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Al(OH)s: hidroxido de aluminio

AST: aspartato-aminotransferase

CAD: caspase-activated deoxyribonuclease
CAD,: cadaverina

Cd: cadmio

Cd-Cu: cadmio-cobre

cDNA: DNA complementar

CHO: carboidrato

CK: creatinoquinase

CT: cycle threshold

CuSOu: sulfato de cobre

CV: coeficiente de variacao

DAB: 3,3"- diaminobenzidina

dATP: dinucleotideo trifosfato de adenosina
dCTP: dinucleotideo trifosfato de citidina
DEPC : dietilpirocarbonato

dGTP: dinucleotideo trifosfato de guanosina
dH»0: 4gua deionizada

DMSO: dimetilsulféxido

DNA: acido desoxiribonucléico

dNTP: dinucleotideo trifosfato

DP: desvio padrao

DTT: ditiotreitol

dTTP: dinucleotideo trifosfato de timidina
EDTA: &cido etileno diamino tetracético
EGG: éter gliceril guaiacol

EP: erro padréao

EPD: espermidina

Xvil



EPM: espermina

ET-1: endotelina-1

EUA: Estados Unidos da América
FA: fosfatase alcalina

FC: freqliéncia cardiaca

FEA: feniletilamina

FR: freqliéncia respiratéria

GAS: grupo controle (dgua+salina)
GAT: grupo tampéao (dgua+tampéo)
GC : glicocorticoide

GCS: grupo CHO (CHO+salina)
GCT: grupo CHO-tampao (CHO+tampao)
H&E: hematoxilina e eosina

H>O.: perdxido de hidrogénio
H2SO4. &cido sulfurico

HCI: acido cloridrico

HIM: histamina

HPLC: cromatografia liquida de alta eficiéncia
Ht: hematécrito

ICAD: inhibitor of caspase-activated deoxyribonuclease
IL-1: interleucina-1

IL-1pB: interleucina-1f3

IL-6: interleucina-6

IM: intramuscular

IV: intravenoso

LDP: lamina dérmica primaria

LDS: Iamina dérmica secundaria
LEP: Idamina epidérmica primaria
LES: Iamina epidérmica secundaria
LP: liquido peritoneal

LSU: Louisiana State University

Xviii



MB: membrana basal

MC: motilidade cecal

Mg(OH)2: hidréxido de magnésio

MgO: 6xido de magnésio

MO: coloragao da mucosa oral

M-MLV: Murine Moloney Leukemia Virus
MMP-2: metaloproteinase 2

MMP-9: metaloproteinase 9

mRNA: RNA mensageiro

NaOH: hidréxido de sodio

NO: 6xido nitrico

NP: nogueira preta

Pa: presséo arterial facial

PAS: acido periddico de Schiff

PBS: tampé&o salina-fosfato

PCR: reacao da cadeia de polimerase
PO: via oral do greco-romano per oralis
PT: proteinas totais

PUT: putrescina

RNA: &cido ribonucléico

RT: transcriptase reversa

RT-PCR: reacdo da cadeia de polimerase com transcri¢cao reversa
SAS: Statistical Analysis Sistem

SDS: dodecilsulfato de sédio

SRT: serotonina (5-HT)

TAE: tampéao tris — acetato - EDTA
TCA: acido tricloracético

TdT: terminal deoxinucleotidil transferase
TIM: tiramina

TPC: tempo de preenchimento capilar
TR: temperatura retal

X1X



TRM: triptamina
TUNEL: terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick-end labeling

ZnS0Oq: sulfato de zinco

XX



XX

TAMPONAMENTO CECAL: ASPECTOS CLINICO, FISIOPATOLOGICO E
TERAPEUTICO NA LAMINITE EXPERIMENTAL EM EQUINOS

RESUMO - Inumeros estudos vém sendo realizados objetivando esclarecer os
mecanismos da laminite aguda em equinos. Muitos destes esclarecendo ou suscitando
duvidas sobre teorias ja descritas; outros sugerindo novos mecanismos cruciais no
desenvolvimento da laminite. Modelos in vitro e in vivo, focados na inflamacao,
distarbios hemodinamicos, ativagdo enzimatica no digito e eventos gastrintestinais
somam-se para explicar sinais clinicos observados na laminite. Apesar da existéncia de
dados correlacionando alteragbes metabdlicas, mudangas da microflora e do pH cecal
com a fisiopatologia da laminite poucas sao as medidas profilaticas ou terapéuticas que
visam restabelecer ou manter a funcédo cecal. O objetivo deste estudo foi avaliar os
efeitos da administracao intracecal de solucao tampao contendo hidroxido de aluminio e
hidréxido de magnésio (Al(OH); e Mg(OH)z) na evolugdo da laminite induzida por
sobrecarga de CHO balizado em parametros clinicos e laboratoriais; quantificando e
qualificando aminas bioativas do conteddo cecal; comparando numero, tipo, localizacao
e distribuicdo de células apoptoéticas epidermais laminares e comparando a expressao
génica de MMP-2 e MMP-9 em tecido laminar digital. Os animais que desenvolveram
laminite tiveram sinais de claudicacao de ocorréncia mais tardia no grupo que recebeu
solugdo tampéao, porém, ambos os grupos expostos ao CHO exibiram alteracdes
laboratoriais caracteristicas deste modelo experimental. As concentragbes cecais da
putrescina e cadaverina, o numero de células epidérmicas laminares apoptéticas e a
expressdo génica das MMP-2 e MMP-9 apresentaram-se elevadas nos equinos
expostos a sobrecarga de CHO em relagdo aos do grupo controle, no entanto, foram
menos evidentes no grupo tratado com solucdo tampdo. Concluiu-se que a
administracao intracecal de solugcao tampao, embora ndo tenha suprimido as alteracdes
clinicas, laboratoriais e metabdlicas na laminite por sobrecarga de CHO, diminui a
intensidade dos mesmos, indicando um efeito benéfico deste tratamento.

Palavras-chave: laminite, equino, tratamento, pH cecal, apoptose, MMP 2, MMP-9,

aminas.



XXii

CECAL BUFFERING: CLINICAL, PHYSIOPHATOLOGIC AND THERAPEUTIC
ASPECTS IN EXPERIMENTAL LAMINITIS IN EQUINE.

SUMMARY - A large number of studies have been undertaken aimed at furthering our
understanding of the complex mechanisms of acute laminitis in the horse. Many of these
studies have either reinforced or cast doubt on previously theories on the pathogenesis
of this disease, while others have suggested new mechanisms which may play a key
role in its development. Studies utilising in vitro and in vivo models of the disease,
particularly addressing the areas of inflammation, haemodynamic disturbances and
enzyme activation in the hoof, as well as the events occurring in the hindgut, have
helped to explain many clinical observations of the disease. Instead of the existence of
results linking the metabolic alterations, microflora and cecal pH changes with laminitis
physiopatology there are no effective therapies and means of prevention to reestablish
or maintain the cecal function. The aim of this study was evaluate the effects of an
intracecal buffer solution composed of aluminum and magnesium hydroxide on the
development of carbohydrate overload (CHO)-induced laminitis by characterization and
comparison of clinical parameters, bioactives amines in cecal content, apoptotic
epidermal cells and gene expression of MMP-2 e MMP-9 in digital laminar tissues. All
CHO-treated horses developed lamenees, but it was significantly delayed in group that
received buffering treatment. However, both CHO-treated group presented similar
laboratorial changes which are particular to this experimental model. The cecal
putrescine and cadaverine level, the number of laminar apoptotic epidermal cells, and
gene expression of MMP-2 and MMP-9 were increased in CHO-treated horses
compared to control group, but it was less in the buffer-treated group. It as concluded
that intracecal buffer administration was effective in decrease the intensity of clinical,
laboratorial and metabolic changes induced by carbohydrate overload, however, it was
not prevented, indicating the possible therapeutic effect of this treatment.

Key words: laminitis, equine, treatment, cecal pH, apoptosis, MMP 2, MMP-9, amines.



CAPITULO 1 — CONSIDERACOES GERAIS

1.1. INTRODUCAO

A laminite € uma doenga que ha muitos séculos vem acometendo eqinos e
causando estresse emocional profundo além de perdas econf6micas irreparaveis para
criadores e treinadores devido a dor que 0s animais acometidos sentem, levando
muitas vezes, a uma condigdo corpérea caquética e periodos prolongados de decubito
com consequente aparecimento de feridas de apoio.

Nos Estados Unidos, aproximadamente 75% dos equinos com laminite nao
retornam para a atividade atlética; desses, a maioria € submetida a eutanasia devido a
dor severa associada a rotacdo e/ou deslocamento da falange distal, resultante da
separacgao das laminas dérmicas e epidérmicas (HUNT, 1993). Estima-se que 15% dos
eqlinos sao acometidos por laminite ao longo de suas vidas e 75% desses animais
desenvolvem claudicacao crénica ou severa e um estado debilitante necessitando, na
maioria das vezes, de eutanasia, representando uma grande perda desses animais ao
redor do mundo causada por esta doenca devastadora (STOKES, 2002).

O relato mais antigo dessa enfermidade foi feito por Aristételes por volta de 350
a.C. quando a denominou “Doenca da Cevada” (WAGNER & HEYMERING, 1999).
Durante o século IV, o grego Apsyrtus, por ordem do Imperador Constantino, escreveu
um livro entitulado “Hippiatrika” (Medicina Equina), onde descreveu um tratamento para
a referida doencga, consistindo em sangramento moderado, exercicio leve e restricao
alimentar. Desde entdo, iniumeros nomes e etiologias foram e ainda séo relacionados a
laminite, e vérios tratamentos - desde “sangramento dos humores ruins” até o
desenvolvimento de pomadas especiais para aplicacdo tépica no casco - ja foram
empregados (ALLEN, 2004).

O termo “afundamento” (do inglés founder) apareceu durante o século XVI,
derivado da palavra morfounde, usada por marinheiros para descrever quando um
navio € direcionado para o fundo da agua por uma sucessao de ondas, algo parecido
com o afundamento da falange distal dentro da cépsula do casco (DUNLOP &
WILLIAMS, 1996). O termo laminite aborda a localizacao precisa da doenca dentro do



casco que passou a ser melhor compreendida a partir do inicio do século XVIII (SMITH,
1919).

A laminite aguda € uma doencga que acomete tanto a lamina dérmica quanto a
lamina epidérmica do casco do equino. Esta afeccdo severamente debilitante e
altamente dolorosa é potencialmente ameacadora para a carreira esportiva do animal,
pondo em risco sua vida. O fato de afetar tanto equinos quanto péneis adultos
indiscriminadamente, de qualquer raga ou uso, faz com que essa enfermidade seja de
extrema importancia para proprietarios, treinadores e entusiastas da pratica equestre
(ALLEN, 2004).

Normalmente, a ocorréncia da laminite é secundaria a outras alteracdes tais
como: doencas agudas do trato gastrintestinal, particularmente obstrucoes
estrangulativas e doencas intestinais inflamatérias; sobrecarga de graos; retencao de
placenta seguida de metrite; pleuropneumonia e outras doengas usualmente
acompanhadas por quadros endotoxémicos (MOORE et al.,, 1989). Também pode
ocorrer devido a sobrecarga ou peso excessivo no membro contralateral em equinos
que apresentam claudicacdo severa na qual ndo conseguem apoiar 0 peso sobre o
membro acometido (PELOSO et al., 1996).

Nos EUA, o custo anual de diagnéstico e tratamento da laminite é estimado em
aproximadamente U$ 8 milhdes e a perda monetdria de animais subsequente a
complicacbes da doenca também chega a milhdes de délares a cada ano (STOKES,
2002).

Assim, com esse estudo buscou-se acrescentar ao universo do complexo
processo fisiopatolégico da laminite induzida por sobrecarga de carboidrato (CHO),
novas informag6es para minimizar a gravidade, além do propdsito adicional de instituir
alternativa terapéutica para o tratamento dessa sindrome. Dessa maneira objetivou-se:

1. Caracterizar e comparar o desenvolvimento clinico da laminite induzida por
sobrecarga de CHO apd6s a administracdo de solucao tampao composta de

Al(OH)3 e Mg(OH); por via intracecal;

2. Caracterizar e comparar os parametros laboratoriais da laminite induzida por
sobrecarga de CHO, ap6s a administragdo de solugdo tampéo composta de

Al(OH)3 e Mg(OH). por via intracecal;



3. Qualificar e quantificar as aminas bioativas do contetudo cecal de equinos com
laminite experimental induzida por sobrecarga de CHO, tratados ou ndo com
solucao tampao;

4. Comparar o numero, tipo, localizagdo e distribuicdo das células epidermais
laminares apoptéticas em eqlinos com laminite experimental induzida por
sobrecarga de CHO, tratados ou ndo com solugédo tampao;

5. Comparar a expressao génica das enzimas metaloproteinase-2 e -9 (MMP-2 e
MMP-9) em tecido laminar de eqlinos clinicamente sadios e daqueles com
laminite induzida por sobrecarga de CHO, tratados ou ndo com solugao tampéao.
Desta maneira, serdo aqui apresentados, em forma de capitulos, os estudos

realizados para atingirem-se o0s objetivos propostos, a saber:

Capitulo 2: Influéncia do Mg(OH). e do AI(OH); sobre os sinais clinicos e
aspectos hematoldgicos e bioquimicos e liquido peritoneal de equinos com laminite
induzida experimentalmente por sobrecarga de carboidrato.

Capitulo 3: Quantificagdo das aminas bioativas em conteudo cecal de equinos
com laminite experimental.

Capitulo 4: Apoptose de células epidérmicas laminares na laminite induzida por
sobrecarga de carboidrato, apds tamponamento cecal, em equinos.

Capitulo 5: Transcricdo das enzimas metaloproteinase-2 e -9 (MMP-2 e MMP-9)
em equinos com laminite induzida por sobrecarga de carboidrato, tratados ou ndo com
solucéo tampao.



1.2. REVISAO DA LITERATURA

1.2.1. Anatomia do Digito

Apesar da aparéncia simples, o digito oferece apoio extremamente forte para o
equino. Os ossos do digito compreendem as falanges proximal, média e distal e o
sesamoide distal ou osso navicular (Fig. 1). A principal articulacéo é a interfalangeana
distal composta pela falange média, falange distal e pelo sesamdide distal (MOORE,
1989).

Figura 1 - Corte longitudinal do casco equino. FP = falange proximal, FM = falange
média, FD = falange distal OS = osso sesamodide distal, CD = coxim digital,
FDP = tend&o flexor digital profundo, EDC = tenddo extensor longo da
falange, LD = lamina dérmica e LE = lamina epidérmica (adaptado de
STOKES, 2002).

Varias estruturas de tecido mole estdo envolvidas na arquitetura e manutencao
da integridade das articulagdes do digito, entre elas ligamentos, cartilagens, tendoes,
nervos e vasos sangiineos, a saber:

a) Ligamentos colaterais curtos unem a porgédo distal da falange média e as
bordas proximais da falange distal. Os ligamentos sesamoideanos colaterais extendem-
se da porcao distal da falange proximal e inserem-se nas bordas distais do sesamdide
distal. Os ramos destes ligamentos também se inserem no processo palmar da falange

distal. O ligamento impar do sesamoide distal origina-se no aspecto distal deste



sesamoide e extende-se até a superficie distal da falange. O tendao extensor longo da
falange insere-se no processo extensor da falange distal (Fig. 2) (KAINER, 1989;
RIEGEL & HAKOLA, 1997).

