacentes e estimula o aumento no GMP ciclico por ativacdo da guanilato ciclase.
Aumentos nas concentracbes de GMP ciclico reduzem o tdnus dos musculos lisos
vasculares. Dessa forma, alteracdes na producdo de Oxido nitrico pelas células
endoteliais dentro do casco resultariam em vasoconstricdo e predisporiam as laminas a
injurias isquémicas. Aplicacdo topica de trinitroglicerina, um doador de 6xido nitrico, na
guartela de poneis acometidos por laminite diminuiu a claudicacao (HINCKLEY et al.,
1996).

EADES et al. (2006) em estudos realizados para avaliar alteracbes na funcao
vascular digital de cavalos na fase prodrémica da laminite induzida por sobrecarga de
carboidratos e determinar os efeitos de um receptor antagonista da endotelina e da
nitroglicerina na disfuncdo vascular associada a laminite, relataram que a sobrecarga de
carboidratos causou diminuicao significativa na resisténcia total em digitos isolados de
cavalos anestesiados. A resisténcia pos-capilar foi diminuida significativamente depois
do tratamento com receptor antagonista do endotélio, mas ndo se alterou com o
tratamento a base de nitroglicerina. BERHANE et al. (2006) em estudos para avaliagao
da vasodilatacdo endotélio-dependente na resisténcia de vasos digitais equinos,
concluiram que o NO originario do endotélio modula a resposta aos vasoconstritores
tais como 5-HT e € provavelmente um dos reguladores do fluxo sangiineo no leito
vascular digital.

HINCKLEY et al. (1996) utilizaram precursores de 6xido nitrico no tratamento da
fase aguda da laminite, quando os sinais de claudicacdo j& estavam bem definidos,
demonstrando a eficiéncia desse farmaco na reducédo da claudicagdo. Desde entéo,
inUmeras discussfes foram conduzidas com o intuito de determinar com maior preciséo
a eficiéncia dessa medicacdo. Todavia, até o presente momento esses debates ndo
foram enriquecidos por novas informacdes. Acredita-se que a acdo terapéutica da
trinitroglicerina deva-se a seus mecanismos vasodilatadores, corroborando
positivamente os argumentos dos defensores da teoria vasoconstritora.

Alteracdes histopatolégicas presentes no digito distal do cavalo com laminite

aguda refletem a ocorréncia de trés processos: angiopatia, distorcdo mecénica dos
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tecidos dérmicos e epidérmicos e resposta fisiopatoldgica nos tecidos afetados.
Segundo HOOD et al. (1993), desses trés processos, a angiopatia precede
histologicamente os outros dois.

A histopatologia da laminite equina tem sido descrita em varios estagios de seu
desenvolvimento (OBEL, 1948; ROBERTS et al., 1980; LINFORD, 1987). As mudancas
repentinas nas organelas citoplasmaticas chaves conduziram OBEL (1948) e EKFALCK
et al. (1992) a concluir que a epiderme lamelar era o local preliminar da leséo na
laminite. Os processos patologicos que ocorrem nas estruturas lamelares, nos estagios
tanto de desenvolvimento como agudo, mostraram ser muito dificil de estudar devido a
complexa anatomia e a localizacdo no interior da parede do casco. A severidade das
lesbes da epiderme lamelar foi destacada por ROBERTS et al. (1980), os quais as
correlacionaram diretamente aos sinais clinicos. Exames de biopsias feitos da parede
dorsal do casco de cavalos que desenvolveram laminite induzida por carboidrato
permitiram a LINFORD (1987) sequenciar as deformacfes sofridas pela epiderme
lamelar estabelecendo correlacédo entre estas e os diferentes graus de severidade da
claudicacdo descrita por OBEL (1948). Na microscopia Otica, sec¢des dos tecidos
lamelares corados com hematoxilina eosina (HE), permitiram a estes autores descrever
as mudancas que ocorrem nas laminas epidérmicas primarias e secundarias.

Na interface entre as laminas epidérmica e dérmica estd localizada uma
resistente e ininterrupta bainha de tecido conectivo, denominada membrana basal. Esta
estrutura chave € a ponte de ligacdo entre as células basais da epiderme lamelar do
casco, de um lado, e o forte tecido conectivo, de outro, especialmente colageno tipo I. O
colageno tipo | apresenta a mesma constituicdo do coldgeno tendineo e no caso do
casco a sua outra extremidade esta fortemente aderida a superficie dorsal da falange
distal. Por sua vez, a MB é formada de um unico filamento de colageno tipo 1V,
recoberto (embainhado) com glicoproteinas, em particular laminina, uma das inUmeras
glicoproteinas da MB (LABEL & DICKSON, 2000).

A MB lamelar esta ligada a base das células epidérmicas em sitios discretos
chamados hemidesmossomos. Os hemidesmossomos lembram pontos de solda nas

barras de metal e sdo discos que servem para manter a bainha da MB firmemente
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aderida a todas as células basais da lamina epidérmica. Os hemidesmossomos sao
constituidos de varias proteinas que se tornam escuras quando observadas a
microscopia eletrbnica de transmissédo (LABEL & DICKSON, 2000).

Fazendo a ligacdo entre a placa densa dos hemidesmossomos e a MB
propriamente dita (lamina densa) estdo numerosos filamentos de ancoragem. Cada
filamento consiste de uma Unica molécula de glicoproteina, denominada laminina-5 que
€ exclusiva dos hemidesmossomos. A proteina denominada BP-180 é um dos
compostos dos filamentos de ancoragem. Se algum dos filamentos de ancoragem ou 0s
hemidesmossomos sao danificados ou desaparecem, a MB se separa da célula basal.
Recentemente descobriu-se que a laminina e BP-180 sédo substratos de enzimas do
tecido conectivo, denominada metaloproteinase (LABEL & DICKSON, 2000).

A digestdo de MB pela plasmina expde o colageno IV do nucleo axial e reduz a
rede de cordas a uma rede de finos filamentos (INOUE, 1995).

Recentemente FRENCH & POLLITT (2004) analisaram ultra-estruturalmente por
meio da microscopia eletrbnica de transmissdo os tecidos do casco tendo mostrado
lesbes na zona da membrana basal (MB), a conexdo entre a derme e a epiderme.
Segundo estes autores, os elementos a falharem no desenvolvimento da laminite séo
0s hemidesmossomos e os filamentos de ancoragem.

Adicionalmente, a pesar da realizacdo de inUmeros estudos morfolégicos sobre
esta afeccdo, poucos foram os trabalhos que se preocuparam em descrever as
alteracfes ultra-estruturais dos componentes celulares e da matriz tecidual que
compBem as laminas secundarias epidérmicas e dérmicas apesar deste local, em
particular, ser imputado como foco inicial da lesdo degenerativa responsavel pela
laminite.

Diante destas consideracdes, ao se delinear esta avaliagao, foram arrolados os
seguintes objetivos:

Estudar qualitativa e quantitativamente as ultra-estruturas do tecido laminar do
casco de equinos normais e com laminite e avaliar ultra-estruturalmente a eficiéncia de

substancia vasodilatadora na laminite.
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Il. MATERIAL E METODOS

2.1 Animais

Foram utilizadas amostras do casco de quinze equinos adultos, sem racga
definida, seis machos e nove fémeas, com idades variando entre quatro e sete anos. A
alimentacéo diaria foi constituida de 2,0 kg de racdo concentrada, fornecida uma vez ao
dia, além de feno e sal mineral ad libitum. A &gua estava disponivel em cochos
apropriados colocados nas baias. Estes animais foram, distribuidos em trés grupos,
constituidos de cinco animais cada:

Grupo Controle: Formado por eqliinos higidos, que nao receberam sobrecarga
de carboidrato e que por razdes de ordem humanitaria ou econdmica foram submetidos
a eutanasia (Grupo |).

Grupo Laminite: Constituido por equinos submetidos a jejum de 12 horas que
receberam por meio de sonda nasogéstrica, 17,69 de amido/kg de peso vivo
(Maizena®)®, diluido em solucdo aquosa 1:1, para inducéo de laminite. Estes animais
nao receberam tratamento (Grupo II).

Grupo Laminite + trinitroglicerina: Os animais deste grupo receberam o amido na
quantidade e diluicho semelhantes ao grupo anterior. Ao completarem 24 horas da
administracdo de sobrecarga de carboidratos as faces palmares dos boletos dos
membros toracicos foram tricotomizadas aplicando sobre estas sachés contendo, cada
um, 20 mg de trinitroglicerina (Nitradisc®)® os quais foram fixados sobre a pele com
esparadrapo, permanecendo no local até completar-se 48 horas apds a administracdo
do carboidrato (Grupo IlI).

