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RESUMO

Os queratinécitos sao células presentes na epiderme, constituida pelo epitélio
estratificado pavimentoso queratinizado. Estas células organizam-se em
camadas de diferentes estagios de maturagdo celular (camada basal ou
germinativa, espinhosa, granulosa, lucida e cérnea) e tem a funcdo de
revestimento desses tecidos. Diversos estudos buscam elucidar e caracterizar
tecidos higidos de origem epitelial, como pele, olhos e casco, para que possam
identificar os mecanismos de desenvolvimento de enfermidades nesses
tecidos. O casco equino é formado por epiderme em diferentes estagios de
queratinizacao, subdivididos em estrato externo ou parede do casco, estrato
meédio e estrato interno, nesse ultimo estdo localizadas as laminas epidermais
primarias (LEP) e secundarias (LES) onde os queratinécitos estdo presentes
junto a membrana basal (transicdo de epiderme e derme, jungao que faz a
adesdo do casco com a falange distal). E notéria a importancia do casco na
saude dos equinos, mas o conhecimento em nivel celular € pouco entendido.
Estudos envolvendo o cultivo de queratinécitos equinos sdo escassos. Sabe-se
que o desenvolvimento de cultivos de queratindcitos in vitro € uma condicao
para estudos sobre a biologia molecular, crescimento e diferenciagao celular.
Alguns métodos ja estao estabelecidos, como para cultivo de queratinécitos de
pele, mas poucas metodologias sdo encontradas para queratindcitos lamelares.
O objetivo desse estudo, foi padronizar o cultivo de queratindcitos provenientes
de casco equino, visando futuramente associar ao estudo da medicina
regenerativa para assim estabelecer um modelo experimental in vitro e indicar
0 uso criterioso de terapias regenerativas para a laminite equina. Desta forma,
foi realizado o cultivo em monocamada e caracterizacdo de queratindcitos
lamelares. Para isso, o método de cultivo primario utilizado foi através de
explantes obtidos de trés regides do casco (dorso-medial, dorsal e dorso-

lateral). As células foram caracterizadas para os marcadores anti pan-
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cytokeratin (AE1/AE3), vimentin (V9), p63 (4A4) e Ki-67 (MIB-1) nos cultivos e
nos explantes. As células foram cultivadas até terceira passagem, tendo
marcagao positiva para pan-CK, p63 e Ki-67 e fraca marcagao para vimentina.
Ja as laminas epidermais ndo tiveram marcagéo de vimentin e Ki-67, porém
marcaram acentuadamente para pan-CK e p63. Este estudo demonstrou a
exiquibilidade do uso de explantes lamelares do casco de equinos, como forma
de isolamento de queratindcitos em cultivos primarios, bem como caracterizou

a habilidade de proliferacdo desses queratinécitos em monocamada.