Tendao extensor digital lateral

Ramo extensor do ligamento suspensorio

Tendao extensor longo da

! falange
/ g

Tendao flexor digital superficial \ i

Tendao flexor digital profundo

Nervo digital palmar

Figura 2 — Representagdo esquemdtica de: A. Tendbes flexores; B. Tenddes
extensores; C. Suprimento nervoso (adaptado de MOORE & ALLEN, 1995)

b) A capsula da articulagao interfalangeana distal une-se ao tendao extensor
digital comum, aos ligamentos colaterais da articulagéo interfalangeana distal, ao
ligamento impar do sesamdide distal e ao ligamento terminal. Existem duas bolsas
sinoviais principais na capsula articular, a bolsa dorsal e a palmar. A bolsa palmar é
dividida em bolsa proximal e distal (KAINER, 1989).

c) Duas estruturas cartilaginosas, localizadas no aspecto palmar dos ligamentos
colaterais, compostas por cartilagem hialina estdo presentes. A medida que o animal
envelhece, essas cartilagens se transformam, predominantemente, em fibrocartilagem.
O coxim digital € uma grande estrutura de tecido mole localizada entre a base das



cartilagens, composto por tecidos fibroelastico, adiposo e pequena porcentagem de
fibrocartilagem. Dentro do coxim digital também se localiza um plexo venoso (KAINER,
1989). Conforme ocorrem as flutuagdes no apoio do peso sobre o digito, tanto ao passo
quanto ao trote ou galope, o coxim digital € comprimido forcando o retorno do sangue
do plexo venoso do digito para o coracdo. Esta compressao do coxim digital parece
atuar como um amortecedor para o casco (PELOSO et al., 1996).

d) Inervagdo derivada principalmente dos nervos digitais palmares medial e
lateral (Fig. 2). Um ramo dorsal e, em aproximadamente 30% dos equinos, um ramo
intermedidrio, suprem a inervagcdo sensorial e vasomotora do aspecto dorsal da
articulagao interfalangeana distal e do cério peridplico e laminar (KAINER, 1989). O
nervo digital palmar continua distalmente para suprir o coério laminar e solar (SACK,
1975; SCOTT et al., 1976; KAINER, 1989; BOWKER at al., 1993; MOLYNEUX et al.,
1994; CRIPP & EUSTACE, 1999; HOFFMANN et al., 1999; ROSENSTEIN et al., 2000).

e) Suprimento arterial do membro toracico derivado principalmente das artérias
digitais palmares medial e lateral (Fig. 3 e 4). O primeiro ramo da artéria digital na
articulacao interfalangeana distal, é a artéria bulbar que supre o coxim digital e de onde
deriva o ramo axial que supre a lamina da sola e a barra da sola (KAINER, 1989). A
artéria coronaria € outro ramo da artéria digital palmar e supre o cério coronario e
peridplico. A artéria dorsal da falange média, outro ramo da artéria digital palmar, forma
a artéria coronaria circular com o vaso contralateral. A artéria corondria e a artéria
corondria circular suprem a pele, a insercdo do tendao extensor, a articulacdo
interfalangeana distal e o corio coronario. O arco colateral, na altura da falange média,
é formado pela artéria palmar da falange média, um ramo da artéria digital palmar. Este
ramo supre o 0sso sesamoide distal, a articulacdo interfalangeana distal, o coxim digital
e o cério cuneato. Da artéria digital palmar deriva a artéria dorsal da falange distal, na
falange distal, que supre o coxim digital e de onde derivam os ramos da artéria
circunflexa e o arco terminal. Essas estruturas suprem o osso sesamoide distal, o cério
laminar, solar e cuneato (Fig.3). O sentido do fluxo sanguineo dentro da lamina é distal
para proximal (KAINER, 1989).

As anastomoses arteriovenosas ocorrem na derme do bordo coronario, em

estruturas neurovasculares dentro da lamina dérmica e na entrada e ao longo do



comprimento da lamina dérmica (POLLITT & MOLYNEUX, 1990; MOLYNEUX et al.,
1994). A densidade de anastomoses arteriovenosas dentro da |lamina é em torno de
500 anastomoses/cm? (POLLITT & MOLYNEUX, 1990). Existem varias hipdteses para a
funcdo dessas anastomoses: uma delas seria a da termorregulacdo, onde durante
periodos longos de exposicdo ao frio (por exemplo, ficar em pé na neve), as
anastomoses abrem-se para permitir 0 aquecimento do casco por aumento do fluxo
sangulineo. Outra hipotese seria que as flutuagdes de pressao (por exemplo, a pressao
aumentada no casco devido ao galope ou salto) causariam a abertura das anastomoses
para redistribuir 0 aumento na pressao, agindo como uma valvula de segurancga para a
vasculatura (POLLITT & MOLYNEUX, 1990).

Artéria
digital
palmar

Artéria . . )
circunflexa Microcirculagéo

Arco
terminal

Figura 3 — Representacdo esquematica do suprimento sanguineo do casco equino.
(adaptado de MOORE & ALLEN, 1995)

f) As estruturas mais internas do casco e 0 0sso sesamoide distal sdo drenados
pelas veias paralelas axial e abaxial dentro do canal solar da falange distal (KAINER,
1989). As veias paralelas unem-se para formar as veias terminais, que por sua vez sao
unidas pelos ramos venosos internos do plexo venoso, formando a veia digital palmar.

Uma anastomose entre as veias digitais palmares, localizada na superficie da falange



média, drena o sangue do osso sesamoide distal e do coxim digital. A maioria das veias
do digito ndo possui valvulas e a direcdo de seus fluxos é dependente das forgas de
apoio do peso (KAINER, 1989). E provavel que devido a conformacdo anatdmica do
membro toracico e a forga requerida para o retorno venoso ao coragao, as veias digitais
possuam a camada muscular diferenciada, quando comparadas com veias de outros
tecidos e de outras espécies (ALLEN et al., 1988a).

A capacidade de locomocao do equino depende da integridade das laminas
interdigitais primdrias e secundarias, que unem estruturalmente a muralha do casco, a
falange distal e a sola do casco em uma unidade singular (HOOD, 1999b). A estrutura
do casco é composta pelo extrato médio constituido por epitélio escamoso avascular
altamente queratinizado. Esta camada combina-se com o extrato interno composto
pelas laminas epidérmicas primarias e secundarias. Existem, aproximadamente, 600
laminas priméarias formando sulcos longitudinais por meio de interdigitagbes com a
lamina vascular do corio laminar. O cério laminar se une com a subcutis e o peridsteo
da falange distal (KAINER, 1989).

A microcirculagao da regido laminar é composta por artérias e veias parietais de
maior calibre e suas respectivas vias de ligacdo. Essas vias sdao compostas pelas
artérias axiais que se originam das artérias parietais e correm em direcao aos apices
das laminas dérmicas primarias. Adicionalmente, para suprir as arteriolas interligadas,
capilares e anastomoses arteriovenosas, as artérias axiais se conectam umas as
outras, préximo aos apices das laminas dérmicas primarias para formar uma alca
arterial periférica. A porcdo venosa da microcirculagdo é composta de pequenas veias
de ligacdo, veias marginais nos apices das laminas primarias dérmicas e veias
coletoras na base das laminas primérias dérmicas. As anastomoses arteriovenosas sao
de particular interesse sendo mais numerosas e de maior calibre proximas ao apice das
laminas do que em qualquer outra regido laminar (Fig. 4) (POLLITT & MOLYNEUX,
1990).



Lamina
dérmica
primaria
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epdérmica e Z.
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Figura 4 — Representagdo esquematica de um corte longitudinal, mostrando a muralha
do casco, tecido laminar, falange distal, a area onde as laminas dérmicas e
epidérmicas se interdigitam e a microcirculagdo na regido laminar do casco
equino (adaptado de MOORE & ALLEN, 1995).

1.2.2. Dinamica da Circulacao Digital

Um equino saudavel apodia, aproximadamente, 28% de seu peso em cada
membro toracico e 22% em cada membro pélvico (HOOD et al., 1997). Em um animal
em posicao quadrupedal, o fluxo sanglineo digital € relativamente estavel, e pequenas
alteragdo no peso, quando o equino troca o apoio, diminuem ou aumentam o fluxo, sem
maiores implicacdes (HUNT et al., 1994).

Cinco forgas principais séo exercidas sobre o digito quando o animal encontra-se
em posicao quadrupedal sendo predominantes, em ordem de importancia: (1) pressao
compressiva devido a massa corporal do animal; (2) for¢a de tensao do estiramento do
tendao flexor digital profundo; (3) forca de tensdo do estiramento da Iamina interdigital
da muralha do casco (interface laminar); (4) forca de tensdo do estiramento do tendao

extensor digital e (5) forca compressiva da sola no chao (HOOD, 1999a).
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A pressao venosa digital aumenta de acordo com o aumento da pressao aplicada
sobre o digito e diminui com a diminuigdo dessa pressao agindo, possivelmente, como
amortecedor (RATZLAFF et al., 1985). O coxim digital também parece agir como
amortecedor durante a locomogao diminuindo essa pressdao (BOWKER et al., 1998).
Além disso, as forcas aplicadas nas interdigitagdes das laminas dérmicas e epidérmicas
sdo substanciais e a ruptura ou interferéncia na fixacao desses tecidos podem levar a
faléncia ou colapso da falange distal dentro da capsula do casco.

As veias digitais que drenam o casco possuem uma caracteristica unica, ou seja,
a parede com musculatura altamente desenvolvida e relativamente sem elasticidade.
Estdo localizadas em um compartimento ndo complacente, resultando em uma
circulagcdo de baixa complacéncia (ALLEN et al., 1988a). As artérias e veias digitais do
equino sao altamente sensiveis a substancias vasoconstritoras, mais notadamente
noradrenalina e endotelina (BAXTER et al., 1989a).

Acima de tudo, os efeitos de baixa complacéncia e alta sensibilidade as
substancias vasoconstritoras predispéem o casco eqlino a pressoes venosas elevadas
aumentando, dessa maneira, a pressao hidrostatica e conseqlentemente a
probabilidade de formagdo de edema laminar.

Em tecidos normais, os trés principais fatores de seguranca que contra-atacam a
formagédo do edema sdo: a permeabilidade capilar, a resisténcia pré e pos-capilar e a
drenagem linfatica.

A impermeabilidade do endotélio capilar serve como barreira para a transudacao
de liquido e proteinas, resultando em gradiente mais alto entre a pressado oncética
capilar e a pressdo oncética tecidual, favorecendo o movimento do liquido para o
[imem capilar. Porém, o leito capilar do casco equino retém somente 67% das
macromoléculas dentro da circulagdo, sendo mais permeavel que a vasculatura da pata
do céo e do rato (ALLEN et al., 1990). Porém, o leito capilar digital equino, avaliado por
meio de bomba de perfusdo digital extracorpérea para medir as forcas de Starling
dentro do casco, mostrou-se altamente permedavel ao liquido e a macromoléculas
(Fig.5) (ALLEN et al., 1988a). Isso resulta em concentragdo maior de proteina
intersticial, e consequentemente, um aumento da pressdao oncética tecidual,

favorecendo a formacgéao do edema.
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A resisténcia pré-capilar alta associada a resisténcia pds-capilar baixa (92% e
8%, respectivamente) reduz a pressdo capilar e, conseqlentemente, a pressao
hidrostatica para a filtragcao transcapilar. A proporcao na resisténcia pré e pds-capilar
em um equino saudavel € comparavel a de qualquer outro leito capilar de tecidos de
outras espécies (ALLEN et al., 1988b).

O terceiro fator de seguranca para o edema é representado pela drenagem
linfatica. O numero e didmetro reduzidos dos vasos linfaticos do casco tornam
improvavel que a circulagdo linfatica possa funcionar eficientemente contra o edema,
quando as forgas hidrostaticas no capilar favorecerem a sua formacao (ALLEN et al.,
1990).

Coeficiente de filtragd0=0,002 mmHg  Capilar
Pressao hidrostatica Pressao coloidal
capilar=37 mmHg plasmatica=20 mmHg
Pressao hidrostatica Pressao coloidal
intersticial=25 mmHg intersticial=11 mmHg

Intersticio

Figura 5 - Diagrama representando as medidas das forcas de Starling da circulacao
digital de equinos saudaveis usando bomba de perfusdo em preparagcao
digital extra-corpérea (adaptado de ALLEN et al., 1990).
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1.2.3. Laminite

1.2.3.a. Introducao

Varios estudos vém sendo realizados para melhorar a habilidade dos clinicos em
identificar eqlinos com alto risco para o desenvolvimento de laminite. DORN et al.
(1975) observaram, em estudos com equinos acometidos por laminite, que a ocorréncia
da doenca foi maior em garanhdes do que em machos castrados, indicando que fatores
hormonais podem ser importantes na patogénese da doenca. Ainda nesse mesmo
estudo, houve uma associacdo sazonal com o desenvolvimento da laminite na
populacao avaliada. ALFORD et al. (2001) observaram maior susceptibilidade de éguas
para o desenvolvimento de laminite aguda do que machos castrados ou garanhdes.
Eles também notaram risco maior para o desenvolvimento de laminite aguda em
eqlinos com idade entre cinco e seis anos e entre 13 e 31 anos. Entretanto, outros
pesquisadores nao encontraram correlacdo entre sexo e sazonalidade para a
ocorréncia de laminite aguda (SLATER et al., 1995; POLZER & SLATER, 1997).

Na maioria das vezes, a laminite esta associada a outras doencas tais como
célica, particularmente aquelas decorrentes de obstrucoes estrangulantes e doencas
gastrintestinais inflamatérias; sobrecarga de graos; retencdo de placenta com
subseqliente metrite; pleuropneumonia e outras doencas associadas a endotoxemia
(HUNT et al., 1986; COHEN et al., 1994). Um estudo conduzido nos EUA envolvendo
sete clinicas particulares e um hospital veterinario universitario demostrou que as
doencas do trato gastrintestinal foram a causa primaria mais comum em 54% dos
equinos que desenvolveram laminite aguda (POLZER & SLATER, 1997).

A laminite € uma doenga que pode afetar os quatro membros dos equinos,
entretanto os membros toracicos sdo mais comumente afetados, uma vez que dao
apoio a aproximadamente 60% da massa corporal desses animais (HOOD, 1999a).
Pode também ocorrer no membro contralateral de animais que tém claudicagéo severa
causada por lesbes que impossibilitam o apoio do peso no membro acometido
(PELOSO et al., 1996).
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1.2.3.b. Fisiopatogenia da laminite
Existem trés teorias principais a respeito dos mecanismos responsaveis pelo

desenvolvimento da laminite: a vascular, a traumatica e a metabdlica (HOOD, 1999c).

1.2.3.b.a. Teoria Vascular

Essa teoria postula que a alteracdo da perfusao digital seja o fator iniciador da
cascata de eventos que leva a disfuncdo metabdlica e faléncia estrutural da lamina do
casco (HOOD et al., 1993). Apesar da fisiopatologia da laminite ndo ser compreendida
em sua totalidade, os mecanismos vasculares iniciais sdo caracterizados por
hipoperfusdo devido a vasoconstricdo, formacdo de edema vascular, abertura de
anastomoses arteriovenosas permitindo que o sangue atravesse os tecidos laminares,
causando isquemia tecidual, necrose da lamina interdigital e, por ultimo, faléncia
mecanica com rotacdo ou afundamento da falange distal em direcdo a sola (GARNER
et al., 1975a; ROBINSON et al., 1976; HOOD et al., 1978; ALLEN et al., 1990).