Apés eutanasia, realizada 48 horas apods a administracdo de carboidratos nos

dois grupos, as extremidades distais dos quatro membros foram desarticuladas na

% Maizena® - UNILEVER DO BRASIL
® Nitradisc® 10 mg - SEARLE
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altura da articulacdo metacarpo-falangeana e metatarso-falangeana, para os membros
toracicos e pélvicos, respectivamente.

Os cascos foram seccionados com uma serra de fita, de acordo com protocolo
descrito por POLLITT (1996). Obteve-se fragmento retangular da muralha interna do
casco, com lados medindo 1,0 x 0,5 cm e espessura de 0,1 cm, contendo a interface

entre as laminas dérmicas e epidérmicas.

2.2 Microscopia eletrénica de transmissao

Para as analises ultra-estruturais foram selecionadas as interfaces entre as
laminas epidérmicas e dérmicas secundarias dos dedos de eqliinos dos grupos
Controle (Grupo [), Laminite (Grupo Il) e Laminite + Trinitroglicerina (Grupo IlI),
contendo componentes celulares e matriz extracelular.

Os tecidos cortados foram fixados em glutaraldeido a 3% (fixador primario) em
0,1M de Buffer de cacodilato de sodio (pH 7,3) por 24 horas. Posteriormente, retiradas e
colocadas em solucdo tamp&o em um procedimento que se repetiu por duas vezes
seguidas como lavagem para retirar o fixador. Os blocos foram pés-fixados em tetréxido
de 6smio a 1% (fixador secundario) por 3 horas, desidratados com concentracdes
crescentes de etanol, etanol e acetona (1:1) e finalmente em acetona (100%). O
processo de pré-inclusdo foi feito com agente desidratante (acetona 100%) mais uma
mistura de resina (Araldite 502, Embed 812)’ em proporcéo acetona-resina 2:1 durante
uma hora, 1:1 overnight e 1:2 por duas horas. O procedimento de incluséo foi feito com
mistura de resina, colocados em moldes de silicone e céapsulas de beem, que foram a
estufa a 60° C por 72 horas para polimeriza¢do do araldite. Um pré-corte com navalha
de vidro foi realizado com seccbes finas, para andlise do material. Em etapa
subsequente secc¢des ultrafinas foram cortadas com navalha de diamante, coradas com

citrato de chumbo Reynold’s e 50% de acetato de uranila em etanol e visualizados no

" Araldite 502/Embed 812 Kit E.M.S Washington
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microscopio eletrénico de transmissao Jeol JEM 1010. As imagens selecionadas foram
armazenadas em computador para analise morfométrica, utilizando-se um sistema de

analise de imagem computadorizada (Imagem Pré Plus).

2.3 Morfometria

No estudo morfométrico, foram analisadas as células basais localizadas nas
laminas epidérmicas secundarias (LES) do casco de equinos fotografadas por meio do
microscopio eletrénico de transmissédo Jeol JEM 1010, com aumento de 5000 x. De
cada animal foram escolhidos aleatoriamente 20 campos totalizando 300 amostras, com
posterior analise do nimero de células, foram medidas 481 células, bem como a area e
o volume do nucleo e do citoplasma, individualmente, assim como a area e o volume
ocupado pelo nucleo no citoplasma celular. As imagens selecionadas foram
armazenadas em computador para analise morfométrica, utilizando-se um sistema de

analise de imagem computadorizada, o Imagem Pro Plus.

2.4 Andlise estatistica

Os diferentes parametros estudados foram analisados por meio de Analise de
Variancia (ANOVA), Teste de Tukey, com nivel de significancia de 0,5%, realizado

mediante os procedimentos do SAS (Statistical Analysis System).
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. RESULTADOS

3.1 Anélise morfométrica.

A inducdo da laminite mediante sobrecarga de carboidratos diminuiu a area da
célula assim como a area do nucleo dos dois grupos induzidos (Grupo Laminite e Grupo
Laminite + Trinitroglicerina), em comparacdo com o Grupo Controle. Foi observado que
o Grupo Laminite foi o que obteve maior reducdo das areas, tanto da célula como do
nacleo, porém a porcentagem de ocupacdo do nucleo na célula ndo foi diferente nos

dois grupos induzidos (Tab.2 e Fig. 5).

Tabela 2. Areas médias da célula e do nlcleo, assim como a porcentagem que o ncleo ocupa na célula
basal das laminas epidérmicas secundarias dos equinos do Grupo Controle, Grupo Laminite e
Grupo Laminite + Trinitroglicerina £ EPM.

Tratamentos Area da célula Area do nucleo Porcentagem
(pz) (pz) ocupada pelo

nucleo na célula
Grupo Controle 47,88 + 1,75 26,83 +0,97° 57,61 +1,01%
Grupo Laminite 30,70 + 1,90° 14,54 + 1,31° 42,35 +1,70°
Grupo Laminite + 37,72 +227° 18,60 + 1,30° 42,77 +1,31°

Trinitroglicerina

Médias seguidas de letras mindsculas iguais na mesma coluna néo diferem entre si.
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Figura 5. Areas da célula e do nicleo, assim como a porcentagem ocupada pelo nlcleo na célula, nos

trés grupos de equinos estudados: Controle -, Laminite = e Laminite + Trinitroglicerina

3.2 Andlise ultra-estrutural do tecido lamelar

3.2.1 Grupo Controle

Por meio de microscopia eletrdnica de transmisséo foi possivel observar por
meio de microscopia de transmissao que as laminas epidérmicas secundarias sao
estruturas folhosas dispostas perpendicularmente projetando-se da lamina epidérmica
primaria para o interior do casco. Nos espac¢os entre estas laminas se interpde o tecido
conectivo das laminas dérmicas secundarias (Figura 6A).

A porcdo das laminas epidérmicas secundarias em contato com o tecido
conectivo € composta de células epiteliais dispostas lado a lado e fortemente unidas

entre si. Estas células, denominadas basais, formam uma camada unicelular que



76

reveste integralmente a superficie da lamina epidérmica secundaria. A fileira Unica de
células basais € também reconhecida como a camada germinativa, responsavel pela
renovacao das células da epiderme por meio da intensa atividade mitotica (Figura 6B).
Internamente a camada de células basais, na por¢cdo central da lamina epidérmica
secundaria, podem ser observadas células de limites pouco definidos e nucleo
achatado, porém com caracteristicas muito semelhantes as células basais, imersas na
matriz extracelular. As células basais se caracterizam pelo formato cilindrico e pela
presenca de um nucleo ovalado disposto no pdlo apical. As células basais do epitélio
sdo ancoradas por hemidesmossomos as membranas basais e por desmossomos as
células adjacentes, contendo em seu citoplasma filamentos de citoqueratina. A medida
que as células vdo sendo queratinizadas, a queratina vai sendo acumulada no
citoplasma das células. (Figura 6B).

Na interface entre as laminas epidérmica e dérmica se encontra a estrutura
glicoprotéica denominada membrana basal (MB). A MB é por sua vez, constituida de
duas laminas: a basal, com o0s seus cinco componentes (colageno tipo IV, laminina,
heparansulfato, entactina e fibronectina) e a fibrorreticular, formada de pequenos feixes
de fibras reticulares. A lamina fibrorreticular € constituida de trés por¢des: lamina lucida
ou rara externa, lamina densa e lamina lucida ou rara interna. As laminas raras tanto
externas como internas apresentam caracteristicas eletroluscentes, enquanto a lamina
densa, de aspecto mais compacto e escuro se apresenta eletrodensa. Fibrilas de
ancoragem tipo VII, presentes na lamina fibrorreticular, ligam a MB & matriz subjacente.
A MB constitui uma rede ininterrupta que contorna completamente as laminas
epidérmicas secundarias, penetrando profundamente em suas criptas (Figura 6D).

Nos aumentos maiores (20000um) foi possivel determinar a presenca de
pequenas formacles eletrodensas na superficie basal do plasmalema das células
germinativas. Neste caso, trata-se de estruturas protéicas, denominadas
hemidesmossomos, nos quais se ancoram as proteinas que fazem a ligacdo com a MB
(Figura 6C).
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3.2.2 Grupo Laminite

As laminas epidérmicas secundarias dos equinos deste grupo estao afiladas e
apresentaram contorno indefinido ou mesmo ausente em alguns campos. Houve
diminuicdo do nimero de células basais e o tamanho daquelas encontradas foi reduzido
(Figura 7A). Relativamente ao formato, as poucas células basais encontradas estavam
disformes, com perda do formato cilindrico caracteristico. Em muitos cortes, registrou-
se a auséncia de células basais, permanecendo em seu lugar apenas o espaco
correspondente, vazio em alguns casos ou preenchido por queratina, em outros (Figura
7B).

Os nucleos normalmente ovalados se encontravam arredondados ou com forma
indefinida (Figura 7C, D).