Palavras-chave: Casco, Cultivo Celular, Equinos, Estojo Cdérneo, Laminite,

Queratindcitos.
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Abstract

The keratinocytes are cells presented in the epidermis, constituted by the
stratified keratinized squamous epithelium. These cells organized in layers of
different stages of cell maturation (basal or germinative, prickly, granular, lucid
and corneal layers) and have a tissue coating function. Several studies seek to
elucidate and characterize healthy tissues of epithelial origin, such as skin, eyes
and hoof, so that they can identify the mechanisms of development of diseases
in these tissues. The equine hoof is composed of epidermis at different stages
of keratinization, subdivided into external stratum, middle stratum and internal
stratum, in which the primary epidermal lamellae (PEL) and secondary
epidermal (SEL) are located and where keratinocytes are present along the
basement membrane (Transition of the epidermis and dermis, which joins the
hoof to the distal phalanx). It is evident the importance of the hoof health of
horses, but the knowledge at the cellular level is poorly understood. Studies
involving the culture of equine keratinocytes are scarce. The development of
keratinocyte cultures in vitro is a condition for studies on molecular biology, cell
growth and differentiation. Some methods are already established, such as for
culture of skin keratinocytes, but few methodologies are found for lamellar
keratinocytes. The aim of this study was to standardize the cultivation of
keratinocytes from equine hoof, aiming future associate with the study of
regenerative medicine so as to establish an experimental in vitro model and
indicate the wise use of regenerative therapies for equine laminitis. In this way,
monolayer culture and characterization of lamellar keratinocytes were
performed. For this, the method of primary culture used was through explants
obtained from three regions of the hoof (dorso-medial, dorsal and dorso-lateral).
Cells were characterized for anti pan-cytokeratin (AE1 / AE3), vimentin (V9),
p63 (4A4) and Ki-67 (MIB-1) markers in cultures and explants. Cells were
grown to third passage, having positive marking for pan-CK, p63 and Ki-67 and
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poor labeling for vimentin. Already the epidermal laminae were not labeling for
vimentin and Ki-67, but pan-CK and p63 had sharp labeling. This study
demonstrated the feasibility of using lamellar explants in equine hoofs as a form
of isolating keratinocytes in primary cultures, as well as characterizing the

proliferation ability of these keratinocytes in monolayers.

Keywords: Case corneum, Cell Culture, Equine, Hoof, Keratinocytes, Laminitis.
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Capitulo 1:

1.1. Introdugao e Justificativa

Diversas enfermidades relacionadas com disturbios epidermais ou tecidos
adjacentes, sdo foco de pesquisas e experimentagdo tanto em medicina
humana, quanto na medicina veterinaria. Doencas primarias ou secundarias na
pele, foliculos pilosos, glandulas e casco, s&o alvo desses trabalhos.

Os equinos, espécie ungulada, possuem casco, também chamado de
estojo cérneo, na extremidade de seus membros. O estojo cérneo € um 6érgao
pertencente ao sistema tegumentar, constituido por epiderme e derme, tendo a
funcao de revestir, dar protecao a terceira falange, e principalmente, sustentar
e equilibrar as pressdes que o peso do cavalo exercem em sua biomecanica.

Algumas enfermidades atingem o casco e podem ser primarias ou
secundarias a outras disfungdes no organismo como ocorre na pele ou outros
anexos. As mais comuns sao de origem tendinea, ligamentar, 6ssea/articular,
infecciosa, traumas e fraturas, e principalmente a laminite (POLLITT, 1995). Os
mecanismos que envolvem a laminite, sejam em sua etiopatogenia ou
histopatologia, divergem opinides (EKFALCK et al., 1988; HEYMERING, 2010).

Obel (1948), descreveu alteragdes histopatoldgicas na regidao lamelar do
casco, em derme e epiderme, e relatou que quando a matriz do casco nao esta
envolvida, as alteragdes restringem-se a epiderme. Essas alteragbes podem
estar relacionadas com o conceito de que a laminite € um disturbio metabdlico
primario da epiderme do casco, conduzindo a inibicdo da diferenciacédo de
queratindcitos (OBEL, 1948; LARSSON; OBEL; ABERG, 1956; EKFALCK et al.
1988), assim como a alteragdo do citoesqueleto do queratindcitos (KELLY et
al., 1991; NOURIAN et al., 2007).

Uma maneira de avaliar o impacto dessa enfermidade é realizando o
cultivo de queratindcitos presentes nas laminas epidermais do casco, para que
se possa entender esses processos biologicos.

A ampliagdo do conhecimento da biologia celular do que ocorre na laminite,
€ de suma importancia e para tal, € necessario, que pesquisadores investiguem

essas respostas executando experimentos que atinjam esses objetivos.
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O estudo dos queratinécitos do casco equino é fundamental para que
sejam entendidas suas fungdes, seus mecanismos de diferenciagdo e como
atuam no processo da laminite. A agcao terapéutica junto a essas células, na
possivel utilizagcado de cultivo de queratindcitos isolados de equinos acometidos
por laminite em co-cultura com células tronco mesenquimais, pode avaliar a
acao imunomoduladora e anti-inflamatoéria da mesma.