A venoconstricdo é considerada o fator iniciador causando diminuicdo da
perfusdo laminar (MOORE et al., 1989). A vasoconstrigao resulta em aumento da
resisténcia vascular e da pressdo hidrostatica capilar que, por sua vez, forca o
extravasamento vascular nos capilares em direcdo ao intesticio aumentando, dessa
maneira, a pressao laminar intersticial. Quando a presséo tecidual aumenta acima da
pressao critica de fechamento do capilar, ocorre o colapso dos capilares favorecendo a
isquemia tecidual. A pressdo aumentada em um espago confinado anatomicamente
pode afetar o fluxo sangliineo desses tecidos, podendo levar a isquemia, condi¢ao
conhecida como “sindrome compartimental”.

ALLEN et al. (1990) levantaram a hip6tese de que os eqlinos desenvolvem a
sindrome compartimental no casco durante os estagios prodromicos da laminite,
levando a isquemia laminar. Essa redugéo do fluxo sanglineo seria devido a abertura
das anastomoses arteriovenosas na altura da banda coronaria (ALLEN et al., 1990;
MOORE et al.,, 1989; HUNT, 1991). A lamina digital entra em processo de necrose
depois de isquemia prolongada, causando separacao das interdigitacdes das laminas
dérmica e epidérmica, rotacao e deslocamento distal da falange distal (BAXTER, 1986).
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A sindrome de Raynaud, de ocorréncia em humanos, apresenta muitas
similaridades com a laminite equina, tais como: isquemia precoce devido a diminuigao
da perfusao microcirculatéria digital seguida por reperfusao, dor intensa e aumento da
pulsacéo digital. Tem sido proposto que a sindrome de Raynaud e a laminite sejam a
mesma doenca, mas em espécies diferentes (HOOD et al., 1990; ZAMORA et al., 1990;
KATWA et al., 1999). A doenca de Raynaud é definida como cianose bilateral proximal
idiopatica dos digitos devido a contracdo arterial e arteriolar. Muitas vezes, este
processo € precipitado pelo frio e resulta em palidez e adormecimento ou dor nos
digitos (WILLIAMS & WILKINS, 1995).

Em pacientes com doenca de Raynaud, a expressao génica e as concentracoes
plasmaticas de endotelina—1 (ET-1) na vasculatura cutanea estdo aumentadas (DOWD
et al., 1990; HOOD et al., 1990; ZAMORA et al., 1990; KATWA et al., 1999). Hipotetiza-
se que o vasoespasmo associado com a doenga seja devido a disfungao endotelial por
producdo excessiva de ET-1 e diminuicdo da produgdo de 6éxido nitrico (NO)
(CIMMINIELO et al., 1991).

A hipétese vascular tem focado as alteragcbes hemodinamicas digitais, entretanto
o mediador ou mediadores responsaveis por essas alteracdées vasculares ainda nao foi
estabelecido. KATWA et al. (1999) demonstraram que a concentracdo de ET-1, um
vasoconstritor potente derivado do endotélio, no tecido conectivo laminar obtido de
equinos com laminite aguda experimental e de eqlinos com laminite clinica, estava
aumentada em relagdo ao grupo controle.

Estudos examinando a resposta in vitro a ET-1 demonstraram que a contracao
das veias digitais palmares equinas foi trés vezes maior do que nas artérias (BAXTER
et al., 1989a; VENUGOPAL et al., 2001; STOKES et al., 2002a; STOKES et al., 2002b).
Pesquisas anteriores demonstraram que a administracdo de doadores de NO melhora a
perfusdo digital e reduz a pulsacao digital associada com a laminite aguda, em pbéneis
(HINCLEY et al., 1996a; HINCLEY et al., 1996b). O NO é um vasodilatador derivado do
endotélio que desempenha papel importante na regulagdo da liberagdo de ET-1
(RUBANYI & POLOKOFF, 1994). Baseado nesses estudos € possivel concluir que um

desbalancgo das substancias enddgenas derivadas do endotélio, tais como ET-1 e NO,
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pode desempenhar papel chave nas alteracdes vasculares que ocorrem durante o

desenvolvimento da laminite em equinos.

1.2.3.b.b. Teoria Traumatica

A teoria traumatica ou mecénica esta fundamentada nas causas de laminite que
resultam de trauma direto no casco € ndo numa doenga primaria sistémica, levando ao
desenvolvimento da laminite (HOOD, 1999c). Exemplos comuns de laminite causada
traumaticamente sédo: laminite de enduro, laminite secundaria no membro adjacente a
claudicagao unilateral (laminite de apoio), e desenvolvimento de laminite ap6s longas
viagens em trailers (PELOSO et al., 1996; HOOD, 1999c).

O mecanismo exato que leva a faléncia estrutural da lamina é desconhecido, no
entanto muitas hipéteses tém sido levantadas. A forca excessiva aplicada sobre as
interdigitacoes das laminas dérmica e epidérmica pode iniciar uma resposta inflamatoria
com vasoespasmo, aumentando, com isso, a pressao capilar hidrostatica e levando a
formacédo de edema, o que resulta em uma situagao similar a sindrome compartimental,
muito parecida com aquela que ocorre na teoria vascular.

Outra hipotese € a de que a aplicagdo de forca excessiva resulta em
enfraquecimento das interdigitac6es das laminas dérmica e epidérmica, resultando em
resposta inflamatéria e/ou vasoespasmo levando a injaria isquémica das interdigitagdes
laminares (HOOD, 1999c).

1.2.3.b.c. Teoria Enzimatica

A teoria enzimatica postula que o evento fundamental causador da faléncia das
interdigitacdes laminares € a chegada de toxinas através do sangue até a lamina
epidérmica, resultando em enfraquecimento e perda da fixagdo celular (POLLITT,
1999). Segundo essa teoria, a perda dessas fixagdes celulares € o evento precursor
para as alteracdes vasculares e inflamatérias descritas na teoria vascular.

POLLITT & DAVIES (1998) afirmam que a hiperperfusdo do casco é responsavel
pela chegada dessas toxinas nos tecidos, ao invés da hipoperfusao demonstrada pelos
proponentes da teoria vascular. Eles defendem que os alvos das toxinas transportadas
pelo sangue sdao os mediadores da remodelacdo enzimatica que fazem parte de
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processos normais no movimento continuo de proliferacdo da muralha do casco na
falange distal.

A laminina e o colageno dos tipos IV e VII sdo componentes da membrana
laminar basal e acredita-se que as MMP-2 e MMP-9 dissolvam essas substancias. Sob
estados fisiol6gicos normais, essa dissolucdo controlada permite o movimento da
lamina epidérmica sobre a lamina dérmica a medida que ocorre o crescimento do casco
(POLLITT & DAVIES, 1998; POLLITT, 1999). A ativagdo excessiva dessas enzimas
levaria a dissolucdo descontrolada dos constituintes da membrana, resultando em
separacgao da lamina epidérmica da lamina dérmica.

Amostras de tecido laminar de equinos, obtidas 48 horas apds a inducédo da
laminite por sobrecarga de CHO, evidenciaram perda da fixagdo da membrana basal
(POLLITT, 1999, SAMPAIO, 2003). Em equiinos com laminite aguda clinica ou laminite
crénica, a zimografia dos tecidos conectivos laminares detectou aumento da ativagéo
de MMP extracelular comparado com equinos sadios (JOHNSON et al., 1998). Acredita-
se que ativagdo das enzimas MMP seja induzida por exotoxinas de espécies
bacterianas de Streptococcus, especialmente Streptococcus bovis, uma bactéria Gram-
positiva que faz parte da microflora cecal normal (GARNER et al., 1978; POLLITT,
1999; MUNGALL et al., 2001).

Utilizando o modelo de sobrecarga por CHO, foram identificadas alteragdes na
populagcado bacteriana cecal devido a fermentacdao do CHO, resultando em produgao
excessiva de lactato, declinio rdpido no pH intracecal e morte de bactérias cecais,
incluindo espécies de Streptococcus (GARNER et al., 1977; GARNER et al., 1978).
Baseado nessa teoria e sustentado nos resultados, a prevengdo da laminite poderia
visar a supressao da ativacao das enzimas responsaveis pela dissolugdo da membrana
basal. Ja foi postulado que o desenvolvimento da laminite aguda, na maioria dos casos,
ocorre secundariamente a outras doengas primarias, portanto, 0s mecanismos
envolvidos na fisiopatologia da laminite sdo provavelmente muito numerosos,

complexos e inter-relacionados.
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1.2.3.b.d. Teoria Endécrina

A teoria endécrina baseia-se na associagao da laminite com vérios disturbios do
sistema enddcrino do eqiino, sendo que para esses casos de laminite tem-se utilizado
o termo laminite endocrinopética (JOHNSON, 2004). Os disturbios endocrinolégico que
provavelmente podem predispor a laminite sdo aqueles associados com o0 excesso de
glicocorticéides (GC) (JOHNSON et al., 2002) e com resisténcia a insulina (JOHNSON,
2002). Visto que os glicocorticdides causam a resisténcia a insulina e que a resisténcia
a insulina crénica pode, eventualmente predispor a glandula pituitaria de equinos a
doenca de Cushing, pode-se considerar que essas duas categorias possam estar
relacionadas.

O risco da ocorréncia da laminite representa uma dos mais importantes
complicacbes quando do uso de glicocorticoides sintéticos em equinos. No entanto,
apesar das varias tentativas em se induzir laminite experimental, parece que o
desenvolvimento dessa afeccao apos a administracao de GC é imprevisivel.

Parece que a agdo do excesso de GC apés meses de utilizacdo leva a
alteracbes estruturais que enfraquecem a juncédo do tecido laminar com o casco,
predispondo dessa maneira, a laminite por alguma outra razao ja conhecida (JOHNSON
et al., 2002). Em cavalos que ja apresentam uma fraqueza da interdigitacao laminar, o
tratamento com GC pode precipitar a ocorréncia da laminite em um espago de tempo
relativamente curto, dando a impressdo que a laminite ocorreu devido ao tratamento
recente. Os GC exercem numerosas agoes que poderiam contribuir potencial e
teoricamente para a patogénese da laminite, incluindo seus efeitos sobre os vasos
sangulineos, o tegumento, o trato gastrintestinal, sua acao sobre a insulina e sobre a
composicao da gordura corpérea.

Dessa maneira, os GC afetam a perfusao tecidual por meio de agéo direta sobre
a musculature lisa vascular e indiretamente por causar resisténcia a insulina. Tanto a
betametasona quanto a hidrocortisona sao capazes de potencializar as acoes
vasoconstrtoras das catecolaminas adrenalina, noradrenalina e serotonina em vasos
digitais calibrosos. No entanto, se esse efeito € suficiente para explicar o
desenvolvimento da laminite em face do excesso de GC é atualmente desconhecido
(EYRE et al., 1979). JOHNSON et al. (2003) sugeriram que o tratamento com
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dexametasona afeta as células da musculatura lisa vascular de forma a aumentar a
contratilidade, contribuindo potencialmente para a redugéo do fluxo sanguineo.

Da mesma maneira que os GC causam atrofia na pele, a laminite pode ser
resultante da fraqueza laminar induzida pelos GC devido ao catabolismo protéico
aumentado. A fixagcdo entre o tecido laminar e o casco é altamente dindmica sendo
constantemente remodelada para atender a necessidade de crescimento do tecido.
Mecanismos fisiolégicos reparadores, incluindo o crescimento de fibroblastos e a
biossintese de colageno, sao inibidos pelos GC e podem predispor a laminite (MCCOY
et al.,1980; BITAR, 2000).

Tanto a administracdo de dexametasona quanto o aumento da liberagdo de GC
endégeno em momentos de estresse aumentam a permeabilidade da mucosa
gastrointestinal de animais de laboratério (DAVIES et al., 1994; KIZILTAS et al., 1998;
MEDDINGS & SWAIN, 2000; SODERHOLM & PERDUE, 2001). O estresse associado
ao aumento da permeabilidade mucosa gastrointestinal em humanos facilita a absor¢ao
de antigenos, toxinas e outras moléculas pro-inflamatérias pelo [Umen intestinal
(SODERHOLM & PERDUE, 2001). Em equinos, a laminite, muitas vezes, ocorre
secundaria a doencas do trato gastrintestinal, sugerindo que fatores toxicos de origem
intestinal podem desempenhar papel importante na patogénse dessa afeccao (POLLITT
& DAVIES, 1998).

Niveis altos de GC também podem interferer com a acao da insulina, levando a
intolerancia a insulina, um componente clinico comum a cavalos afetados pelo excesso
de GC (Schott, 2002; Seckl et al., 2004). A intolerancia a insulina cronica, caracterizada
por hiperglicemia e hiperinsulinemia, sujeita células que ndo sao dependentes de
insulina a niveis de glicose relativamente altos (HSUEH & LAW, 1998). Este efeito
toxico da glicose € especialmente impotante para as células endoteliais, levando a um
quadro denominado endoteliopatia glucotoxica; caracterizada pelo aumento da
producdo de endotelina-1 e reducao da liberacdo de NO pelas células endoteliais
(COSENTINO & LUSHER, 1998). Dessa maneira, a produgéao de fatores constrictores
pelo musculatura lisa vascular seria outro potencial fator que poderia predispor as

alteragdes na perfusdo e o risco da laminite.
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Os GC estimulam ainda, a diferenciacdo dos pré-adip6citos em adipdcitos
maduros. A sindrome de Cushing é caracterizada pelo aumento tanto da obesidade
intra-abdominal quanto da gordura subcutdanea (SCHOTT, 2002). As populacbes de
adipécitos intra-abdominais aumentadas produzem hormaonios tais como a resistina e a
leptina, em uma quantidade maior que os adipdcitos localizados no subcuténeo,
contribuindo para a resisténcia a insulina (CHALDAKOV et al., 2003). Dessa forma, GC
age tanto direta como indiretamente, aumentando o acumulo dos adipdcitos
abdominais, promovendo resisténcia a insulina.

A gordura nao é, como se acreditava anteriormente, simplesmente um repositor
benigno de energia armazenada. Os adipdcitos representam uma importante fonte de
um numero diverso de horménios que desempenham papel importante na regulacdo da
massa corporal e da composicao do corpo (CHALDAKQV et al., 2003). Além do mais, €
claro que populagbes heterogéneas de adipdcitos produzem niveis diferenciados de
varios adipocinas. Popr exemplo, em humanos os adipécitos intrabdominais sao
endocrinologicamente mais ativos que os subcutdneos e por isso, estdo associados
com um risco maior para a doencga cardiovascular (BUJALASKA et al., 1997). Existem
diferencas entre as diferentes racas de cavalo com respeito a facilidade com a qual um
estado obeso pode ser alcangado e mantido. Por exemplo, comparado com ragas de
cavalo, ragcas de poénei sdo tanto mais resistentes a insulina como relativamente mais
suscetiveis a laminite (FIELD & JEFFCOTT, 1989; MESSER et al., 2001).0 crescimento
dos adipdcitos e conseguido pela producdo de quantidades excessivas de sinais
endécrinos, incluindo leptina, resistina, adiponectina, fatores liberadores de
mineralocorticéide e citocinas pro-inflamatérias (CORRY & TUCK, 2001; CHALDAKOV
et al., 2003; EHRHART-BORNSTEIN et al., 2003).

Acredita-se que condigbes associadas com o excesso de GC endbgeno ou
exdgeno e a resisténcia a insulina levam a alteragbes no tecido conectivo da zona
juncional entre o casco e o tecido laminar visto como um efeito de enfraquecimento da
interface de fixacdo. Com o tempo, essas alteragdes resultam em alongamento das
laminas dérmicas primarias e secundarias, ndo necessariamente associado com dor,
inflamacado ou claudicacao per se (JOHNSON, 2002). As caracteristicas do casco

afetado incluem alargamento progressivo das linhas de crescimento, divergéncia palmar
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dessas linhas e alargamento da regidao da linha branca. O exame radiografico do casco
afetado revela alteracbes similares aquelas vistas em casos de laminite classica,
incluindo rotacao da terceira falange e osteite podal (JOHNSON, 2004).