Na maioria dos cortes dos equinos deste grupo a MB estava ausente ou rompida
e afastada das células basais. O nimero de hemidesmossomos nestes casos estava
diminuido. Adicionalmente, houve desorganizacdo do citoesqueleto, o que tornou
impossivel a distingdo entre as laminas epidérmicas secundarias e as laminas dérmicas

secundarias.

3.2.3 Grupo Laminite + Trinitroglicerina

As laminas epidérmicas do Grupo Laminite se encontravam desorganizadas o
qgue tornava a analise dificil, pois em muitos locais ndo eram visualizadas as laminas
dérmicas secundarias. Da mesma forma, as células basais também estavam
desorganizadas e muito proximas da MB, o formato originalmente cilindrico havia
desaparecido, tornando estas células arredondadas e com o nucleo bastante globoso
(Figura 8B).
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Na conexdo da derme com a epiderme, a MB encontrava-se ondulada e irregular
ou ainda, muitas vezes, rompida ou ausente (Figura 8A).

Os hemidesmossomos responsaveis pela unido entre as células basais e a MB
estavam ausentes ou separados destas (Figura 8C).

O citoesqueleto havia desaparecido em muitos pontos, ficando no seu lugar uma
substancia bem clara e, em muitos locais, apenas o espaco vazio (Figura 8B).

Em muitas &reas, o material celular estava rarefeito e as laminas dérmicas
secundarias se encontravam envolvidas pela MB, porém retraidas e enrugadas. Nos
locais onde a MB se encontrava desprendida da epiderme n&o foram encontrados
hemidesmossomos integros, causando no observador a impressdo que permaneciam

aderidos as células basais ou aos restos de membrana celular (Figura 8D).
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Figura 6: Eletromicrografia de transmissédo das laminas epidérmicas secundarias de cascos de equinos
do Grupo Controle. Em A as laminas epidérmicas secundarias (LES), presenca de células basais
(*) com o seu nucleo em formato oval, situados no apice da célula em posi¢do oposta a
membrana basal e a lamina dérmica secundaria (LDS) separando duas LES e queratindcitos no
meio das laminas epidérmicas secundarias (Q) (aumento de 2000um). Em B a membrana basal é
uma linha continua sem rupturas contornando completamente as laminas epidérmicas
secundarias e penetrando profundamente em suas criptas. As células basais (queratindcitos)
estdo conectadas a derme pela zona de membrana basal (jungdo dermoepidérmica). Em C
presenga de hemidesmossomos (seta) acompanhando a membrana basal em todo o seu
percurso, nicleo da célula basal (N) (aumento de 20000um). Em D observam-se duas regides da
membrana basal: uma lamina IGcida (seta), eletro-esparsa, abaixo das células basais
(queratindcitos), e a outra, a lamina densa ou basal (cabeca de seta) (aumento de 20000um).
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Figura 7: Eletromicrografia de transmiss@o das laminas epidérmicas secundérias de cascos de equinos
do Grupo Laminite. A - Auséncia de nucleos em varias células (*). Aumento de 5000um. B -
Lamina epidérmica secundaria estreita e sem células basais (*). Aumento de 5000pm. C —
Células basais com nucleos de formatos arredondados (*), localizados préximo a membrana
basal, que se encontra ondulada (seta). Aumento de 7500um. D Nucleos de forma irregular (N), e
lamina epidérmica secundaria alterada, na qual ilustra-se sua queratinizacéo (seta). Aumento de
7500um.
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Figura 8: Eletromicrografia de transmissédo das laminas epidérmicas secundéarias de cascos de equinos

do Grupo Laminite + Trinitroglicerina. Na figura A visualiza-se as laminas epidérmicas
secundarias (LES) e laminas dérmicas secundarias (LDS), com auséncia de células basais (*)
ilustrando em muitos lugares, a membrana basal separada da LES (seta) (aumento 3000um).
Figura B apresenta células basais (*) com os seus nlcleos globosos (aumento de 5000um). Na
figura C observam-se duas regides: uma lamina lGcida, eletro-esparsa, abaixo dos
hemidesmossomos (seta), e a outra, a lamina densa ou basal (cabeca de seta) mais espessa.
Regifes com descolamento da membrana basal e auséncia de hemidesmossomos (*) (aumento
de 10000um). A figura D ilustra a presenca de hemidesmossomos (seta) e o descolamento da
membrana basal das células basais (*) (aumento de 20000um).
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IV. DISCUSSAO E CONCLUSAO

A interface entre as laminas epidérmicas e dérmicas secundéarias contém a
estrutura que faz a adeséao entre a muralha do casco e a falange distal. Tanto o casco
como a falange distal recebem o apoio da coluna de ossos dos membros, sendo,
consequentemente, responsaveis pela sustentacdo do corpo do animal. Calcula-se que
para um cavalo de 500kg, cada centimetro quadrado dos cascos dos membros
anteriores receba cerca de 2kg de peso, peso este que se eleva para mais de 14kg
durante o galope ou seja, a integridade das estruturas lamelares é fundamental para a
atividade locomotora dos equinos (WILLIAMS & DEACON, 1999).

Nos cavalos do Grupo Controle encontrou-se condicdo de integridade
caracteristicas dos cascos em condicdes de receber a massa corporal tanto em
repouso como em movimento. Nos equinos deste grupo as laminas epidérmicas
secundarias apresentavam contorno bem definido, o apice lamelar se mostrava
arredondado e as células basais tinham formato poliédrico e estavam alinhadas na base
lamelar, perfeitamente justapostas. Acredita-se que o formato das células basais se
deva a acdo modeladora do citoesqueleto e devido a pressédo exercida pelas outras
células. Se ocorrerem danos aos hemidesmossomos, desmossomos ou a membrana
basal, o citoesqueleto das células basais entra em colapso e a célula basal interrompe a
sua funcdo normal e apropriada.

Na porcdo central da lamina epidérmica secundaria foram encontradas células
diferentes das células basais, os queratindcitos, os quais possuem formato fino e
alongado. Estas células produzem matriz queratinizada pela qual estdo envolvidas.
Segundo POLLITT (1998), ao longo de sua vida, os queratinocitos maduros se
aproximam cada vez mais da superficie externa do casco, empurrados por células
recém formadas. Durante este trajeto estas células se tornam achatadas e alongadas e
sdo gradativamente substituidas pela queratina que formam e que acaba prevalecendo
sobre o contetdo celular. Em momento ainda ndo completamente determinado, o
aumento de queratina culmina com a morte celular. Neste ponto, o tecido se resume

exclusivamente a queratina sendo responséavel pela formacdo do estrato cérneo.
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Relativamente a morte celular, alguns trabalhos tém relatado a ocorréncia de grande
namero de células em apoptoses. Estes trabalhos indicaram que o niamero de células
apoptoticas no casco de equinos durante o estado fisiolégico normal é baixo e que o
aumento no numero das células basais apoptéticas detectadas nos cavalos com
laminite pode indicar que a apoptose é um fator importante na patogénese desta
doenca. Além disso, a relacdo de deteccdo das células com fragmentacdo do DNA nas
laminas dérmicas primarias e secundarias nos cavalos com laminite aguda
naturalmente adquirida pode indicar que a necrose destes queratindcitos conduz a falha
estrutural das lamelas associada a laminite (FALEIROS et al, 2004).

Revestindo a lamina epidérmica secundéaria encontrou-se a MB, no caso deste
grupo, bastante integra e uniforme, com suas camadas bem definidas, das quais
projetavam as proteinas de ancoragem. Foi possivel determinar a presenca das
proteinas de ancoragem que fazem a ligacdo entre os hemidesmossomos das células
basais e a MB. Segundo FRENCH & POLLITT (2004), os hemidesmossomos tém
importancia fundamental na manutencédo da adesividade entre as laminas dérmicas e
epidérmicas. Os hemidesmossomos sdo estruturas protéicas semelhantes aos
desmossomos. Os desmossomos apresentam a forma de discos e sdo encontradas no
plasmalema de células adjacentes nas quais se dispde aos pares, um em cada
plasmalema, ligando-se por meio de proteinas. Trata-se 0 hemidesmossomo do mesmo
disco, porém unico, que se dispde na face da célula em contato com o tecido conectivo,
ndo possuindo, portanto, a contraparte. Como o desmossomo, a fungcdo do
hemidesmossomo é a de ancorar as proteinas de ligacdo que, neste caso, fazem ponte
com a MB (POLLITT, 2007).

No presente trabalho, a avaliagdo morfométrica dos fragmentos de cascos
retirados dos grupos indicou diferencas quantitativas e qualitativas detectaveis na
microscopia eletrbnica de transmissao.