O cultivo de queratinécitos ja foi realizada experimentalmente por
diferentes pesquisadores. No entanto, existem diferengas em sua descrigao de
acordo com sua origem, formas de obtencdo das células, diferentes
metodologias de cultivos e meios de cultivo.

O processo de cultivo de queratindcitos merece atengdo quanto ao seu
procedimento operacional padrdao (POP), por se tratar de um tipo celular com
exigéncias diferentes das comumente cultivadas (EKCFALCK; RODRIGUEZ-
MARTINEZ; OBEL, 1990; WUNN et al., 1999; DAHM et al., 2002; VISSER;
POLLITT, 2010; SHARMA et al., 2013). A elaboragcdo de um protocolo efetivo
para isolamento, crescimento, proliferacao, viabilidade e caracterizagao celular
demanda uma grande diversidade de testes para que a caracterizagédo
inequivoca dos mesmos seja alcangada.

A padronizacdo de uma técnica de cultivo celular € importante para que
seja possivel executar a denominada medicina veterinaria translacional,
otimizando o sucesso dos ensaios em laboratorio em protocolos clinicos de
terapia celular, desenvolvendo desta forma, novos tratamentos para
enfermidades que acometem os equinos.

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi padronizar o cultivo de
queratinécitos provenientes de casco equino, visando futuramente associar ao
estudo da medicina regenerativa para assim estabelecer um modelo
experimental in vitro e indicar o uso criterioso de terapias regenerativas para a

laminite equina.
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Consideragoes Finais

1. Dificuldades Encontradas

Inicialmente, quando foi realizado o delineamento do experimento e
alguns estudos pilotos, foi tomada a decisdo de qual meio de cultivo utilizar,
foi feita cotagdo do meio de cultivo sem calcio recomendado pela literatura,
sendo esse de alto valor, entdo foram realizadas diversas tentativas de quelar
o calcio presente em outro meio de cultivo celular de menor custo utilizando
citrato de sddio. Foram testadas diversas amostras desse meio de cultivo e
em um primeiro momento o calcio era quelado para uma menor concentracao,
mas menos de 24h apds a mesma amostra apresentava a concentracao de
calcio inicial, desta forma o quelante utilizando citrato de sddio demonstrou-se
instavel, com isso foi decidido comprar o meio de cultivo sem calcio importado
e prorrogar o inicio do experimento até que o meio fosse recebido.

Posteriormente, tivemos problema quanto a redugdo do numero de
cultivos primarios, devido a contaminacgao por fungo em trés cultivos iniciais, e
em um segundo momento, com a cultura tridimensional em placa de inserto,
também verificamos contaminagao por fungo (ndo especificado) em apenas
um pocgo de cultivo. Essas contaminacdes podem ter sido decorrentes pelo
fato de que cultivos de outros tipos celulares estavam sendo realizados na
mesma estufa, mas nao descarta-se que as contaminacdes tenham ocorrido
por erros durante a manipulagado dessas amostras.

Outra etapa que encontramos adversidade, foi no segundo piloto
durante a passagem dos cultivos (tripsinizagao), tanto para P1 quanto para
P2, em que a contagem celular e avaliagdo da viabilidade por Azul de Tripan
utilizando camara de Neubauer nao foi possivel. Devido aos resquicios de
explantes e outros tipos celulares que inviabilizaram essa contagem, pois
atrapalhavam a visualizagdo das células em microscopio de contraste de fase
invertido, sendo corrigido realizando a remog¢do mecanica dos explantes e
apoés sendo realizada a tripsinizacido das células aderidas.

Essas dificuldades encontradas serviram de aprendizado e alerta para

futuros trabalhos.

51