Dessa maneira, circunstancias associadas tanto com excesso de GC e/ou
resisténcia a insulina poderiam aumentar o risco para o desenvolvimento da laminite em
cavalos adultos. Entretanto, existe muita controvérsia se esses fatores poderiam
mesmo levar ao desencadeamento da laminite. Se forem causadores dessa afeccao, a
patogénese da doenga neses casos seria, provavelmente diferente daquela associada
com doencgas do trato gastrintestinal e endotoxemia. O entanto, doencas severas
associadas com endotoxemia também sdo caracterizadas por hipercorticolismo,
ativagdo neuroenddcrina e resisténcia a insulina. E interessante notar que, juntamente
ao fato que GC causa resisténcia a insulina, a condicdo de resisténcia a insulina
também aumenta a sensibilidade tecidual a acdo dos GC. Sugere-se que alteracdes
estruturais no casco equino semelhantes as da laminite podem ocorrer devido a acao
de GC ou resisténcia a insulina. Apesar dessas alteragdes ndao serem dolorosas e nao
estarem associadas com inflamacao, elas poderiam predispor os cavalos afetados ao
desenvolvimento de laminite por outras razdes (JOHNSON, 2004).

1.2.3.c. Sinais Clinicos e Estagios da Laminite

Alguns sinais clinicos caracteristicos da laminite sdo: temperatura elevada da
superficie dorsal da muralha do casco, aumento da pulsagcdo da artéria digital,
sensibilidade aumentada aos testes de pincamento do casco, edema do borda
corondria e deslocamento do peso para os membros pélvicos (nos casos de laminite
nos membros toracicos). Os sinais mais severos sdo: descolamento da sola ou
palpacdo de depressdo localizada na borda coronaria, ambos indicando rotagcdo ou
afundamento da falange distal dentro da muralha do casco (RIEGEL & HAKOLA, 1997;
HOOD, 1999c).

Com o intuito de melhorar a definicao da severidade dos sinais clinicos exibidos
pelos equinos acometidos pela laminite, um sistema de escores foi estabelecido por
OBEL em 1948 (Tab.1).
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Tabela 1 — Classificacao da claudicacao conforme OBEL (1948)

ESCORE Sintomas

Grau 1 0 equino levanta os membros toracicos incessantemente, alternando o
apoio no solo em intervalos de poucos segundos. A claudicagao é pouco
pronunciada e o animal retira rapidamente o0 membro do solo.

Grau 2 0 eqliino movimenta-se voluntariamente ao passo, encurtando ainda mais
a fase de apoio ao solo. Ainda é possivel erguer-se um dos membros
toracicos do animal sem muita dificuldade.

Grau 3 0 equino reluta em locomover-se e reage, nao permitindo qualquer
tentativa de erguer um de seus membros toracicos.

Grau 4 0 equino somente inicia a locomogao se for for¢cado, e ao fazé-lo, projeta
simultdneamente os dois membros toracicos para cima e para frente.
Acima desse grau, dificilmente o animal conseguira manter-se em posicao

quadrupedal passando a maior parte do tempo em decubito.

A laminite pode ser classificada quanto a sua progressdo em quatro estagios:
prodrémico, agudo, subagudo e crénico (Fig. 6). O estagio prodrémico engloba o
periodo entre o insulto inicial e o aparecimento dos primeiros sinais de claudicacao
aguda associados com a laminite (HOOD et al., 1993). A duragao real desta fase
depende do fator desencadeador que leva ao desenvolvimento da doenca. A
experiéncia clinica com a sobrecarga de CHO como o fator desencadeador da doenca
indica que esse estagio pode durar em média 40 horas, podendo variar entre 20 e 60
horas. Durante este periodo os mecanismos que levam ao inicio da claudicagao
tornam-se operativos sendo, por isso, de fundamental importancia. Dessa maneira,
muitos estudos envolvendo os mecanismos da fisiopatologia e as terapéuticas para a
prevencao desta doenga serdo mais eficientes se focados neste estagio. Infelizmente, o
estagio prodromico é relativamente assintomatico e por isso, em muitos pacientes, 0os
sinais s6 serdo notados quando estes ja estiverem no estagio agudo da doenca.

O estagio agudo inicia-se no momento em que se observam 0s primeiros sinais
de claudicacao extendendo-se, em média, até 72 horas apds o aparecimento desses

sinais ou até que se evidencie o colapso mecanico da falange distal dentro da capsula



22

do casco, com afundamento ou rotagdo da falange distal (HOOD, 1993). Nesse estagio
os objetivos terapéuticos visam limitar a severidade da afecgédo de forma que o paciente
tenha maiores chances de entrar para a fase subaguda, onde o equino exibe sinais
clinicos por mais de 72 horas sem faléncia estrutural do casco. Este estagio pode durar
entre oito e 12 semanas e os procedimentos terapéuticos visam proteger o casco para
impedir a instalacdo da laminite crénica. Se em algum momento o equino desenvolver
faléncia estrutural do casco, rotagdo ou afundamento da falange distal ficara
caracterizado a fase crénica. As fases aguda e cronica estdo altamente associadas com
0 prognostico, uma vez que os equlinos com laminite crénica serdo, provavelmente,
afetados pela doencga pelo resto de suas vidas (HOOD, 1999a).

Na forma crénica da laminite, instala-se a necrose isquémica com o afundamento
e a rotacdo da falange distal, alterando sua relacdo de paralelismo com a muralha do
casco. Os fenbmenos morbidos determinam o comprometimento dos vasos da coroa do
casco, levando as deformidades que se caracterizam por convexidade da sola,
crescimento dos taldées, concavidade da face cranial da muralha e formagédo de anéis
transversais devido as deformacdes no sistema de tubulos do casco e alteragdes no
metabolismo da ceratogénese (HOOD, 1999b). A cronificacdo da laminite promove
reducdo da resposta dolorosa em virtude do abrandamento dos processos congestivos
e exsudativos, responsaveis em parte, pelo deslocamento da falange distal.
Concomitantemente, ocorre reducdo dos sinais excitatorios. Se a rotacao da falange
persistir, ela pode comprimir o cério da sola, perfurd-lo e exteriorizar-se, podendo

transformar o processo asséptico em séptico.
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Figura 6 — Esquema ilustrativo da duracao e objetivos terapéuticos nos quatro estagios
da laminite: prodrémico, agudo, subagudo e crénico (adaptado de HOOD,
1999a).

MOORE & ALLEN (1995), na tentativa de estimar os estagios de deterioracao
progressiva do casco equino durante a laminite, publicaram ilustracbes procurando
associar as mudangas internas no casco com os sinais clinicos exibidos pelo equino.
Essas divisbes foram feitas baseadas nos graus de claudicacdo descritos por OBEL
(1948). Devido a complexidade do problema clinico da laminite, esses autores
apresentaram, didaticamente, os estagios de forma isolada e distinta. No entanto sabe-
se que esses estagios podem se sobrepor. Apesar de ter sido empregado o termo
estagio, isso ndo significa que a enfermidade progrida através de cada um para

finalmente atingir o Ultimo estégio.

a) Anatomia normal

Sob condigdes clinicas normais, a perfusao da regiao laminar e o alinhamento da
coluna éssea sdo normais e 0 equino apdia 60% de seu peso corporal nos membros
toracicos (Fig. 7).
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b) Laminite em estagio inicial (prodrémico)

Nesse estagio o animal ainda ndo apresenta sinais clinicos, no entanto o fluxo
sanglineo microvascular ja pode estar alterado. Em alguns casos, acredita-se que o
equilibrio dindmico nos tecidos moles ao redor da falange distal possa ser interrompido
sem que haja evidéncias clinicas da doenca. A radiografia lateral do casco nao

apresenta alteracoes aparentes. (Fig. 8).

¢) Laminite leve (grau 1 de OBEL; aguda)

Esse estagio é caracterizado pela troca incessante do apoio de um membro para
o outro. Esse comportamento presumivelmente reflete o inicio do processo algico nos
membros e o animal tenta achar uma posi¢ao confortavel para minimizar o desconforto

causado pelo apoio do peso corpéreo (Fig. 9).

d) Laminite moderada (graus 2 € 3 de OBEL)

O equino passa a se apoiar nos membros pélvicos na tentativa de diminuir a
pressdao sobre os membros doloridos. O éangulo da coluna éssea formada pelas
falanges proximal, média e distal e o sesaméide distal também sofre alteragéo e o
animal apresenta padrao de claudicacao tipico de um animal com laminite aguda. Eles
se movem como se estivessem “pisando em ovos”. Nessa fase as altera¢cées no passo
sdo mais evidentes quando o equino é levado a andar em circulo. O animal hesita
quando € estimulado a mover-se. A situacao no interior do casco também ja se alterou
bastante e os tecidos estdo comegando a se tornar edematosos e isquémicos. Acumulo
de sangue pode ocorrer no tecido mole indicando uma separagao precoce da lamina

dérmica e epidérmica (Fig. 10).

e) Rotacao distal da falange distal

Os animais nesse estagio da doenca resistem veementemente a qualquer
tentativa de levantamento de um dos membros toracicos, o que os forca a apoiar o
peso em um Unico membro. Alguns animais se negam a mover-se a Nao ser que sejam
forcados. O padrdo de claudicagéo € o classico “pisando em ovos” da laminite severa.

Em muitos desses animais, a separacdo das laminas dérmicas e epidérmicas é
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bastante pronunciada e o apice da falange distal mostra-se rotacionado em direcao a
sola. Essa alteragédo é bastante evidente na radiografia lateral do casco. Também pode
haver evidéncia de acumulo de gas ou liquido na interface da lamina (Fig. 11). Embora
a rotacdo da falange distal seja mais comum nos casos crénicos, ela pode ocorrer a

partir do segundo dia, em casos mais graves de laminite aguda (THOMASSIAN, 1997).

f) Laminite severa (grau 4 de OBEL)

A progressao na laminite aguda para a forma severa torna-se caracteristica pela
aproximacao da falange distal com a sola, e por vezes, pela perfuragdo desta ultima.
Em muitos casos, 0 eqliino passa a maior parte do tempo deitado e reluta em ficar na
posicao quadrupedal ou andar. Se obrigado a ficar na posicdo quadrupedal, o animal
apdia o maximo do peso corporal nos membros pélvicos. O grau 4 de OBEL representa
o estagio final na perda progressiva da aderéncia do tecido mole entre a falange distal e
a muralha do casco. A rotacdo do aspecto dorsal da falange distal pode exceder 12°

quando comparada com o aspecto dorsal da muralha do casco (Fig. 12).

g) Afundamento distal da falange distal

Em contraste com o achado mais comum da rotacao da falange distal, em casos
raros, a falange distal pode se deslocar distalmente no casco, em direcdo a sola. A
razao para que isso ocorra em alguns equinos e em outros sé haja a rotacao da falange
€ desconhecida, mas néo existe duvida de que essa € uma forma extremamente severa
de laminite. Presumivelmente, a separacdo das laminas dérmicas e epidérmicas ocorre
circunferencialmente ao redor da falange distal, e o peso do animal, transmitido através
da coluna 6ssea, forca a falange distal distalmente. O achado clinico mais comum é
uma depressao palpavel no bordo coronario por onde podera ser drenado sangue ou

transudato (Fig. 13).
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Figura 8 — Representacdo esquematica: A. Apresentacdo postural do equino; B.
Imagem radiografica lateral do casco ainda sem alteracdes; C. Alinhamento
0sseo da porcao distal do apéndice locomotor (adaptado de MOORE &
ALLEN, 1995).

Figura 9 — Representacdo esquematica: A. troca de apoio dos membros; B. Imagem
radiogréfica lateral do casco ainda sem alteracdes; C. Alinhamento 6sseo
da porcao distal do apéndice locomotor (adaptado de MOORE & ALLEN,
1995).
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Figura 10 — Representacao esquematica: A. Apresentacao postural do eqlino com
apoio forcado; B. Imagem radiografica lateral do casco evidenciando o
aumento da densidade dentro das estruturas entre a superficie dorsal da
falange distal e a muralha do casco, indicativo de acumulo de liquido; C.
Alinhamento 6sseo da porcao distal do apéndice locomotor (adaptado de
MOORE & ALLEN, 1995).

A

Figura 11 — Representacao esquematica: A. Apresentacao postural do eqlino com
deslocamento de apoio para os membros pélvicos; B. Imagem radiografica
lateral do casco evidenciando a perda do paralelismo entre a superficie
dorsal da falange distal e a muralha do casco, o que indica a rotacao distal
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da falange dentro da céapsula do casco; C. Alinhamento ésseo da porgcao
distal do apéndice locomotor (adaptado de MOORE & ALLEN, 1995).

Figura 12 — Representacdo esquematica: A. Apresentacdo postural do equlino em

decubito; B. Imagem radiogréfica lateral do casco evidenciando o aspecto

mais distal da falange distal rotacionado penetrando na sola; C.

Alinhamento 6sseo da porgao distal do apéndice locomotor (adaptado de
MOORE & ALLEN, 1995).

A

Figura 13 — Representacdo esquematica: A. Apresentacdo postural do equlino em
decubito; B. Imagem radiografica lateral do casco mostrando aumento da
densidade dos tecidos moles entre a falange distal e a muralha do casco,

sugerindo acumulo de liquido nesta regidao e fenda evidente no bordo
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coronario, indicando o deslocamento distal da falange distal dentro da
capsula do casco; C. Alinhamento ésseo da porcao distal do apéndice
locomotor (adaptado de MOORE & ALLEN, 1995).

1.2.3.d. Aspectos Anatomopatologicos da Laminite

Muitos autores descreveram, por meio da histopatologia, os varios estagios de
desenvolvimento da laminite (OBEL, 1948; GARNER et al., 1975; KAMEYA et al., 1980;
ROBERTS et al.,, 1980). OBEL (1948) e EKFALCK et al. (1992) concluiram que a
epiderme laminar era o local das lesées primarias da laminite. ROBERTS et al. (1980)
consideraram que a severidade da afecdo epidérmica laminar estava diretamente
correlacionada com os sinais clinicos da doenga. Amostras retiradas do aspecto dorsal
da muralha do casco de eqiinos com laminite induzida por sobrecarga de CHO
permitiram a descricao sequencial da deformacao e alongamento da epiderme laminar
durante o agravamento da claudicagao.

POLLITT (1996), utilizando cortes histolégicos de tecido laminar corados com
corantes especificos para tecido conectivo (hematoxilina e eosina; H&E) e membrana
basal (acido periddico Schiff; PAS) padronizou um sistema de classificacao das lesdes
da epiderme laminar atribuidas a laminite de acordo com a progressdao de sua
severidade, a saber:

a) Grau N (normal)

A maioria dos nucleos das células basais é ovalada e situada no pélo apical da
célula. O polo apical esta mais distante da membrana basal (MB). O eixo longo do
nucleo da célula basal estd orientado em angulo reto ao eixo queratinizado das laminas
epidérmicas secundarias (LES) (coloracdo H&E).

A MB nas células normais penetra profundamente na cripta entre os pares de
LES e contorna claramente as exiremidades coénicas de cada lamina dérmica
secundaria (LDS). A proximidade da extremidade das LDS é equivalente a distancia de
uma ou duas células epidermais basais. As extremidades das LES sdo sempre

arredondadas e nunca cénicas ou pontudas (coloracdao PAS).
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b) Grau 1 (leve)

Quando observadas em aumento menor, os eixos queratinizados das LEP e LES
parecem normais. No entanto as LES apresentam-se mais estreitas, alongadas e suas
extremidades sdo menos arredondadas que o normal. O nucleo das células basais
apresenta-se arredondado e localizado mais centralmente no citoplasma, proximo da
MB. Quando localizados corretamente os nucleos estdo orientados anormalmente com
seus eixos longos paralelamente ao eixo queratinizado das LES (coloracdo H&E).