As laminas epidérmicas e dérmicas secundérias dos cascos dos equinos dos
grupos laminite e laminite + trinitroglicerina tiveram alteracdes importantes, como
afilamento das laminas, diminuicdo de sua largura, perda da arquitetura lamelar,

separacdo da membrana basal das células basais, como descrito por POLLITT (1996) e
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SAMPAIO et al (2004). Nos grupos laminite e laminite + trinitroglicerina visualizaram-se
areas com auséncia de células basais ou resquicios destas, além de vérias células
basais e seus nucleos com tamanho reduzido, o que se deve a falta de aporte
nutricional feito por difusdo pela membrana basal. Estas células, normalmente ligadas
umas as outras por desmossomos estavam separadas devido a ruptura ou
degeneracao das fibras de ancoragem destes desmossomos. Com isto as células dos
grupos laminite e laminite + trinitroglicerina modificaram o seu formato e, isto pode ter
ocorrido devido aos espacos vazios deixados por células que sofreram lise e/ou pela
desorganizacdo do citoesqueleto, assim como pela auséncia da justaposicdo das
células.

FRENCH & POLLITT (2004) observaram que algumas células basais diminuiram
de tamanho, seus nucleos arredondados estavam situados anormalmente préximos a
zona da membrana basal, segundo esses pesquisadores, as células basais e a
estrutura da zona da membrana basal das laminas dos cascos foram afetadas de
maneira dose-dependente ap6s a administracdo nasogastrica de oligofrutose. No
presente trabalho foram encontradas lesdes semelhantes no Grupo Laminite,
entretanto, no Grupo Laminite + Trinitroglicerina as alteracdes nas células basais e seus
nacleos forneciam a impressdo de edema celular, as células e o0s ndcleos
apresentavam-se globosos, com o ndcleo ocupando praticamente todo o citoplasma.
Atribuiu-se estas alteracdes as lesbes causadas por maior aporte de Oxido nitrico, a
nivel celular.

Segundo FLORA FILHO et al., (2000) qualquer célula do organismo tem a
capacidade de produzir INOS sob estimulos apropriados. Uma vez induzida, a iNOS é
capaz de produzir NO por longo tempo, e isso vem a caracterizar seu envolvimento em
varios processos patoldgicos. Assim, o alto nivel de NO produzido por macréfagos ou
por neutréfilos ou outras células ativadas, que deveria ser toxico para micrébios,
parasitas ou células tumorais, pode também lesar células saudaveis vizinhas, sendo

este mecanismo responsavel pela maioria de processos inflamatérios e autoimunes.
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Nesta pesquisa foram encontradas nos grupos laminite e laminite +
trinitroglicerina varias areas celulares ocupadas por queratina, que segundo FALEIROS
et al. (2004) ocorrem devido a apoptose celular causando a queratinizacdo do local,
porém, o desaparecimento das células pode ser devido a necrose celular, fornecendo a
impressao de encolhimento das laminas epidérmicas secundarias, pois somente o0 eixo
queratinizado da mesma, fica visivel.

Foram observadas varias alteragcdes na membrana basal, como interrupcdes
e/ou fragmentacBes. Também foi possivel notar a separacdo da MB das células basais
da LES, sendo possivel visualizar-se um espaco aparentemente vazio entre a MB e a
LES, semelhante ao reportado por POLLITT (1996). Nesta separagdo, O0s
hemidesmossomos ficavam fixados em restos de membrana celular, porém na maioria
das vezes, eles haviam desaparecido coincidindo com outro estudo que também
evidencia o desaparecimento dos hemidesmossomos (FRENCH & POLLITT, 2004).
Entretanto, em muitas &reas, havia resquicios de membrana basal de um lado e a
presenca de hemidesmossomos de outro, fornecendo a impressao de desagregacéo das
fibras de ancoragem.

No presente estudo quando comparada entre os trés grupos a area da ceélula,
observou-se diferencas entre os dois grupos induzidos, verificando-se que as lesées séo
menores, isto €, menos intensas no grupo Laminite + Trinitroglicerina do que no grupo
Laminite, porém quando comparada a porcentagem da area da célula ocupada pelo
nucleo a diferenca nado foi significativa, concluindo-se que as degeneracdes celulares séo
as mesmas nos dois grupos.

Contudo, algumas questdes podem ser levantadas para melhor compreender as
lesBes ocorridas na laminite equina assim definir o inicio destas lesbes, porém, parece
ser indiscutivel a ocorréncia precoce de alteracdes nas fibras de ancoragem,
responsaveis pela unido da membrana basal aos hemidesmossomos, como atestado
pelos achados da presente pesquisa.

Assim, novos estudos com estes objetivos podem e devem ser estimulados para

que, ao final, se possa dar credibilidade cientifica ao que este e outros trabalhos ja
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sinalizam, viabilizando o desenvolvimento de novos procedimentos experimentais na

tentativa de elucidar os fatores responsaveis por estas alteracdes degenerativas.
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CAPITULO 4: LAMINITE EQUINA EXPERIMENTAL: ANALISE ULTRA-
ESTRUTURAL E MORFOMETRICA DOS HEMIDESMOSSOMOS.

RESUMO - Os hemidesmossomos séo estruturas de adeséao localizadas no pélo
inferior da célula basal. Recebem este nome por sua similaridade a microscopia
eletrbnica com a metade de um desmossomo, do qual diferem notavelmente em sua
composicdo. Possuem uma placa citoplasmatica intracelular a qual se unem feixes de
filamentos intermédios (queratinas 5 e 14) e proteinas que se projetam em direcdo ao
meio externo. Isto lhes permite se associar com os miofilamentos por um extremo, estes
responsaveis em conduzir informac¢des ao nucleo, e com os filamentos de ancoragem
pelo outro lado que por sua vez atravessam o espac¢o da lamina lucida para se aderir a
lamina densa. Neste trabalho avaliou-se ultra-estruturalmente, por meio de morfometria,
o efeito da trinitroglicerina, um precursor do Oxido nitrico, na prevencdo da laminite
aguda em equinos. Foram utilizadas amostras do casco de quinze equinos adultos. Em
estudo anterior, estes animais foram distribuidos em trés grupos: Controle, Laminite e
Laminite + Trinitroglicerina, constituidos cada um de cinco animais. Para as analises
ultra-estruturais foram selecionadas as interfaces entre as laminas epidérmicas e
dérmicas secundarias dos cascos de equinos desses grupos. A analise estatistica
demonstrou diferencas nos trés grupos estudados nas seguintes variaveis: numero de
hemidesmossomos por um de membrana basal (NB) e densidade numérica de
hemidesmossomos por pm? de membrana basal (NS), porém n&o diferiram
estatisticamente nas outras comprimento dos hemidesmossomos (Byp), diametro dos
hemidesmossomos (HDt), porcentagem de area do plasmalema basal da célula
ocupada pelos hemidesmossomos (% Areanp). Os eqiiinos do Grupo Controle
apresentaram, em média, 4,63 hemidesmossomos por comprimento em um de
membrana basal, enquanto que o Grupo Laminite e o Grupo Laminite+trinitroglicerina
apresentaram 3,454 e 2,910 de hemidesmossomos por pm de membrana basal,
respectivamente, apresentando diminuicdo significativa, porém nao diferiram entre os
dois grupos induzidos. A densidade numérica de hemidesmossomos por pm? de
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membrana basal nos grupos induzidos foi semelhante, ndo havendo diferenca nos dois
grupos induzidos, porém, quando comparado com o Grupo Controle esta densidade
numérica foi menor. Concluindo-se que o uso topico da trinitroglicerina ndo teve efeito

preventivo nas lesbes lamelares de equinos com laminite induzida por CHO.
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I.  INTRODUCAO E REVISAO DA LITERATURA

Os equinos para desenvolver suas atividades, seja de trabalho ou de esporte,
necessitam contar com a seguridade de seus membros, o que estd intimamente
relacionada com o funcionamento de seus cascos, que por sua vez depende da
integridade do sistema de engrenagem queratopodofiloso responsavel pela unido entre
a muralha do casco e a falange distal.

Ao se examinar o interior do casco, observa-se que as laminas do casco, a olho
descoberto, constituintes do estrato epidérmico laminar, se compdem de laminas de
forma retangular, delgadas com aproximadamente 7 mm de largura e 50 mm de
comprimento. Estas estruturas sdo denominadas laminas epidérmicas primarias,
possuindo um eixo queratinizado, o qual é responsavel pela ligacdo da base destas
laminas com a muralha do casco, estando no lado oposto o apice dessas laminas que
se lancam em direcdo a falange distal (POLLITT, 1998). Durante a formacdo das
laminas epidérmicas, o sulco coronario interno abre caminho, e a camada proliferativa
de células basais forma dobras ao longo do perimetro lamelar formando assim as
laminas epidérmicas secundarias (POLLITT, 2007). As laminas epidérmicas

secundarias possuem células responsaveis pela formacdo de queratina nos cascos.
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O apice das laminas, tanto primarias quanto secundarias, esta orientado em
direcdo a falange distal, indicando uma linha de tensédo a qual o aparato suspensorio
lamelar esté fortemente aderido (STUMP, 1967).