A simetria precisa da MB, contornando as colunas alternadas de LES e LDS néo
esta mais aparente. A MB da base da maioria das LES estd ausente e essas aderiram

umas as outras (coloracao PAS).

c¢) Grau 2 (moderado)

As LEP parecem relativamente normais quando observadas em aumento menor.
Entretanto, suas extremidades estao alongadas e com aparéncia ondulada. A auséncia
de tecido conectivo entre as LEP é difusa e o arredondamento do nucleo das células
basais € evidente. Os neutréfilos estdo presentes, particularmente, ao redor dos vasos
adjacentes as extremidades das LEP (coloracao H&E).

Em aumento maior, muitos nucleos das células basais apresentam-se pequenos
e intensamente corados, particularmente aqueles adjacentes as extremidades das LDS,
nas quais o tecido conectivo esta ausente. Muitos nucleos das células basais
apresentam-se arredondados e encontram-se situados préximos a MB. O citoplasma
basal esta palidamente corado e vacuolizado. Muitas das LES apresentam as
extremidades afiladas saindo da LDP em diregcdo a falange distal. A vacuolizagdo
celular e o nucleo pequeno e arredondado sdo mais pronunciados proximo as
extremidades das LES. O arranjo simétrico da anatomia laminar desapareceu e, apesar
de as células basais das extremidades das LEP terem aspecto quase normal, muitas
possuem 0 nucleo ovalado situado préximo ao apice da célula com figuras mitéticas
sugerindo uma resposta proliferativa (coloragdo H&E).

A MB encontra-se entre as bases das LES e, consequentemente, as
extremidades das LDS estdo proximas ao eixo queratinizado das LEP. A distancia entre
a MB e o bordo do eixo das LEP aumenta. Esta mudanga na relacdo da MB com o eixo
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queratinizado da LEP é a maior diferenca entre o Grau 1 e Grau 2 da laminite. A MB
esta relativamente intacta na regido medial da LES e proximo das extremidades, apesar
de apresentar o contorno ondulado e intermitentemente borrado. Entretanto, a MB com
caracteristicas regulares esta presente na extremidade da maioria das LES (coloracéao
PAS).

d) Grau 3 (severo)

O centro dos eixos das LEP esta intacto, mas apesar das extremidades das LEP
terem em geral formato arredondado, estdo afiladas e retraidas. Os nucleos axiais das
LES sao dificilmente notados como entidades distintas arquiteturalmente, sendo que a
maioria das células epidermais formou uma massa amorfa entre a lamina epidérmica e
a dérmica. As poucas LES observadas perderam os anexos de tecido conectivo
(coloracao H&E).

Em maior aumento, as extremidades achatadas das LEP consistem de tubos
ondulados vazios, contendo material roseo e, ocasionalmente, nucleos de células
epidermais basais, alguns deles picnéticos. Os citoplasmas das células basais das LES
estdo levemente corados e vacuolizados. As LES apresentam alongamento e
estreitamento extremo. Muitos dos nucleos tém formato fusiforme e alongados na
direcado da lamina. Nao existe tecido conectivo detectavel entre as LES e a maioria da
epiderme aparece como uma massa de nucleo amorfa alongada e os citoplasmas das
células basais intercalam-se entre as sobras dos eixos queratinizado das LES. Apesar
de haver muitos nucleos picnéticos nas estruturas epidermais, muitos parecem intactos.
Os vasos sanglineos adjacentes as extremidades das LEP estdo rodeados de
leucocitos, no entanto a resposta inflamatéria € minima. Os vasos sanglineos da
derme sublaminar parecem normais (coloracao H&E).

As extremidades das LEP restantes estdo destituidas de células epidermais e
consistem, quase totalmente, de MB positiva para a coloracgdo PAS. Muitas
extremidades das LEP estdo colabadas com acumulo de corante denso nos pontos
onde as duas camadas da MB se encontram. Neutréfilos positivos para a coloracao
PAS sao observados ao redor das extremidades das LEP e alguns entre as camadas
de MB e, consequentemente, dentro do compartimento epidermal. As extremidades
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achatadas das poucas LES na regido medial das LEP ainda possuem cobertura da MB
(coloracao PAS).

1.2.3.e. Modelos Experimentais de Inducao da Laminite Aguda

1.2.3.e.a. Modelo da Sobrecarga de CHO

Um método consistente e de relevancia clinica para a inducao da laminite aguda
em equinos fazia-se necessario para avaliar por completo o mecanismo da
fisiopatologia e desenvolver potenciais meios de prevencao e tratamento dessa doenca.

Desde meados dos anos 50 até inicio dos anos 70 do século passado, poucos
trabalhos significativos sobre laminite em equinos foram publicados até que, em 1975,
GARNER et al., comecaram a questionar, uma vez mais, 0s mecanismos e a
fisiopatologia dessa doengca com estudos utilizando o modelo experimental da
sobrecarga de CHO anteriormente descrito por Obel (1948). Este se tornou o modelo
padrao utilizado para estudar a laminite associada com sobrecarga de CHO pelas
proximas trés décadas. O método consiste na administragdo, por via nasogastrica, de
uma ragao com elevado teor de CHO composta por 85% de amido de milho e 15% de
farinha de celulose de madeira, na dose de 17,6 g/kg de PV.

O desenvolvimento deste modelo permitiu a esses pesquisadores estudar as
mudancas na microflora cecal, alteragdes na hemodindmica sistémica, alteracoes
hematolégicas, alteracbes na bioquimica sangliinea e a liberagdo de endotoxina de
bactéria Gram-negativas com a translocagéo subseqliente para a circulagao sistémica,
A cascata exata dos eventos ligando a administracdo do CHO ao desenvolvimento da
laminite aguda ainda ndo esta totalmente esclarecida. Altera¢des na flora cecal, acidose
latica e endotoxemia tém sido associadas a esse modelo, mas o estimulo direto das
alteragdes sistémicas e digitais que ocorrem ndo foi ainda totalmente estabelecido
(GARNER et al., 1975b; MOORE et al., 1979; KRUEGER et al., 1986; SPROUSE et al.,
1987; WEISS et al., 1998a; WEISS et al., 2000).

Nos estudos utilizando esse modelo, os equinos desenvolvem sinais de laminite
que progridem para o grau 3 de OBEL dentro de aproximadamente 40 horas apés a
administracdo do CHO. Os animais apresentam alteragdes semelhantes aquelas

desenvolvidas por equlinos com laminite clinica tais como, aumento da freqiéncia
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cardiaca e da temperatura retal, aumento do hematécrito, leucocitose e
hiperproteinemia (COFFMAN et al., 1972; GARNER et al., 1975a; HARKEMA et al.,
1978; MOORE et al., 1981; FAGLIARI et al., 1998).

As alteragbes que precedem o aparecimento dos sinais clinicos utilizando o CHO
sado: hipotensédo arterial e venosa seguida de hipertensdo arterial, aumento do
hematdcrito, leucocitose e hiperproteinemia. Os membros dos equinos apresentam-se
frios dentro de 24 horas ap6s a administracdo de CHO até a demonstragdo dos sinais
clinicos da laminite, no entanto a temperatura encontra-se elevada na regido do bordo
coronario. As alteragbes na hemodinamica sistémica incluem queda na presséo atrial
direita, diastolica sistémica arterial e sistélica sistémica arterial, alcangando o valor
maximo por volta de 16 horas ap6s o CHO ser administrado. Essa queda de presséao é
seguida por um aumento constante da pressao atrial direita, pressao diastélica arterial e
pressdo sistdlica arterial (GARNER et al., 1975b). Esses resultados sugerem que
mudancas cardiovasculares sistémicas e vasculares digitais locais bem como, liberacao
ou ativagdo aumentada de mediadores vasoativos ocorrem em equinos com laminite.

A hemodinamica especifica das forcas que agem sobre a microcirculacdo
laminar, em equUinos com laminite experimental, vem sendo amplamente estudada e
definida utilizando-se cascos de equinos perfundidos isoladamente (ROBINSON et al.,
1976; ALLEN et al., 1990; EATON et al., 1995). GARNER et al. (1975a) introduziram a
hipotese de que a causa predominante da laminite apés a sobrecarga de CHO fosse
um disturbio no fluxo sanguineo digital, que ocorre durante o inicio da sindrome apés a
sobrecarga de CHO no trato gastrintestinal. Medigcbes das forgcas de Starling
demonstraram aumento da resisténcia venosa com o desenvolvimento da laminite
(ALLEN et al., 1990; EATON et al., 1995; KATWA, et al., 1999; STOKES et al., 2002a;
STOKES et al., 2002b).

De particular importancia é o achado de que a relagéo entre a resisténcia pré e
pbs-capilar esta diminuida nos estagios prodrémicos da laminite. Esses achados dao
base a hipétese de que o tbnus venoso inicie a laminite. A venoconstricao resulta em
aumento da resisténcia vascular e da pressao hidrostatica capilar. Este desbalanco
aumenta a forga hidrostatica no capilar promovendo o fluxo de sangue através do leito
capilar dentro do casco, resultando em edema da lamina enquanto a permeabilidade
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capilar permanece normal (Fig 6) (ROBINSON et al., 1976; ALLEN et al., 1990, EATON
et al.,, 1995). A presséo intersticial laminar aumentada, devido a formagdo do edema,
excede a pressao critica de fechamento dos capilares digitais do eqlino, uma vez que
eles estdo localizados entre a capsula do casco e a superficie do osso da falange distal,
ambas de consisténcia rigida levando, portanto, a uma “sindrome compartimental”
(ALLEN et al, 1990).

Coeficiente de filtracd0=0,003 mmHg Capilar

Pressao hidrostatica Pressao coloidal
plasmatica capilar=55 plasmatica=20 mmHg
il Pressao de
| filtracao=1 mmHg T
Pressao hidrostatica Pressao coloidal
intersticial=45 mmHg intersticial=11 mmHg

Intersticio

Figura 5 - Diagrama representando as medidas das forcas de Starling da circulagao
digital de eqliinos apés laminite experimental por sobrecarga de CHO usando
bomba de perfusdo em preparacao digital extra-corpérea. Note que o valor da
pressao de filtracdo € 1 mmHg nesses tecidos devido ao desequilibrio das
pressdes capilar e intersticial com as pressdes plasmatica e coloidal
intersticial. O resultado é um efluxo de liquido do capilar e consequente
formacao de edema intersticial (ALLEN et al., 1990).

Quando a pressao tecidual aumenta acima da pressao critica de fechamento dos
capilares, esses colapsam levando a isquemia tecidual. Muitos pesquisadores tém
afirmado que o fluxo sangiineo é reduzido pela formagdo de anastomoses
arteriovenosas ao nivel do borda coronaria (MOORE et al., 1989; ALLEN et al., 1990,
HUNT, 1991). Pesquisas tém demonstrado, indiretamente, reducdo na perfusdo do
casco por meio de radiografia contrastada e temperatura da muralha do casco
(ACKERMAN et al., 1975; ADAIR et al., 2000; HOOD et al., 2001). Pela radiografia
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contrastada demonstrou-se reducao na perfusdao da vasculatura do casco apds a
laminite induzida por sobrecarga de CHO (ACKERMAN et al., 1975).

Durante o estagio prodromico da laminite, utilizando-se o modelo de CHO,
HOQOD et al. (2001) avaliaram a temperatura da muralha do casco como indicador da
perfusdo laminar e observaram diminuicdo entre oito e 12 horas antes do inicio da
claudicagao, indicando diminuicdo da perfusdo laminar ou diminuigdo da atividade
metabdlica. Adicionalmente, a temperatura da superficie do casco elevou-se de
maneira significativa comparada com os valores basais, assim que 0s sinais clinicos
tornaram-se evidentes. POLLITT & DAVIES. (1998) demonstraram elevacdo da
temperatura do casco entre 16 e 40 horas apds a sobrecarga de CHO.

Embora seja provavel que numerosos mediadores contribuam para as alteragdes
vasculares mencionadas anteriormente, um mediador principal ja foi identificado.
KATWA et al. (1999) demonstraram elevacdo na expressdao de ET-1 nos tecidos
conectivos laminares obtidos de equinos com laminite induzida por sobrecarga de CHO
e equinos com laminite crénica quando comparado com o grupo controle. Apds a
laminite experimental, a formacdo de trombos microvasculares é detectada na Iamina,
adicionalmente as alteracbes hemodinamicas previamente mencionadas, uma
contribuicdo provavel para a diminuicdo na perfusdo laminar devido a obstrucao
microvascular (WEISS et al., 1995, WEISS et al., 1997).

Em estudo examinando as alteracbes hematolégicas associadas com a laminite
induzida por sobrecarga de CHO, observou-se diminui¢cdo significativa das plaquetas
sangulineas oito horas ap6s o inicio da claudicagdo severa (MOORE et al., 1981). Por
outro lado, PRASSE et al. (1990) ndo encontraram diferencas significativas na
coagulacgao e fibrindlise em equinos apdés a administragdo do CHO, sugerindo que um
desbalanco nesses mecanismos nao é um fator significativo na fisiopatologia da
laminite.

Estudos histolégicos avaliando as mudancas nas laminas do casco durante o
desenvolvimento da laminite num periodo entre 48 e 96 horas apo6s a indu¢gdo com o
modelo do CHO demonstraram que logo apdés o inicio da claudicagdo ocorreram as
primeiras alteracbes na vasculatura digital, incluindo inchago das células endoteliais e
formacdo de edema moderado (MARKS, 1984; MOSTAFA, 1986; HOOD et al, 1993).
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Os capilares laminares tornaram-se congestos com presenca de eritrocitos ocorrendo
dentro de oito horas. Entre seis e 12 horas, observou-se infiltragdo leucocitaria que
desapareceu conforme as células inflamatérias migraram para a camada epidérmica.
As células endoteliais arteriolares tornaram-se deformadas como resultado do processo
citoplasmatico que se estabeleceu no lumen. Trombos microvasculares acompanhados
da formagéo de edemas severos foram observados dentro de 24 horas, e hemorragia
na lamina dérmica primaria cerca de 70 horas apdés a administracdo do CHO. A
avaliacao histolégica da lamina oito horas apés o desenvolvimento da claudicagao
demonstrou encurtamento e estreitamento das estruturas laminares acompanhados de
reducdo, achatamento e deslocamento das células epiteliais (MARKS, 1984;
MOSTAFA, 1986). As laminas dérmicas e epidérmicas secundéarias tornaram-se
redirecionadas de maneira tal que as laminas mais préximas a base da lamina dérmica
primaria estavam posicionadas em direcao ao 0sso e aquelas mais proximas do apice
laminar estavam direcionadas para a muralha do casco.

Alteragdes morfologicas secundarias aos danos das células epiteliais incluiram
inchago, vacuolarizagdo, edema do nucleo e/ou pcinose e infiltracao leucocitaria da
lamina epidérmica secundaria o que pode ser observado tdo cedo quanto 24 horas
apdés o inicio da claudicacdo (MOSTAFA, 1986). Adicionalmente, POLLITT (1996)
observou que, em amostras de tecido laminar de equinos coletadas apds 48 horas da
administracdo de CHO, a membrana basal laminar apresentou-se desintegrada e a
fixacdo da membrana basal com as células basais da lamina epidérmica havia rompido.