Na interface da epiderme e da derme, existe uma fina camada de matriz-
extracelular, denominada membrana basal (MB). Esta estrutura é o ponto chave de
unido entre as células basais de um lado e um fino tecido conectivo de fibrinas
(colageno do tipo 1) que emana da superficie dorsal da falange distal, de outro. Ao
exame pela microscopia eletrénica de transmissao visualiza-se a membrana basal com
trés camadas continuas que contornam as células basais. E uma lamina tridimensional,
interligada por finos cabos interconectados os quais se dispdem como a malha de uma
rede (POLLITT, 1994). O esqueleto axial da célula basal se une a esta rede de cabos. A
rede consiste em proteinas colagenosas como o colageno tipo IV e nao colagenosas
como proteoglicanas e glicoproteinas, das quais a principal € a laminina (INOUE, 1989).

A glicoproteina laminina, um dos principais componentes da membrana basal, foi
identificada na membrana basal lamelar eqlina por meio de imuno-histoquimica com
marcadores monoclonais de laminina anti-humana. As lamininas tém papel importante
no jogo de diferenciacdo e unido associadas as ceélulas epidérmicas, e acredita-se que
o sulfato proteoglicano de heparina influencia a passagem de ions pela membrana
basal (LEBLON & INOUE, 1989) causando a perda destas moléculas na membrana
basal lamelar, como pode acontecer durante o desenvolvimento da laminite, e que teria
implicagcbes importantes na fisiopatologia da laminite. Devido a ativacdo do
plasminogénio sintetase nas células basais de mamiferos, a plasmina assim poderia
digerir a laminina. A plasmina poderia alcancar concentracdes elevadas no plasma
durante doenca tais como o endotoxemia (POLLITT, 1994).

Segundo POLLITT et al. (2003) a membrana basal equina parece ter suas
caracteristicas proporcionalmente aumentadas conferindo forca e resisténcia a
membrana basal e seus tecidos adjacentes. A ligacdo entre as células basais e a
membrana basal € feita pelo complexo de filamentos de ancoragem-
hemidesmossomos. Estas estruturas sdo constituidas pela porgcédo extracelular do

antigeno 2 do penfigéide ampoloso (BPAG2), a asBslntegrina, a laminina 5, o BP 180 e
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a proteina LAD-1, que unem as células basais a membrana basal (LABEL & DICKSON,
2000).

Os hemidesmossomos séo estruturas de adesao localizadas no pélo inferior da
célula basal. Recebem este nome por sua similaridade ao microscoépio eletrbnico com
meio desmossomo, porém diferem notavelmente em sua composi¢do. Possuem uma
placa citoplasmatica intracelular a qual se unem feixes de filamentos intermédios
(queratinas 5 e 14) e proteinas que se projetam em direcdo ao meio externo. Isto lhes
permite se associar com os miofilamentos por um extremo, estes responsaveis em
conduzir informacdes ao ndcleo, e com os filamentos de ancoragem pelo outro lado que
por sua vez atravessam 0 espac¢o da lamina lucida para se aderir a lamina densa
(LABEL & DICKSON, 2000). A estrutura intracelular dos hemidesmossomos é
semelhante a dos desmossomos, mas as proteinas transmembranares que ligam a
célula as proteinas que formam a lamina basal s&o as integrinas 34 e ndo as caderinas
(LABEL & DICKSON, 2000).

Os filamentos de ancoragem séo glicoproteinas que atravessam a lamina Ilcida,
compostos de colageno tipo VII, BP 180, laminina 5 e unceina (LABEL & DICKSON,
2000).

POLLITT (1999) e JOHNSON et al. (2000) consideraram a possibilidade da
ativacado descontrolada de metaloproteinases ser o evento importante e precoce na
patogénese da laminite equina, por ocorrer degradacdo enzimatica na MB por acédo
desta enzima.

POLLITT & DARADKA (1998) isolaram dois membros da familia da matriz de
metaloproteinase (MMP-2 e MMP-9) de laminas da muralha de cascos normais, de
cultivos de lamelas expostas e cultura de tecido médio, onde surgiu a hipétese que a
ativacdo da matriz de metaloproteinase seria a responsavel pela separacdo das células
epidérmicas basais da membrana basal que ocorre na laminite e que este processo
pode ser inibido pelo inibidor de metaloproteinase.

Outra teoria formulada por POLLITT & DAVIES (1998) e JOHNSON et al. (1998)
afirma que o Streptococcus bovis, na fase prodrémica da laminite, seria o responsavel

pela producdo das substdncias que ativariam a metaloproteinase causando
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degeneracao da membrana basal e conseqiiente desorganizacdo das laminas dérmicas
e epidérmicas.

Segundo POLLITT (1996) e POLLITT & DARADKA (1998) a laminite ocorreria
em consequéncia da acdo da metaloproteinase ativada por moléculas com baixo peso
molecular e ndo pela formacdo de microtrombos onde as lesbes isquémicas e as
coagulopatias sistémicas ocorreriam secundariamente e/ou paralelamente as lesdes da
MB. PASS et al. (1998) em pesquisa com o metabolismo da glicose na laminite
relataram que, a separacdo da célula epidérmica basal da MB ocorre quando agentes
como o 2-deoxiglicose e o acetato aminofenilmercurico (reconhecido como um ativador
da metaloproteinase) inibem a utilizacdo da glicose pelo tecido do casco. Todavia, ndo
se sabe ainda se a inibicdo do metabolismo da glicose poderia causar o
desenvolvimento da laminite “in vivo” como aconteceu nesta pesquisa realizada “in
vitro”.

Exames ultra-estruturais dos tecidos de cavalos com laminite mostram lesdes na
zona da membrana basal, conexao derme/epiderme, nos quais, 0s primeiros elementos
a falharem sdo os hemidesmossomos e os filamentos de ancoragem. Entretanto a
separacdo do casco ocorre por dois mecanismos diferentes. Em um, a privacdo de
glucose faz com que os hemidesmossomos desaparecam induzindo o colapso do
citoesqueleto das células basais epidérmicas e, no outro, a ativacdo quimica da matriz
de metaloproteinase presentes nas células basais epidérmicas destroi os filamentos de
ancoragem, deixando hemidesmossomos no plasmalema basal da célula intacto
(FRENCH & POLLITT, 2004).

Considerando-se a importancia da laminite em plantéis equinos, com perdas
significativas de animais de alto valor racial e econdbmico, e que as alteracdes das
estruturas epidérmicas e dérmicas desempenham papel chave no desenvolvimento da
afeccdo, esta pesquisa teve como objetivo estudar as alteracdes ultra-estruturais
desenvolvidas 48 horas apds inducdo da laminite, enfatizando-se as alteracdes

ocorridas na membrana basal do casco.
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Il. MATERIAL E METODOS

2.1 Animais

Foram utilizadas amostras do casco de quinze equinos adultos, sem raca
definida, seis machos e nove fémeas, com idades variando entre quatro e sete anos. A
alimentacéo diaria foi constituida de 2,0 kg de racdo concentrada, fornecida uma vez ao
dia, além de feno e sal mineral ad libitum. A &gua estava disponivel em cochos
apropriados colocados nas baias. Estes animais foram, distribuidos em trés grupos,
constituidos de cinco animais cada:

Grupo Controle: Formado por eqliinos higidos, que ndo receberam sobrecarga
de carboidrato e que por razdes de ordem humanitaria ou econémica foram submetidos
a eutanasia (Grupo |).

Grupo Laminite: Constituido por equinos submetidos a jejum de 12 horas que
receberam por meio de sonda nasogéstrica, 17,69 de amido/kg de peso Vvivo
(Maizena®)®, diluido em solucdo aquosa 1:1, para indugéo de laminite. Estes animais
nao receberam nenhum outro tipo de tratamento (Grupo II).

Grupo Laminite + Trinitroglicerina: Os animais deste grupo receberam o amido na
quantidade e diluicho semelhantes ao grupo anterior. Ao completarem 24 horas da
administracdo de sobrecarga de carboidratos as faces palmares dos boletos dos
membros toracicos foram tricotomizadas aplicando sobre estas sachés contendo, cada
um, 20 mg de trinitroglicerina (Nitradisc®)® os quais foram fixados sobre a pele com
esparadrapo, permanecendo no local até completar-se 48 horas apds a administracdo
do carboidrato (Grupo IlI).

Apés eutanasia, realizada 48 horas apods a administracdo de carboidratos nos

dois grupos, as extremidades distais dos quatro membros foram desarticuladas na

® Maizena® - UNILEVER DO BRASIL
® Nitradisc® 10 mg - SEARLE
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altura da articulacdo metacarpo-falangeana e metatarso-falangeana, para os membros
toracicos e pélvicos, respectivamente.