As alteracbes nas fungbes das células endoteliais devido a laminite aguda
podem afetar as acbes endotélio-dependentes e a responsividade da circulagao digital
a agentes vasoativos. Resultados de estudos in vitro indicam que as veias digitais de
equinos sadios possuem capacidade substancial para o relaxamento endotélio-
dependente pela agdo do NO, contando com aproximadamente 70% a 85% de
relaxamento maximo induzido pela acetilcolina (BAXTER et al, 1989b; VENUGOPAL et
al.,, 1997). Em equinos com laminite induzida por sobrecarga de CHO, o relaxamento
das veias digitais mediado pela acetilcolina, in vitro, apresentou-se reduzido sugerindo

capacidade reduzida de producao de NO pelo endotélio vascular digital tornando, desta
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maneira, 0s vasos mais sensiveis ou vulneraveis a acao de agentes vasoconstritores
(SCHNEIDER et al., 1999).

1.2.3.e.b. Modelo do Extrato de Nogueira Preta (Juglans nigra)

O modelo do extrato de nogueira preta (NP) para inducao da laminite foi descrito
pela primeira vez por TRUE et al. (1979). MINNICK et al. em 1987 considerou este
modelo mais eficiente para causar laminite do que o modelo da sobrecarga de CHO
descrita por Obel (1948).

Sabendo que os equinos desenvolviam laminite aguda apds exposicdo a
serragem fresca da NP, os pesquisadores se interessaram em investigar se o extrato
obtido desta planta, administrado por via nasogastrica, poderia induzir laminite aguda
de maneira consistente.

O método exige a selegdo de um tronco a ser cortado de uma arvore viva
durante o outono com aproximadamente 25 cm de diametro. Apds a remogao da casca,
obtém-se a serragem a partir do cerne da madeira. Deve-se entdo embeber a serragem
(2 g/kg PV) em agua e em seguida coar essa mistura, o que resultard em um extrato
preto que € entao administrado via tubo nasogastrico. No entanto, a analise do extrato
ainda nao revelou o fator laminogénico (MINNICK et al.,1987).

GALEY et al. (1991), utilizando este modelo, observaram que todos os 10
eqlinos avaliados desenvolveram edema e, em alguns casos, depressao da borda
corondria, enquanto oito animais demonstraram sinais clinicos de laminite 12 horas
apds a administragdo do extrato. Nas andlises hematoldgicas observou-se diminuigao
na contagem total de leucécitos quatro horas apds a indugdo, representando, no
minimo, 30% de diminuicdo comparada com os valores basais. A partir de oito horas da
inducdo houve aumento na contagem de leucdcitos e do hematdcrito e hiperglicemia.
As alteragdes na contagem dos leucécitos foram muito semelhantes aos resultados
encontrados apdés a administracdo do CHO (GARNER et al., 1975a). GALEY et al.
(1991) sugeriram que as alteracdes leucocitarias eram caracteristicas de eqliinos com
endotoxemia, no entanto andlise das amostras de sangue, trés horas apés a inducao
com NP, ndo detectaram endotoxina em nenhum dos animais tratados. A diminuigao na

pressdao venosa central e diminui¢do inicial da pressao arterial sistémica nao foram
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pronunciadas com o uso da NP quando comparado com o modelo de indugdo por
sobrecarga de CHO (EATON et al., 1995).

O modelo do extrato de NP foi um grande avanco no estudo da laminite, uma vez
que a diarréia e os sinais de endotoxemia ndo foram evidentes e o tempo para o
desenvolvimento dos sinais associados com laminite foi mais curto quando comparado
com o modelo do CHO (MINNICK et al., 1987; GALEY et al., 1991; EATON et al., 1995;
ADAIR et al., 2000; FONTAINE et al., 2001).

EATON et al. (1995) avaliaram as forcas de Starling apdés a administragdo do
extrato de NP utilizando preparacdo extra-corpérea do casco perfundido através de
bomba. As medidas das forcas de Starling foram obtidas entre duas e quatro horas
apdés a administracdo do extrato de NP uma vez que havia diminuicdo de 30% na
contagem total de leucécitos. O resultado predominante foi o aumento na resisténcia
venosa pés-capilar e na pressao hidrostatica capilar, achados semelhantes aqueles
apoés a sobrecarga de CHO. Nao houve alteracao na resisténcia pré-capilar, comparado
com equinos sadios, ao contrario do que ocorre no modelo do CHO (ALLEN et al.,
1990; EATON et al., 1995).

As diferencas entre os dois modelos podem ser devido a diferenca no intervalo
de tempo no desenvolvimento da laminite para a ocorréncia dos eventos. A severidade
da venoconstriccdo que acompanhou a laminite induzida com o extrato de NP foi
menos pronunciada do que na sobrecarga de CHO. Essas alteracdes, de menor
severidade com o uso do modelo do extrato de NP, podem ser devido a diferenca na
fisiopatologia da doenca, ou, mais provavelmente, devido as alteragdes nas forcas de
Starling que acompanham a laminite, uma vez que o extrato de NP foi avaliado em
estagios diferentes da doenca do que aqueles avaliados com o modelo do CHO (duas a
quatro horas contra 16 horas do CHO).

ADAIR et al. (2000), utilizando o laser Doppler para medir a perfusao capilar
laminar, observaram que o fluxo sanglineo microvascular laminar diminuiu nas
primeiras horas apds a administragdo do extrato de NP. Essa diminuicao inicial foi
seguida por retorno do fluxo sanglineo microvascular préximo aos valores basais,
voltando a apresentar diminuicdo aproximadamente oito horas apds o desenvolvimento

da laminite, correspondendo temporalmente ao desenvolvimento dos sinais clinicos
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(ACKERMAN et al., 1975). Embora o método de avaliagao da perfusao laminar utilizado
nestes estudos tenha sido diferente, os achados sdo semelhantes aqueles descritos por
HOOQOD et al. (2001) que utilizaram a temperatura da superficie do casco como indicador
da perfusao laminar apés a administracao de CHO.

Outro estudo utilizando a cintigrafia gama de albumina com is6topos de albumina
(99mTc) infundidos antes e 12 horas ap6s a administragdo do extrato de NP,
demonstrou diminuigao da perfusdo nos membros toréacicos. Com o inicio da laminite, a
perfusdo estava diminuida na derme dorsal e corondria laminar comparada com o
restante do membro pélvico (GALEY et al., 1990b) Esses estudos corroboram com
aqueles que avaliaram as alteragbes da perfusdo apds a laminite induzida por
sobrecarga de CHO e, juntos, apresentam forte evidéncia de um evento isquémico
acontecendo dentro do casco durante as fases iniciais do desenvolvimento da laminite.

O papel da resposta inflamatéria no desenvolvimento da laminite € um assunto
bastante questionado e controverso. Um estudo recente conduzido por FONTAINE et
al. (2001) avaliou a expressao de IL-1 B nas laminas de eqinos apds a diminuicdo de
30% na contagem de células brancas, tipica em equinos com laminite induzida por
extrato de NP (aproximadamente trés horas apos a indugao). Eles observaram aumento
na expressao de IL-1 B oferecendo evidéncias da ocorréncia de resposta inflamatéria
precoce nos estagios prodromicos da doenca. Os autores afirmaram que a expressao
aumentada de citocinas inflamatérias tais como IL-1 (3, altera varios sistemas incluindo
a liberacdo de substancias vasoativas, pro-coagulantes e outros mediadores
inflamatorios resultando em alteracées hemodinamicas e hematoldgicas de ocorréncia
conhecida com o desenvolvimento da doencga.

Analise de cortes histolégicos de tecido laminar do casco de equinos apos 12
horas da administracdo do extrato de NP, evidenciou vacuolizacdo moderada das
laminas dérmicas secundérias. A vasculatura desses cortes apresentou-se
moderadamente congesta. Os apices das LDP apresentaram auséncia de definicao
celular e algumas areas de necrose. Amostras de equinos eutanasiados 84 horas apds
a administracdo do extrato de NP evidenciaram alteracbes histolégicas pronunciadas
incluindo necrose dos é&pices das LDP, perda da arquitetura normal do tecido e
presenca de debris celulares. Observou-se regeneracao de células epiteliais dentro das
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areas de necrose com presenca de grande numero de figuras mitéticas. Em contraste
com os achados de WEISS et al. (1995), ndo foram encontrados trombos dentro desses
cortes coletados de animais induzidos com o extrato de NP (GALEY et al., 1991).

Estudo examinando os efeitos diretos do extrato de NP nas acdes contrateis da
adrenalina em anéis de vasos digitais observou aumento da vasoconstricdo quando
comparado com anéis ndao expostos ao extrato. Ao expor os segmentos de vasos
digitais a extratos de outras éarvores, como por exemplo, pinheiro branco, cedro
vermelho ou carvalho, foi observado que nédo ocorreu contragdo diferenciada para a
epinefrina quando comparados com segmentos de vasos digitais expostos somente a
acao da adrenalina (GALEY et al., 1990a).

1.2.3.e.c. Modelo da Frutana

O modelo de inducdo de laminite por sobrecarga de CHO é frequentemente
associado a alta morbidade dos animais. Apesar disso, tornou-se o modelo de eleicao
para os estudos da laminite aguda particularmente, devido a sua similaridade com a
sobrecarga de graos, comumente relacionada aos casos de laminite clinica. Na
tentativa de manter os aspectos clinicos do modelo diminuindo a morbidade, POLLITT
& VAN EPS (2002) desenvolveram o modelo de indugédo da laminite por administracao,
de frutanas.

Frutanas sao polimeros de frutose com ligacbes B-2,1 ou B-2,6, também
denominadas frutoligossacarideos ou inulina, extraidas das raizes da chicéria
(Cichorium intybus). A inulina ndao € digerida no trato gastrintestinal, porém &
amplamente fermentada pela microbiota intestinal, resultando em &cidos graxos de
cadeia curta. Neste modelo, observou-se que todos os eqliinos apresentaram sinais de
laminite, sendo esse resultado mais consistente quando comparado aos dos modelos
do CHO e do extrato de NP. Adicionalmente, os eqliinos apresentaram diarréia, pirexia,
freqiiéncia cardiaca elevada e alteracbes hematoldgicas similares ao modelo da
sobrecarga de CHO (POLLITT & VAN EPS, 2002). De forma geral, os autores sugerem
que esse modelo é mais humanitario e mais efetivo que o modelo da sobrecarga de
CHO, no entanto, estudos adicionais utilizando esse novo modelo ainda séao

necessarios.
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1.2.3.f. Tratamentos

Atualmente, numerosas e variadas terapias sdo empregadas na prevencao e
tratamento da laminite, o que reflete a falta de conhecimento preciso da fisiopatologia
dessa doenca. Os tratamentos de equinos, acometidos pela laminite aguda, séo
direcionados a diferentes alteragdes inerentes ao processo fisiopatoldgico especifico.

A laminite aguda deve ser considerada emergéncia médica e o tratamento,
preferencialmente instituido antes do inicio dos sinais clinicos, focado na supresséo de
fatores predisponentes ou etiolégicos, atenuacao da severidade das lesdes laminares
permanentes, melhoria da hemodinamica digital, normalizacdo das forcas de Starling,
prevencdo da instabilidade da falange distal dentro da cépsula do casco e,
principalmente, combate a dor (STOKES, 2002; PARKS, 2003).

No sentido de instituir um tratamento preventivo para a laminite, os equinos
considerados em risco devem ser monitorados. Uma vez feito isso, a prevengédo pode
incluir a administragdo de 6éleo mineral, fluidoterapia intravenosa, antibiéticos
parenterais, antiinflamatérios ndo-esteroidais, soro ou plasma hiperimune e polimixina
B. Outros tratamentos preventivos incluem heparina, acido acetilsalicilico,
vasodilatadores, agentes reoldgicos, casqueamento e ferrageamento corretivos, baias
com cama alta e suporte da ranilha. Muitas dessas medidas preventivas sao, também,
instituidas terapeuticamente (STOKES, 2002; PARKS, 2003).

Com base em grande numero de pesquisas conduzidas para se medir as forcas
de Starling e a formagédo do edema laminar, uma das mais importantes consideracoes
ao desenvolver um plano terapéutico e preventivo € tentar normalizar as forgas digitais
de Starling. A melhor abordagem para isto, quando necessario, € manter a pressao
oncotica plasméatica por meio da suplementacdo com plasma ou outra solugdo coloidal
tal como a hidroxietila de amido (HES) (EADES et al., 2002). Deve-se ter cuidado na
administracdo de qualquer terapia intravenosa em equinos com laminite aguda, uma
vez que o volume intravascular pode perpetuar o desenvolvimento do edema laminar
em casos com a hemodinamica digital alterada. A maioria dos resultados de pesquisas
da suporte a teoria de que as alteragdes vasculares, mais notavelmente a hipoperfusao,

séo fatores cruciais que conduzem a faléncia das interdigitagbes laminares. Sugere-se
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que os tratamentos sejam direcionados para conservar ou melhorar o fluxo sangtiineo
digital e a perfusao laminar (STOKES, 2002; PARKS, 2003).

Os farmacos mais comumente utilizados para melhorar o fluxo sanglineo digital
sé@o a acepromazina (0,03 a 0,06 mg/kg, IM a cada seis ou oito horas, por no minimo
trés dias), isoxsuprina (1,2 mg/kg, via oral a cada 12 horas), e aplicacao tdpica de
gliceril trinitrato (2 a 4 mg/h) (EADES et al., 2002). Em estudo conduzido com equinos
sadios, observou-se que a administragdo de acepromazina melhorou o fluxo sangtiineo
para 0 casco, enquanto o isoxsuprine e a pentoxifilina ndo alteram esse flluxo (INGLE-
FEHR & BAXTER, 1999). Muitos clinicos utilizam a isoxsuprine por ser uma substancia
sugerida por induzir vasodilatagdo, diminuicdo da viscosidade do sangue e agregacao
plaquetaria (ERKERT & MACALLISTER, 2002). Experimentalmente, os doadores de
NO, tais como o gliceril trinitrato, reduzem a claudicacao e a freqiéncia da pulsacao
digital em pbneis com laminite experimental melhorando a perfuséo digital (HINCKLEY
et al., 1996a; HINCKLEY et al., 1996b). Em outro estudo, o gliceril trinitrato foi aplicado
topicamente sobre a vasculatura digital palmar de equinos sadios sem melhorar a
perfusdo digital, uma vez que nao houve mudancas na temperatura da superficie da
muralha do casco (HOOF et al., 2002, SAMPAIO, 2003 ). A eficiéncia dos doadores de
NO no tratamento da laminite eqlina face a complexidade da fisiopatologia desta
doencga permanece indefinida.

Sugere-se que a vasoconstricdo, detectada no inicio da laminite, possa agir
limitando a chegada de substancias toxicas derivadas do trato gastrintestinal através do
sangue, as quais possuem efeitos diretos sobre as células das laminas digitais. Assim,
alguns investigadores e clinicos defendem que a vasodilatagdo possa néo ser benéfica
nos estagios prodrdmicos da doenga, de forma que, mergulhar o casco em gelo
triturado ou agua gelada possa ser indicado para previnir a fase de vasodilatacdo
(POLLITT, 1999). A adocao desse tratamento € tempo-dependente e precisara ser feito
continuamente durante a fase prodrémica, antes do inicio do dano laminar. E provavel
que, uma vez que o gelo seja removido, vasodilatacdo e hiperemia reflexa poderéao
ocorrer. Como na maioria das vezes a fase prodromica passa despercebida, a adocao

deste tratamento se da quando o dano laminar j& se iniciou.
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Os antiinflamatorios sao indicados para diminuir o edema e a dor associados a
laminite. A fenilbutazona parece ter os melhores efeitos antiinflamatério e analgésico
que qualquer outro antiinflamatério-nao-esteroidal comumente utilizado em equinos. Foi
observado que esse farmaco, em patrticular, foi utilizado em aproximadamente 86% dos
casos de laminite (SLATER et al., 1995). A posologia utilizada normalmente é a dose de
2,2 a 4,4 mg/kg IV ou PO a cada 12 horas.

Alternativamente, a flunixine meglumina pode ser administrada na dose de 0,5 a
1,1 mg/kg IV ou PO a cada oito ou 12 horas para interromper a producdo de
eicosandides associada com a endotoxemia (EADES et al., 2002). Uma vez que a
flunixina meglumina diminui a produgéo de eicosandides na vigéncia da endotoxemia,
ela tem sido frequentemente utilizado em casos de laminite aguda, enquanto os casos
de laminite crénica sao tratados com a administracao de fenilbutazona (DOUWES & van
der KOLK, 1998).

O cetoprofeno pode ser administrado na dose de 2,2 mg/kg IV a cada 12 horas.
Considera-se que ele possua agcdo semelhante a flunexina meglumina, agindo na
cascata do 4acido aracdbnico tanto na via da lipoxigenase quanto na via da
ciclooxigenase (MacALLISTER et al., 1993) podendo reduzir a inflamacdao de uma
forma mais eficiente que a flunexina meglumine e a fenilbutazona (BAXTER, 1996).

O DMSO, um antiinflamatoério que sequestra radicais hidroxila, diminui o edema
e, por essa razao, tem sido utilizado para contrapor os efeitos da injuria de isquemia e
reperfusdo nos processos gastrintestinais. Deve ser administrado na dose de 0,1 a 1,0
g/kg IV, diluido em fluido polibnico com dextrose na concentracao de 10 a 20%. Pode
ser administrado a cada oito ou 12 horas (EADES et al., 2002). O DMSO tem sido
utilizado no tratamento de trauma muscular, tendinite, laminite e artrite e pode
potencializar os efeitos de outros farmacos (DOUWES & van der KOLK, 1998). Alguns
clinicos preferem utilizar o DMSO topicamente no bordo coronario (EADES et al., 2002).

A ocorréncia de microtrombos tem sido demonstrada na circulagéo laminar de
equinos durante a laminite. Sendo assim, alguns clinicos preferem administrar heparina
e/ou acido acetilsalicilico para prevencdo ou mesmo como agente trombolitico. A
heparina € aplicada por via SC em doses que variam 20.000 a 40.000 Ul/450 kg de PV,

nao existindo evidéncias que a administracdo de heparina previna o inicio da laminite,
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uma vez que pesquisadores nao encontraram diferenga significativa na ocorréncia de
laminite entre equiinos tratados profilaticamente com heparina e aqueles que nao foram
tratados (BELKNAP & MOORE, 1989).

O acido acetilsalicilico administrado, na maioria das vezes, na dose de 10 a 20
mg/kg PO a cada 48 horas (EADES et al, 2002), inibe irreversivelmente a
ciclooxigenase plaquetaria e, por conseguinte, a producao de tromboxana, o que deve
diminui a agregacéo plaquetaria e a vasoconstricdo. WEISS et al. (1998b) avaliaram
pbneis utilizando um andlogo de peptideo antagonista do receptor plaquetario e
encontraram diminuicdo no desenvolvimento da laminite induzida por sobrecarga de
CHO, evidenciando um papel importante da agregacao plaquetaria na fisiopatologia da
doenca.

Entre as medidas complementares de importancia, ressaltam-se os esforcos
para reduzir as forcas mecanicas e estabilizar a falange distal como imperativos no
tratamento da laminite aguda. Exercicios podem exacerbar a separacdo das
interdigitacées laminares j& comprometidas e devem ser evitados. A baia deve ser
forrada com cama macia e alta, ou com areia ou outro material que forneca suporte
para a ranilha. As escaras de decubito sdo complicacbes comuns durante longos
periodos em que o animal permanece deitado, por isso € necessario que se forre a baia
com material adequado e que sua manutencao seja realizada periodicamente.

O fornecimento de apoio mecanico efetivo para a falange distal pode evitar a
separagdo das laminas e melhorar a recuperacdo do animal (GOETZ, 1987). Este
suporte mecanico deve ser instituido antes do aparecimento de dor nos cascos. O
principio da terapia de suporte do casco é estabilizar a falange distal e controlar a dor.
As ferraduras convencionais concentram o estresse mecanico ao redor do perimetro do
casco, ou seja, na muralha deste, favorecendo o prolapso da sola por entre a ferradura.
Dessa maneira devem ser removidas, principalmente nos estagios iniciais da laminite.
O apoio para a ranilha € um dos métodos mais efetivos de fornecer suporte para a
falange distal e normalmente é instituido na tentativa de se diminuir o estresse geral
sobre o digito, reduzir a pressdo na parte mais afetada do casco e evitar a pressao na
sola pelo apoio de peso na superficie da falange distal (PARKS, 2003).
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Os protocolos preventivos e terapéuticos adotados entre os clinicos devem se
basear no estagio da doenga em que se encontra o equino. As informacgdes
apresentadas acima, representam alguns dos métodos utilizados atualmente, mas com

pesquisas futuras, tratamentos mais eficazes poderao ser desenvolvidos.

1.2.3.g. Prognéstico

Muitos equinos que demonstram sinais clinicos de laminite aguda e que recebem
tratamento médico apropriado e imediato da condicdo predisponente e suporte
mecanico do membro possuem condicoes de se recuperar completamente. Se as
radiografias demonstrarem sinais de rotagdo da falange distal, o prognostico da
severidade e mesmo a sobrevivéncia deve ser reservado.

Equinos com menos de 5,5 graus de rotacdo evidente nas radiografias laterais
retornam para o desempenho atlético; entretanto, equinos com mais de 11,5 graus de
rotacdo nado terdo a mesma possibilidade (STICK et al., 1982). Animais com
deslocamento distal ou afundamento da falange distal na capsula do casco sdo mais
provaveis de serem sacrificados do que aqueles sem deslocamento distal (HUNT, 1993;
CRIPPS & EUSTACE, 1999b). Muitas vezes, eqlinos com laminite requerem
tratamento prolongado e o prognostico € grave por causa de dor recorrente,
impossibilidade de apoio de peso nos membros acometidos e conseqientemente
decubito prolongado, o que muitas vezes requer que sejam sacrificados por razdes
humanitéarias. Em um estudo retrospectivo com equinos com laminite aguda, admitidos
em hospitais veterindrios universitarios nos EUA, 75% néo retornou a fungéo atlética, e
uma grande maioria foi humanitariamente sacrificada dentro de um ano apés a doenga
ser diagnosticada, devido a falta de resposta a terapia ou ao desenvolvimento de

complicagbes severas.

1.2.4. Hidréxido de Magnésio (Mg(Oh).) e Hidréxido de Aluminio (Al(Oh)s)

O Mg(OH). e o AI(OH); séao bases fracas que neutralizam ions hidrogénio de
acidos organicos normalmente presentes nos componentes alimentares ou produzidos
durante a digestdo e metabolismo dos nutrientes e por isso, sdo amplamente utilizados
na manutencado do pH dentro da amplitude especifica caracteristica de cada agente
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tamponante (STAPLE & LOUGH, 1989). O Mg(OH), é pouco soluvel em agua, sendo
que sua suspensao oral, o leite de magnésia, € empregado como antidcido estomacal
por neutralizar o excesso de acido cloridrico (HCI) no suco gastrico. O Al(OH); é muito
usado em medicamentos antiacidos estomacais também por suas caracteristicas
tamponante e antiacida.

A capacidade de tamponamento de uma substancia é fung¢édo da relagéo entre o
namero de equivalentes de acido ou base adicionados e a variagdo ocorrida nos
valores de pH do meio, sendo mais alta quando o pH do meio for igual ao seu pKa.
Normalmente, os agentes tamponantes oferecem resisténcia as mudancas de pH
dentro de uma faixa de uma unidade de seu pKa (ARMENTANO & SOLORZANO,
1988).

Compostos contendo Mg(OH). e o AI(OH); sdao amplamente utilizados na
espécie humana como substancias antidcidas na pratica clinica (WALAN, 1984;
FLORENT et al., 1985; DOMSCHKE et al., 1986; KONTUREK et al., 1991; MATON &
BURTON, 1999). Em equinos, a utilizagdo de antiacidos compostos por Mg(OH). e o
Al(OH); auxilia no aumento do pH gastrico de animais adultos (MURRAY &
GRODINSKY, 1992; CLARK et al., 1996) e constituem alternativa terapéutica nos casos
de Ulcera gastrica em neonatos (LEWIS, 2003), sendo também indicados no tratamento
de compactagbes do trato gastrintestinal dessa espécie (WHITE & DABAREINER,
1997).

Resultados de pesquisas com agente antiacido composto por Mg(OH). e o
Al(OH)3; administrado por via oral em vacas sadias alimentadas com substitutos lacteos,
sugerem aumento transitério do pH luminal abomasal (AHMED et al., 2002). A
avaliacdo do pH e a verificacdo da capacidade de tamponamento de determinada
substancia sao frequentemente utilizadas para se definir a necessidade de
suplementacdo nutricional para o controle das altera¢cdes do equilibrio acido-base no
rumen de bovinos, caracterizado pela instabilidade do processo fermentativo (MILLER
et al., 1993). O Mg(OH). e o carbonato de Mg (MgCQOs), quando adicionados na dieta
de vacas leiteiras, mostraram-se efetivos em aumentar o pH ruminal (SCHAEFER et al.,
1982).
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Estudos com o 6xido de magnésio (MgO) demonstraram que, apesar da sua
funcdo como substancia tamponante no meio ruminal e intestinal ainda ndo ser
completamente estabelecida, ele tem se monstrado eficiente no aumento do pH ruminal
auxiliando na melhoria do metabolismo (EROMAN et al., 1982; TEH et al., 1987;
ENSMINGER et al.,, 1990), sendo que essa eficiéncia é diretamente proporcional a
acidez do meio, uma vez que o MgO parece apresentar melhor eficiéncia tamponante
em meio intestinal devido ao pH intestinal mais acido, que oferece um ambiente melhor
para a atividade da a-amilase, uma enzima essencial na hidrélise do amido (WHEELER
& NOLLER, 1976; WILLIAM & WHEELER, 1980).
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CAPITULO 2 — INFLUENCIA DO AI(OH); E DO Mg(OH), NOS SINAIS CLINICOS,
PARAMETROS HEMATOLOGICOS E BIOQUIMICOS E LiQUIDO PERITONEAL DE
EQUINOS COM LAMINITE INDUZIDA EXPERIMENTALMENTE POR SOBRECARGA
DE CARBOIDRATO.

RESUMO - Objetivou-se avaliar o desenvolvimento clinico da laminite induzida por
sobrecarga de carboidrato (CHO) em equinos tratados ou ndo com solugdo tampao
composta por Al(OH); e Mg(OH),, administrada por via intracecal. Foram utilizados 23
equinos sadios, divididos aleatoriamente em quatro grupos: controle (agua + salina,
GAS, n=5); controle tampao (agua + tampao, GAT, n=6); controle carboidrato (CHO +
salina, GCS, n=6); grupo carboidrato-tampao (CHO + tampao, GCT, n=6). Os equinos
foram submetidos a avaliagao clinica e laboratorial antes da administragcdo da solucao
salina ou do carboidrato (T0) e 8, 12, 24 e 48 horas apds (T8, T12, T24 e T48). A
solugdo tampéao foi administrada 8 horas apds a administragdo do CHO através de
canula cecal. Foram avaliados: temperatura retal (TR), freqiéncia respiratéria. (FR),
pressao arterial (Pa), tempo de preenchimento capilar (TPC), freqtiéncia cardiaca (FC),
coloracdo das mucosas (MM), motilidade cecal (MC) e grau de claudicagcao segundo
OBEL. Avaliaram-se ainda as contagens totais de eritrécios e leucocitos e diferencial de
leucocitos, o hematécrito, a taxa de proteinas totais e do fibrinogénio, a concentracao
de hemoglobina, as atividades das enzimas AST, CK, FA, a taxa de glicose e do
lactato, eletrélitos sangulineos e a concentragao de 6xido nitrico (NO) do sangue jugular
e do liquido peritoneal (LP). A densidade e o pH do LP também foram mensurados. Os
animais que desenvolveram a enfermidade tiveram sinais de claudicagdo condizente
com o grau 1 de OBEL, de ocorréncia mais tardia no grupo que recebeu solugcédo
tampéo (GCT). As alteragdes clinicas foram mais precoces no GCT do que no GCS,
entre elas depressao, diarréia, aumento da motilidade cecal, mucosas hiperémicas,
aumento do TPC e sinais de desconforto abdominal mais evidente. Ambos 0s grupos
expostos a sobrecarga de CHO exibiram alteragdes laboratoriais semelhantes,
caracteristicas deste modelo experimental. Foi observado que a administracao cecal de
solugdo tampéao atrasou o inicio da claudicagcao na laminite induzida por sobrecarga de
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CHO, no entanto, nao preveniu ou evitou as alteragdes clinicas e laboratoriais induzidas
pelo CHO. O atraso na manifestacdo da claudicacdo sugere que a administragdo de
solugao tampao podera constituir terapéutica auxiliar nos casos de ingestao excessiva
de CHO por equinos.

Palavras-chave: carboidrato, equino, laminite.
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INFLUENCE OF ALUMINUM HYDROXIDE (AlI(OH); AND MAGNESIUM HYDROXIDE
ANTACID (Mg(OH)2) ON CLINICAL SIGNS, PERITONEAL FLUID, AND
HEMATOLOGICAL AND BIOCHEMICAL ASPECTS IN HORSES WITH LAMINITIS
EXPERIMENTALLY INDUCED BY CARBOHYDRATE OVERLOAD

SUMMARY - The main propose of this study was to compare the clinical development of
CHO overload-induced laminitis in horses treated with buffer solution composed of
Al(OH); and Mg(OH),. intracecally administered. Horses treated with saline solution
served as the control group. Twenty three healthy horses were studied. A cecal cannula
was surgically placed in all horses and they were divided in four treatment groups:
negative control (WS, n=5); positive buffer control (WB, n=6); CHO-induced laminitis
(CS, n=6); and CHO-induced laminitis with buffer treatment (CB, n=6). In the buffer
treated groups, buffer was administered 8 hours after the induction of laminitis. Horses
were submitted to clinical and laboratorial evaluation before (T0) and after saline or CHO
administration, at 8, 12, 24 and 48 hours (T8, T12, T24 e T48). The clinical evaluation
consisted in respiratory and heart rate, body (rectal) temperature, blood arterial
pressure, capillary refill time and mucosa color, cecal motility, and lameness/laminitis
degree following the OBEL scale. The laboratorial evaluation included the differential
count for leucocytes and erythrocytes, hematocrit, total protein, fibrinogen, concentration
of hemoglobin, enzymes’ activities (AST, CK, FA,), glucose and lactate rates,
electrolytes and NO concentration in the blood and peritoneal liquid. The peritoneal
density and pH were also measured as well. All CHO-treated horses developed laminitis
(degree 1), but it was significantly delayed in the CB group. However, the CB group
showed clinical alterations earlier than CS group (depression, diarrhea, increased cecal
motility, hyperemic MM, prolonged CRT, and more evident signs of abdominal
discomfort). Both groups that were exposure to the CHO overload showed similar
laboratorial changes which are particular to this experimental model. The intracecal
buffer administration delayed signs of lameness in horses with CHO-induced laminitis;
however, it did not prevent the hematological and biochemical alterations induced by the
carbohydrate. The delay in the onset of lameness observed in this study
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2.1. INTRODUCAO

A laminite aguda é uma doenca altamente debilitante, sendo uma das principais
causas de claudicacao pela dor severa que induz nos equinos. Inimeros sao os fatores
responsaveis pelo desenvolvimento da laminite, entre eles, doengas gastrintestinais de
diferentes origens, ingestao excessiva de CHO, retencao de placenta, metrite e outras
doencgas normalmente acompanhadas por endotoxemia (SLATER et al., 1995).