Os cascos foram seccionados com uma serra de fita, de acordo com protocolo
descrito por POLLITT (1996). Obteve-se fragmento retangular da muralha interna do
casco, com lados medindo 1,0 x 0,5 cm e espessura de 0,1 cm, contendo a interface

entre as laminas dérmicas e epidérmicas.

2.2 Microscopia eletrénica de transmisséao

Para as andlises ultra-estruturais foram selecionadas as interfaces entre as
laminas epidérmicas e dérmicas secundarias dos cascos de eqlinos dos grupos
Controle (Grupo [), Laminite (Grupo 1) e Laminite + Trinitroglicerina (Grupo IlI),

contendo componentes celulares e matriz extracelular.

Os cortes foram fixados em glutaraldeido a 3% (fixador primario) em 0,1M de
Buffer de cacodilato de sédio (pH 7,3) por 24 horas. Posteriormente, retiradas e
colocadas em solucdo tampdo em um procedimento que se repetiu por duas vezes
seguidas como lavagem para retirar o fixador. Os blocos foram pds-fixados em 1% de
tetroxido de ésmio (fixador secundario) por 3 horas, desidratados com concentracdes
crescentes de etanol, etanol e acetona (1:1) e finalmente em acetona (100%). O
processo de pré-inclusao foi feito com agente desidratante (acetona 100%) mais uma
mistura de resina (Araldite 502, Embed 812)'° em proporcéo acetona-resina 2:1 durante
uma hora, 1:1 overnight e 1:2 por duas horas. O procedimento de incluséo foi feito com
mistura de resina, colocados em moldes de silicone e cpsulas beem, que foram a
estufa a 60° C por 72 horas para polimerizacdo do araldite. Um pré-corte com navalha
de vidro foi realizado com secc¢bes finas, para andlise do material. Em etapa

subsequente, seccbes ultrafinas foram cortadas com navalha de diamante, coradas

10 Araldite 502/Embed 812 Kit E.M.S Washington
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com citrato de chumbo Reynold’s e 50% de acetato de uranila em etanol e visualizados
no microscopio eletrénico de transmissdo Jeol JEM 1010. As imagens selecionadas
foram armazenadas em computador para analise morfométrica, utilizando-se um

sistema de andlise de imagem computadorizada (Imagem Pro Plus, versao 4.1.0.0).

2.3 Morfometria

No estudo morfométrico, foram analisadas aproximadamente 480 pm de
membrana basal, por animal, localizadas nas laminas epidérmicas secundarias (LES)
do casco de equinos. Estas andlises foram realizadas depois de tomadas fotograficas
por meio do microscopio eletrdnico de transmissédo Jeol JEM 1010, com aumento de
10.000x. Os hemidesmossomos (HD) foram contados aleatoriamente usando ampliacéo
digital de 10X para facilitar a visualizacdo. O comprimento da membrana basal e dos
hemidesmossomos foram medidos utilizando-se um sistema de analise de imagem
computadorizada, o Imagem Pré Plus.

Foram contados os numeros de hemidesmossomos por micrometro de
membrana basal (Ng). O comprimento de cada HD foi medido considerando-se que o0s
HDs eram discos finos e lisos. O comprimento de HD (Byp) foi convertido ao diametro
verdadeiro de HD (HDr) pela férmula: HDt=4/11 x Byp (MANDIGAN & HOLDEN, 1992).

Usando estes parametros, a densidade numérica de HDs por unidade de
superficie do plasmalema da membrana basal (Ns=HDs/ pm?) foi derivado da equac&o:
Ns=Ng/HD+ + (4/17 t)

Utilizando-se os mesmos calculos anteriores, a densidade numérica de HDs por
unidade de superficie de plasmalema das células basais (Ns) foi derivada e entdo a

porcentagem da area de plasmalema das células basais ocupadas por HD foi obtida (%
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da &rea \p). Calculada pela formula % Areanp = (Numero de HD por pm? x &rea HD) /
um?x 100% (MANDIGAN & HOLDEN, 1992).

Os valores de Ng, e a % areayp foram comparados entre os trés grupos
estudados. Os diferentes parametros estudados foram analisados por meio de Analise
de Variancia (ANOVA), Teste de Tukey, com nivel de significancia P<0,05, realizado

mediante o procedimento do SAS (Statistical Analysis System).

[ll. RESULTADOS

Na analise estatistica houve diferencas nos grupos induzidos quando
comparados com O grupo controle nas seguintes variaveis: numero de
hemidesmossomos por um de membrana basal (NB) e densidade numérica de
hemidesmossomos por pm? de membrana basal (NS), porém, nas outras variaveis:
comprimento dos hemidesmossomos (Bnp), diametro dos hemidesmossomos (HD+) e
porcentagem de area do plasmalema basal da célula ocupada pelos hemidesmossomos
(% Areapp) ndo foram observadas diferencas.

Os equinos do Grupo Controle (Grupo |) apresentaram em média 4,63
hemidesmossomos por um de membrana basal, enquanto que o Grupo Laminite e o
Grupo Laminite + Trinitroglicerina apresentaram 3,454 e 2,910 de hemidesmossomos
por um de membrana basal respectivamente, denotando diminuigdo significativa
guando comparados ao Grupo Controle, porém, sem diferir entre si.

A densidade numérica de hemidesmossomos por um? de membrana basal nos
grupos induzidos foi semelhante, ndo havendo diferenga nos dois grupos, porém,
quando comparados com o Grupo Controle foram menores (Tabela 3).

Os hemidesmossomos sdo placas eletrodensas situadas no poélo basal das
células basais, sendo responsaveis pela unido dessas células com a membrana basal

(Figura 9A). Na microscopia eletronica de transmissao aparecem como varias placas
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negras proximas a membrana basal (Figura 9B). Os desmossomos Sao responsaveis
pela unido intercelular e aparecem como duas placas eletrodensas unidas por
microfilamentos (Figura 9C). Os hemidesmossomos acompanham a membrana basal
por toda a sua extensdo e estédo ligados a elas pelos filamentos de ancoragem, que
atravessam o espaco da lamina lacida para aderir-se a lamina densa (Figura 9D).

Nos equinos dos Grupos Laminite e Laminite + Trinitroglicerina as células
estavam separadas umas das outras e em alguns lugares a membrana basal estava
rompida (Figura 10A). Os grupos induzidos apresentavam varias areas da membrana
basal descoladas das células basais (Figura 10B), nos locais onde ocorria esta
separacdo existiam hemidesmossomos unidos a restos celulares ou, em muitos pontos
haviam desaparecido completamente (Figura 10B). O Grupo Laminite + Trinitroglicerina
foi o que apresentou degeneracdo mais intensa (Figura 10C), entretanto, em alguns
cortes notava-se, material ainda intacto e apesar da auséncia de células basais, pdde-
se observar hemidesmossomos em quase toda a extensdo da membrana basal e a
presenca de desmossomos e bastante queratina, porém com auséncia de células

basais, visualizando-se apena os queratinocitos. (Figura 10D).

Tabela 3. Média + EPM do nimero, comprimento e didmetro dos hemidesmossomos (HD), assim como
HD por pm? e a porcentagem de HD por area de plasmalema, de casco de eqiiinos dos grupos Controle,
Laminite e do grupo Laminite + Trinitroglicerina, durante o periodo estudado.

Variaveis GRUPOS

Controle Laminite Laminite +

n=2252 n=1181 Trinitroglicerina

n=1392

NGmero de HD 4,630 *+0,15 3,454 ®+0,43 2,910 ®+0,17
Comprimento dos HD (um) 0,099 #+0,003 0,106 “+0,01 0,102 *+0,02
Diametro dos HD (um?) 0,12 #+0,003 0,15 40,01 0,17 # +0,03
HD por pm? 40,20 * £1,63 25,65 ° +3,00 23,33 % 2,00
Porcentagem de HD por area 43,990 # 42,710 A 37,430 %

de plasmalema (%)

Médias seguidas de letras mailsculas iguais ndo diferem entre si na mesma linha.
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Figura 9 — Eletromicrografia de transmissédo dos equinos do Grupo Controle. Em A lamina epidérmica
secundaria (LES), lamina dérmica secundéaria (LDS) e o nudcleo basal (N), presenca de
hemidesmossomos (seta). Aumento de1lOum. Em B lamina epidérmica secundaria (LES) e a lamina
dérmica secundaria (LDS) entre elas a presenca de hemidesmossomos (seta). Aumento de 40um.
Em C ndcleos das células basais (N) e a jungdo de duas células e a placa de desmossomos
(setas). Aumento de 40pm. Em D lamina epidérmica secundaria (LES), lamina dérmica secundéria
(LDS), os hemidesmossomos (seta) acompanhando a membrana basal e os filamentos de
ancoragem (*) atravessando o espaco da lamina licida para aderir-se a lamina densa (cabeca de
seta). Aumento de 60um.
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Figura 10 — Eletromicrografia de transmissao dos equinos do Grupo Laminite. Em A células basais com
separacdo (seta) e rompimento da membrana basal (*). Aumento de 10um. Em B perda de
hemidesmossomos e a separagdo da lamina epidérmica secundaria (LES) (seta) da membrana
basal (cabecga de seta). Aumento de 15um. Grupo Laminite + Trinitroglicerina - em C auséncia de
células basais nas laminas epidérmicas secundarias LES, membrana basal (seta) contornando a
lamina dérmica secundaria (LDS). Aumento de 10um. Em D lamina epidérmica (LES) unida a
lamina dérmica secundaria (LDS) pelos hemidesmossomos (seta), presenca de desmossomos
(cabeca de seta) unindo o queratinécito (Q) a restos celulares. Aumento de 15um.
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IV. DISCUSSAO E CONCLUSAO

No presente estudo, mediante exame ultra-estrutural da juncéo epidermal-dermal
dos equinos do grupo controle identificou-se hemidesmossomos (HDs) nas células, e
fazendo a conexdo destes com a lamina licida, uma das camadas da membrana basal
(MB), estavam presentes os filamentos de ancoragem (FAs). A visualizacdo, os HDs
acompanhavam toda a extensdo da MB. Segundo LABEL & DICKSON (2000) a
associacao de HDs com FAs é muito importante para a manutencdo da unido estavel
entre a célula e a MB, além de transportar informacées da MB aos queratindcitos.
Esses autores também relataram que os HDs s&do compostos por Integrina a634,
plectina HD1, BP 180 e colageno do tipo XVII, enquanto que os FAs, sdo compostos
pelas proteinas glicoproteinas (unceina e laminina 5 e 6). POLLITT (1994) relatou que a
laminina 5 e o coldgeno do tipo XVII sdo os constituintes dos HDs e que o colageno do
tipo VIl € o maior constituinte dos FAs.

Ao longo dos séculos a laminite vem sendo foco de interesse clinico e cientifico
e, conseqlentemente, estudos microscopicos abordando as alteragcbes lamelares que
ocorreram nas primeiras 48 a 96 horas ap6s a indu¢cdo com CHO. Porém, até o
presente momento, ndo foram realizadas pesquisas referentes a morfometria ultra-
estrutural das laminas epidérmicas dos casco de equinos com laminite induzida com
sobrecarga de carboidratos e tratados com trinitroglicerina.

A analise ultra-estrutural da juncéo epidérmica-dérmica dos grupos com laminite
induzida com sobrecarga de CHO indicou diminuicdo no nuamero total de HDs, assim
como no nimero de HDs por um? nos dois grupos. As reducdes foram maiores no
grupo Laminite + Trinitroglicerina.

Segundo ALLEN et al. (1990) a ocorréncia de venoconstricdo e consequente
pressdo hidrostatica elevada de fluido intersticial, impedem o fluxo sangiineo na
microcirculacdo lamelar causando necrose isquémica da lamina epidérmica. Supondo
gue esta venoconstricdo acometa as laminas dérmicas dos cascos de equinos na fase

prodromica da laminite impedindo a irrigacédo local e, conseqientemente, promovendo
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diminuicdo no numero de HDs tratou-se com a trinitroglicerina o grupo Laminite +
Trinitroglicerina, uma vez que a venoconstricdo seria 0 mecanismo responsavel pela
laminite, e a aplicacdo topica de trinitroglicerina na quartela de equino, preveniria a
doenca quando utilizado previamente (HINCKLEY et al., 1996).

O evento histolégico chave da laminite em equinos é a separagdo entre a lamina
epidérmica secundaria e a lamina dérmica secundaria. Esta separacdo ocorre entre as
células basais e a MB (POLLITT, 1996). Segundo FRENCH & POLLITT (2004) os
primeiros elementos a falharem s&o os HDs e os FAs, responsaveis pela ligacdo entre
as células basais e a MB.

POLLITT et al. (1998) verificou que as metaloproteinases (MMPs) eram as
responsaveis pela renovagdo tecidual em situagcbes normais e quando ativadas
desordenadamente causam a separacdo da MB da epiderme laminar. Este pesquisador
observou que as formas ativas destas enzimas degradadoras da MB estavam presentes
nos tecidos lamelares de equinos afetados pela laminite, em quantidades aumentadas,
48 horas ap0s a administracdo de carboidratos na inducdo da laminite. Atribuindo a
acdo de metaloproteinases (MMP2 e MMP9) a separacdo que ocorreu entre as ceélulas
basais e a MB impedindo a nutricdo e informacdes as células, acarretando degeneracao
e conseguente desaparecimento dos HDs (POLLITT e DARADKA, 1998). Este aumento
na producdo de MMP pelos queratinécitos lamelares € provocado, possivelmente, pela
chegada de citocinas pela circulagdo sanguinea lamelar dilatada (POLLITT & DAVIS,
1998).

Em outra teoria POLLITT & DAVIES (1998) e JOHNSON et al. (1998) afirmaram
que o Streptococcus bovis, na fase prodrémica da laminite, seria o responséavel por
liberar substancias que ativariam a metaloproteinase, causando degeneracédo da MB e
consequente desorganizacdo das laminas dérmicas e epidérmicas. PASS et al. (1998)
relataram que a privagdo de glicose proveniente da resisténcia a insulina causaria
inibicdo da utilizacdo da glicose pelas células do casco, sendo o fator gatilho para a
ativacado das metaloproteinases que poderiam causar a separacao das ceélulas epiteliais
da MB.
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A separacéo entre a epiderme lamelar e a derme lamelar foi reconhecida como a
primeira entidade morbida na laminite. Relatou-se que coldgenos do tipo IV e VII,
constituintes da membrana basal, foram destruidos por endopeptidases dependentes
do zinco (matriz de metaloproteinases) durante o primeiro estagio da laminite.

HINCKLEY et al (1996) e RAGLE (1999), verificaram que nas horas iniciais de
tratamento, os sinais clinicos de dor aumentaram, possivelmente devido a resolucdo da
isquemia tecidual e o retorno da percepcdo da dor. HINCKLEY et al. (1996)
descreveram que a dor fica evidente durante a reperfusdo que ocorre apos 12 horas da
aplicacéo de trinitrato de gliceril. Esta resposta, entretanto, normalmente diminui dentro
das primeiras seis a 24 horas de tratamento. Em trabalho publicado por WEISS (1997),
a infusdo de l-arginina intravenosa, que € precursor de 0xido nitrico, resulta em rapida
melhora do fluxo sanglineo da muralha dorsal do casco. Entretanto, BAXTER et al
(1989), aplicaram l-arginina intravenosa em dois cavalos saudaveis e ndao obtiveram
aumento no fluxo sangiineo laminar.

Em cavalos com laminite induzida com sobrecarga de CHO, o relaxamento
mediado pela acetilcolina foi reduzido em vasos digitais “in vitro”, causando
vasoconstricdo, sugerindo que a capacidade de producéo do éxido nitrico pelo endotélio
vascular danificado estava reduzida, com isto 0s vasos tornam-se mais sensiveis ou
vulneraveis a agentes vasoconstritores (SCHNEIDER et al., 1999). Por outro lado
BRYANT & ELLIOT (1994), afirmaram que a utilizacdo de precursores de 6xido nitrico,
denominados nitrovasodilatadores, apresentou resultados clinicos promissores quando
utilizados em cavalos com laminite.

Neste trabalho os equinos do grupo Laminite + Trinitroglicerina apresentaram
maior reduc¢do no numero de HDs em comparacado com o grupo Controle. Verificou-se
que além da trinitroglicerina ndo prevenir a laminite ocorreu o0 agravamento das lesdes
gue acometeram os HDs, 0s quais juntamente com os FAS, sdo 0s responsaveis pela
estabilidade do tecido lamelar.

A diminuicdo no numero de hemidesmossomos pode ter ocorrido pela acdo de
metaloproteinases, consideradas as responsaveis pela degradacdo da laminina

presentes nos filamentos de ancoragem. As metaloproteinases sdo ativadas por
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citocinas, estas por sua vez, foram liberadas pela acdo do Streptococcus bovis no ceco
dos animais que sofreram aumento exponencial desta bactéria, as citocinas atravessam
a mucosa intestinal e pela circulacdo chegam até a regido digital, ativando assim as
metaloproteinases (POLLITT, 1998).

A sobrecarga de carboidratos aumenta a producgéo de glicose com consequente
aumento da insulina e da producédo de NO. Esta liberacdo insulino-mediada de NO
induz vasodilatagdo e aumenta a captacdo celular de glicose e o seu metabolismo
(WAJCHENBERG, 2002)

Mensuracao direta do fluxo digital na laminite aguda identificou aumento no fluxo
do sangue em consequéncia da resisténcia vascular diminuida (vasodilatacdo)
(ROBINSON et al., 1976). Similarmente, TROUT et al., (1990) ndo poderiam aceitar a
isquemia lamelar como causa primaria da laminite porque estudos cintigraficos nao-
invasivos da circulagéo digital mostraram elevacao significativa do fluxo sangliineo sub-
lamelar antes da claudicacao.

Segundo POLLITT & DAVIES (1998), na laminite equina induzida por sobrecarga
de carboidratos, ocorre vasodilatacdo digital e o fluxo sanguineo digital reduzido foi,
provavelmente, o resultado de lesdes lamelares. Virtualmente todos os capilares,
normalmente presentes na derme entre as laminas epidérmicas secundérias de cada
lamela estavam ausentes nos tecidos lamelares afetados pela laminite. Seu
desaparecimento coincidiu com a perda da MB lamelar. A perda destes capilares pode
explicar porque a resisténcia ao fluxo do sangue foi aumentada 3,5 vezes nos cavalos
durante o inicio da laminite (ALLEN et al., 1990) e porque o0 sangue contornava o leito
capilar, por meio das anastomoses arteriovenosas dilatadas nos cavalos com laminite
aguda (HODD et al., 1978).

Em que pese HINCKLEY et al. (1996) e RAGLE (1999) terem descrito melhora
clinica em cavalos com laminite tratados com trinitroglicerina, os achados deste trabalho
comprovam que na laminite induzida por CHO, ocorrem lesdes graves nas ultra-
estruturas do casco equino. Desta forma, pode-se concluir que o uso topico da

trinitroglicerina n&o previne as lesbes presentes na laminite induzida por CHO.



107

V. REFERENCIASY

ALLEN D., JR., CLARK E.S., MOORE J.N., et al. Evaluation of equine digital Starling
forces and hemodynamics during early laminitis. American Journal of Veterinary
Research, v. 51, p.1930-1934, 1990.

BAXTER G.M., TACKETT R.L., MOORE J.N. Reactivity of equine palmar digital arteries
and veins to vasodilating agents. Veterinary Surgery, v.18, p.221-226, 1989.

BRYANT, C.E., ELLIOTT, J. Nitric oxide: a friend or foe? Equine Veterinary Education,
v.6, n.2, p.59-64, 1994.

FRENCH, K. R., POLLIT, C. C. Equine laminitis: loss of hemidesmossomes in hoof
secondary epidermal lamellae correlates to dose in an oligofructose induction model:
an ultrastructural study. Equine Veterinary Journal, v.36, n.3, p.230-235, 2004.

HINCKLEY K.A., FEARN S., HOWARD B.R., et al. Nitric oxide donors as treatment for
grass induced acute laminitis in ponies. Equine Veterinary Journal, v.28, p.17-28,
1996.

HOOD D.M., AMOSS M.S., HIGHTOWER D. Equine laminitis I: Radioisotopic analysis
of the hemodynamics of the foot during the acute disease. Journal Equine Medical
Surgery, v. 2, p. 439, 1978.

INOUE, S. Ultrastructure of basement membranes. International Review of Cytology,
v.117, p.57-98, 1989.

JOHNSON, P. J., KREEGER, J.M., KEELER, M., GANJAM, V.K., MESSER, N.T. Serum
markers of lamellar basement membrane degradation and lamellar histopathological
changes in horses affected with laminitis. Equine Veterinary Journal, v.32, n.6,
p.462-468, 2000.

JOHNSON, P.J., TYAGI, S.C., KATWA, L.C. GANJAM, V.K., et al. Activation of
extracellular matrix metalloproteinases in equine laminitis. The Veterinary Record,
v.142, n.15, p.392-396, 1998.

1 De acordo com a ABNT (Associagdo Brasileira de Normas Técnicas) — N.B.R. — 6023 Ago/2002.



108

LABEL, M.G., DICKSON, C. Citoesqueleto y moléculas de adhesion implicadas en las
estructuras de comunication y union de los queratinocitos. Los desmosomas y
hemidesmosomas. Educacion Medica Continua, v.6, n.3, p.183-200, 2000.

LEBLOND, C.P., INOUE, S. Strucuture, composition and assembly of basement
membrane. American Journal of Anatomy, v.185, p.367-390, 1989.

MANDIGAN & HOLDEN, Reduced Epithelial Adhesion After Extended Contact Lens
Wear Correlates With Reduced Hemidesmosome Density in Cat Cornea.
Investigative Ophthalmology & Visual Science, v.33, n.2, 1992

PASS, M. A., POLLITT, S., POLLITT, C.C. Decreased glucose metabolism causes
separation of hoof lamellae in vitro: a trigger for laminitis? Equine Veterinary
Journal, v.26, p.133-138, 1998 (Suplemento).

POLLITT, C.C. The basemente membrane at the equine hoof dermal epidermal junction.
Equine Veterinary Journal, v.26, n.5, p.399-407, 1994.

POLLITT, C. C. Basement membrane pathology: a feature of acute equine laminitis.
Equine Veterinary Journal, v.28, n.1, p.38-46, 1996.

POLLITT, C.C. The anatomy and physiology of the hoof wall. Equine Veterinary
Education, n.4, p.3-10, 1998.

POLLITT C.C., DAVIES C.T. Equine laminitis: its development coincides with increased
sublamellar blood flow. Equine Veterinary Journal, Suppl. v. 26, p. 125-132, 1998.

POLLITT C.C, DARADKA M. Equine laminitis basement membrane pathology: loss of
type IV collagen, type VII collagen and laminin immunostaining. Equine Veterinary
Journal, Suppl. v.26, p. 139-144, 1998.

POLLITT, C.C., PASS, M.A.,, POLLITT, S. Batismat (BB-94) inhibits matrix
metalloproteinases of equine laminitis. Equine Veterinary Journal, suppl. v.26,
p.119-124, 1998.

POLLITT, C.C., KYAW-TANNER, M.,FRENCH, K. R., EPS, A. W. VAN, HENDRIKZ, J.
K., DARADKA, M. Equine laminitis. Proceedings of America Association of
Equine Practitioners, p.21-25 November 2003.

POLLITT C.C. Equine laminitis: a revised pathophysiology. Proceedings of America
Association of Equine Practitioners, v.45, p.188-192, 1999.



109

POLLITT, C.C. Microanatomy of the hoof wall. Visto em
<http://www.uqg.edu.au/~apcpolli/> Acessado em 20 de junho de 2007.

RAGLE, C.A. Nitroglycerin treatment of equine laminitis. Compedium on Continuing
Educacion for the Practicing Veterinarian, 21:2, 170-174, 1999.

ROBINSON, N.E., SCOTT, J.B., DABNEY, J.M., et al. Digital vascular responses and
permeability in equine alimentary laminitis. American Journal of Veterinary
Research, v. 37, p.1171-1174, 1976.

SCHNEIDER, D.A., PARKS, A.H., EADES, S.C., et al. Palmar digital vessel relaxation
inhealthy horses and in horses given carbohydrate. American Journal of
Veterinary Research, v.60, p.233-239, 1999.

STUMP, J. E. Anatomy of the normal equine foot including microscopic features of the
laminar region. Journal of the American Veterinary Medical Association, v.151,
p.1588-1598, 1967.

TROUT, D.R., et al. Scintigrafic evaluation of digital circulation during the developmental
and acute phases of equine laminitis. Equine Veterinary Journal, v. 22, n. 6, p.
416-421, 1990.

WAJCHENBERG B. L. Disfuncdo Endotelial no Diabetes do Tipo 2. Arquivo Brasileiro
Endocrinologia Metabdlica, v. 46, n. 5, 2002.

WEISS, D.J., Equine laminitis; a review of recent research. Equine Practice v.19, n. 1,
p. 16-20, 1997.



	CAPA
	FOLHA DE ROSTO
	DADOS CURRICULARES
	EPÍGRAFE
	DEDICATÓRIA
	AGRADECIMENTOS
	SUMÁRIO
	LISTA DE FIGURAS
	LISTA DE TABELAS
	LISTA DE ABREVIATURAS

	RESUMO
	ABSTRACT
	CAPÍTULO 1: CONSIDERAÇÕES GERAIS
	CAPÍTULO 2: ANÁLISE MORFOMÉTRICA DAS LÂMINAS DÉRMICAS E EPIDÉRMICAS DO CASCO DE EQÜINOS COM LAMINITE EXPERIMENTAL E TRATADOS COM TRINITROGLICERINA
	CAPÍTULO 3: LAMINITE EQÜINA EXPERIMENTAL: ESTUDO ULTRA-ESTRUTURAL E MORFOMÉTRICO DAS LÂMINAS DÉRMICAS E EPIDÉRMICAS DO CASCO TRATADOS COM TRINITROGLICERINA
	CAPÍTULO 4: LAMINITE EQÜINA EXPERIMENTAL: ANÁLISE ULTRAESTRUTURAL E MORFOMÉTRICA DOS HEMIDESMOSSOMOS