Atualmente, existem duas teorias principais em relacdo a fisiopatologia da
laminite, a vascular e a enzimatica. A teoria vascular postula que alteragdes no fluxo
sanglineo envolvendo hipoperfusdo devido a venoconstricdo, edema laminar e a
abertura de anastomoses arteriovenosas resultam em isquemia e morte celular levando
a separacao das laminas dérmicas e epidérmicas e, eventualmente, rotacdo e/ou
afundamento da falange distal dentro da capsula do casco (GARNER et al., 1975,
ROBINSON et al., 1976; HOOD et al., 1978; ALLEN et al., 1990). A teoria enzimatica
afirma que o inicio precoce do colapso ou separacdo da membrana basal é causado
pelo aumento na sintese de enzimas endogenas estimulado por fatores ou toxinas
transportados pelo sangue, levando a separacao das laminas dérmicas e epidérmicas
(BAILEY et al., 2004). No entanto, vérias intera¢des entre ambas indicam que elas nao
sdo mutuamente exclusivas.

Apesar do grande numero de pesquisas relativas a prevencao e ao tratamento
da laminite, a sua fisiopatologia complexa deixa em aberto algumas questbes sobre o
mecanismo dessa doencga. O elo entre a progressédo do processo intestinal mérbido, em
especial o ceco, com 0s mecanismos que envolvem o casco, provavelmente seja o
ponto chave para o entendimento da fisiopatologia dessa doenca. Entender as
mudangas no conteludo e na mucosa intestinal podera capacitar o desenvolvimento de
tratamentos e estratégias mais efetivas (BAILEY et al., 2004).

A sobrecarga de CHO tem sido o modelo experimental de indugdo de laminite
aguda mais utilizado para estudar as alteracdes envolvidas nesta doenca. Uma vez que
a flora intestinal do ceco € exposta aos CHO fermentaveis, favorecendo o crescimento
exacerbado na populagao de bactérias Gram-positivas, ocorre aumento na producao de
acido latico. O excesso de acido latico diminui o pH, causando a morte de bactérias da
microflora cecal, entre elas, bactérias Gram-negativas (GARNER et al., 1977; GARNER
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et al., 1978; BAILEY et al., 2002). O pH cecal baixo pode, ainda, induzir alteracées na
permeabilidade da mucosa intestinal permitindo o acesso de varios componentes com
peso molecular alto para a circulagao sistémica, incluindo moléculas de endotoxinas
(WEISS et al., 2000) que chegam, dessa maneira, a microcirculagao digital.

Acredita-se que as exotoxinas de Streptococcus spp, especialmente
Streptococcus bovis, uma bactéria Gram-positiva encontrada na microbiota cecal
normal possa causar a ativagdo excessiva das enzimas MMP-2 e MMP-9 na laminite
aguda, levando a digestdo da lamina e dos colagenos tipo IV e VIl constitutivos da
membrana basal do casco e consequentemente, ruptura da interagcao entre as laminas
dérmica e epidérmica (GARNER et al., 1978; POLLITT & DARADKA, 1998; POLLITT,
1999; MUNGALL et al., 2001).

Varios estudos sugeriram que ocorre aumento na producdao de aminas
vasoativas em modelos de sobrecarga de CHO in vitro, podendo este aumento estar
associado com a proliferacao das bactérias Gram-positivas (BAILEY et al., 2002). Estas
aminas produzidas pela descarboxilagdo dos amino&cidos pelas bactérias cecais (RICE
et al., 1976) podem induzir vasoconstricao devido as suas semelhancas estruturais com
aminas enddgenas vasoconstritoras, tais como a serotonina e as catecolaminas.

Os tratamentos sao direcionados para a causa primaria da doenca, considerado-
a uma situacado de emergéncia. Todavia, devido ao carater multifatorial da doenca, os
aspectos terapéuticos tornaram-se complexos devido aos numerosos eventos
secundarios. Por isso, existe muita controvérsia com relagao ao tipo de tratamento a ser
adotado. Basicamente, os tratamentos enfatizam a eliminagdo da causa primaria e
envolvem a administracdo de analgésicos, antiinflamatoérios e protegdo mecénica da
ranilha. A administracdo de éleos emolientes fecais para combater a sobrecarga de
CHO, fluidoterapia intravenosa, antibidticos, vasodilatadores, anticoagulantes e
protecdo do casco sdo complementares, conforme a etiologia e a fase da doenca.
Como medida preventiva, € importante identificar os fatores predisponentes
relacionados a causa primaria quase sempre devido a ocorréncia de disturbios
gastrintestinais causadores de endotoxemia ou sepse (HINCKLEY et al.,, 1996b;
VENUGOPAL et al., 2001).
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No entanto, muitas das medidas terapéuticas adotadas poderao ser paliativas.
Na maioria das vezes, os regimes terapéuticos sao baseados em experiéncias clinicas,
no tempo de curso ou estagio da doenca. Apesar da existéncia de dados relacionando
as alteracbes metabdlicas com as mudancas da microflora e do meio cecal com a
fisiopatologia da laminite (BAILEY et al., 2002), ndo existe informagédo sobre o uso de
medidas profilaticas ou terapéuticas para restabelecer ou mesmo manter a fungao
cecal.

A hipo6tese aqui estudada foi que a aplicacdo de uma solugdo tampao poderia
minimizar os sinais observados em equinos expostos a sobrecarga de CHO. Assim, o
objetivo deste estudo foi avaliar o desenvolvimento clinico da laminite induzida por
sobrecarga de CHO apéds a administracdo ou ndo de solugdo tampao composta de
Al(OH)3 e Mg(OH). por via intracecal.

2.2. MATERIAL E METODOS
2.2.1. Animais
Foram utilizados 23 equinos, nove machos, castrados e 14 fémeas nao-
gestantes, sem raca definida, adultos, higidos, com idades variando de trés a nove
anos, pesando entre 200 e 410 kg e com escore corporal de trés a quatro, segundo
SPEIRS (1997). Os animais foram desverminados com 200 pg/kg de ivermectina® e
permaneceram alojados em piquetes por uma semana. Apos esse periodo, 0s animais

foram submetidos a exame clinico e distribuidos entre os grupos experimentais®.

2.2.1.a. Preparo dos Animais
Os animais foram submetidos a implantagao cirtirgica de canula cecal* (URIBE et
al., 2004). O estudo propriamente dito teve inicio 30 dias apds a fixagcdo da céanula.
Durante esse periodo, os animais foram mantidos em baias individuais e tiveram a dieta
padronizada com ragdo comercial® (na quantidade de 1% do peso corpéreo) contendo
12% de proteina bruta por animal por dia, feno de Coast cross (Cynodon dactylon), sal

mineral e agua ad libitum. No dia anterior a indugdo da laminite, o ramo maxilar da

2 lvomec -

3 processo n2 019468-05 da Comissao de Etica e Bem-Estar Animal (CEBEA) da FCAV/UNESP-Jaboticabal.
* canula - Khel® Canulas Veterinarias Ltda, Sdo Carlos - SP.

® Techorse — Purina - Cargill Nutricio Animal Ltda — S&o Paulo - SP
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artéria facial foi cateterizado segundo técnica previamente descrita (MARQUES et al.,
1998) para monitoragao direta da pressao arterial (Pa). Ao final do periodo experimental
(48 horas), todos os animais foram sacrificados por meio da administracao de EGG
(120 mg/kg) seguida da infusdo rapida de tiopental sédico® (20mg/kg) e solugdo
saturada de cloreto de potassio, todos por via intravenosa.

2.2.2. Delineamento Experimental

2.2.2.a. Grupos Experimentais
Todos os animais foram colocados em jejum sélido prévio de 12 horas, apds

esse periodo, agua ou solucdo concentrada de CHO (solucdo de amido) foi
administrada por meio de sonda nasogastrica. Decorridas oito horas da indugdo, os
animais receberam solucdo salina ou tampao, administradas diretamente no ceco,
através da canula cecal.
Os animais foram distribuidos aleatoriamente em quatro grupos experimentais:

a) Grupo GCS (controle CHO, CHO+solugéo salina, n=6): nos animais deste grupo a
laminite foi induzida por meio da administragdo de solugdo de CHO contendo 17,6 g de
amido de milho’/kg de peso (MARTINS FILHO, 2002). O amido foi dissolvido em agua
na proporg¢ao de 1:1 e administrado por sonda nasogastrica. Decorridas oito horas da
administracao do amido, solucdo de cloreto de sddio a 0,9% (salina) foi administrada
por via intracecal, em volume equivalente a metade do volume da solugéo de CHO.

b) Grupo GCT (grupo CHO-tampao, CHO + solugcdo tampao, n=6): Os animais desse
grupo receberam a mesma solugdo de CHO fornecida aos animais do grupo GCS e oito
horas apds a administragdo do amido, foi administrada, por via intracecal, uma solugcao
tampao® contendo hidréxido de aluminio (AI(OH)s; 3,5 g), hidroxido de magnésio
(Mg(OH).. 65,6 g) e dimeticona (1,2 g), diluidos em agua e em volume equivalente a
metade do volume da solugdo de CHO. O valor do pH da solucéo (9,26) foi aferido por

meio de pHmetro®.

® Tiopentax — Cristalia, Campinas — SP.

” Maizena — Refinagdes de Milho Brasil Ltda, Mogi Guagu - SP.

8 Leite de Magnesia, GlaxoSmithKline, Rio de Janeiro - RJ e Siludrox, Eurofarma Laboratérios Ltda, Sao Paulo - SP.
® Digimed DM-20.
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c) Grupo GAS (controle, agua + solugcdo salina, n=5): Aos animais deste grupo foi
administrado 4gua, por sonda nasogéstrica, em volume equivalente aquele da solugéao
de CHO usada para a inducao da laminite e, oito horas depois, foi administrada solucao

salina por via intracecal em volume igual a metade de agua.

d) Grupo GAT (controle tampédo, agua + solugcdo tampio, n=6): Os animais do grupo
GAT receberam agua, por sonda nasogastrica, em volume equivalente aquele da
solugdo de CHO usada para a indugcado da laminite e, oito horas depois, receberam
solugdo tampao igual a do grupo GCT e em volume igual a metade de agua, por via

intracecal.

2.2.2.b. Intervalos de Avaliacao
Os parametros clinicos e laboratoriais foram avaliados imediatamente antes da
administracao da solucdo de CHO ou solugéo salina (T0) e 8, 12, 24 e 48 horas apds
(T8, T12, T24 e T48) (Fig 1).

TO T8 T12 T24 T48
i # : : o

Inducéo da tamponamento sacrificio
laminite

Figura 1 — Representacdo esquematica do periodo experimental com os respectivos

intervalos de avaliagao.

2.2.3. Procedimentos
2.2.3.a. Avaliacées Clinicas
As variaveis clinicas avaliadas em cada tempo foram: temperatura retal (TR, °C)
por meio de termémetro clinico comercial, freqiiéncia cardiaca (FC, batimentos/min) por
meio de auscultacdo com estetoscopio, frequiéncia respiratéria (FR, respiragdo/min) por
observacdo da movimentacdo do gradil costal durante a inspiracdo e expiragao,
pressdo arterial (Pa, mmHg) por método invasivo, tempo de preenchimento capilar
(TPC, seg) por compressao da mucosa oral da arcada superior determinando-se o
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tempo em seg para o desaparecimento da impressao digital e motilidade cecal (MC,
movimento/3 min) por meio de auscultagao da fossa lombar direita com estetoscépio.

Também foram avaliadas a coloracdo das mucosas conjuntival e oral,
consisténcia e coloracao das fezes, pulso da artéria digital e temperatura do casco por
sensacao tatil, atitude e postura na baia.

As mucosas orais foram classificadas de acordo com sua coloracdo em: résea
palida, rosea ictérica, ictérica hiperémica, levemente hiperémica, moderadamente
hiperémica e hiperémica vermelho-tijolo com presenga de halo toxémico.

As fezes foram classificadas, de acordo com a consisténcia em: cibalas
arredondadas de consisténcia firme, pastosas e de consisténcia liquida (diarréia); e de
acordo com sua coloragdo em verdes e esbranquicadas.

A qualidade do pulso da artéria digital foi classificada de acordo com a pressao
exercida sob os dedos indicador, médio e angular. A deteccédo do pulso sob um anico
dedo foi considerada como pulso fraco, sob dois dedos foi considerada como pulso
normal, sob os trés dedos foi considerada como pulso aumentado e a auséncia de
sensibilidade nos trés dedos foi considerada como pulso imperceptivel ou filiforme.

A avaliacao da claudicacao foi realizada baseando-se na classificacdo proposta
por OBEL (1948) (Tab. 1, capitulo 1).

2.2.4.b. Avaliacoes Laboratoriais

As amostras de sangue foram coletadas por venopungao jugular, uilizando-se o
sistema de colheita a vacuo'® com tubos contendo anticoagulante EDTA
(etilenodiaminotetracético di-sédico) para realizacdo de hemograma completo e
proteinas totais (PT); fluoreto de sédio para dosagem de lactato e glicose; citrato de
sodio para dosagem de fibrinogénio e tubos sem anticoagulante para determinagcédo da
atividade das enzimas AST (aspartato aminotransferase), FA (fosfatase alcalina) e CK
(creatinoquinase).

As amostras do liquido peritoneal foram coletadas por meio de
abdominocentese, com a utilizagdo de cénula mamaria estéril onde acoplou-se uma

seringa de 20 ml para puncao do liquido peritoneal e posterior transferéncia deste para

' BD Vacutainer™. BD Vacuntainer Systems, Preanalytical Solutions, Plymouth, UK.
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tubos a vacuo'® contendo solugcdo anticoagulante EDTA para avaliagdo citoldgica,
fluoreto de sddio para dosagem de lactato e glicose, citrato de sédio para dosagem de
fibrinogénio. Amostras coletadas em tubos sem anticoagulante foram utilizadas para
dosagem das enzimas AST, FA e CK e PT.

Para a contagem de hemacias, leucécitos e células nucleadas (liquido
peritoneal) foi utilizado um diluidor'' e em seguida um contador automatico de células'.
Os esfregacos sanglineos destinados as contagens diferenciais dos leucécitos e
células nucleadas foram corados pela técnica de May-Grunwald-Giemsa. Determinada
a contagem diferencial, os valores percentuais foram multiplicados pela contagem de
leucocitos para a determinacao das concentracdes absolutas dos diversos leucdcitos. O
hematdcrito (Ht) foi obtido pela técnica do microhematdécrito. O teor de hemoglobina foi
determinado por meio de “kit” comercial para hemoglobina' e a leitura efetuada por
meio de um sistema analisador semi-automatico'*.

Para a andlise bioquimica, as amostras de soro, plasma e liquido peritoneal
foram separadas apdés centrifugacao (1.500 X g, 10 minutos), aliquotadas, congeladas e
estocadas a temperatura de 20 C negativos. O teor de PT foi determinado pelo método
de Biureto', a atividade da enzima AST pelo método de Reitman-Frankel'®, da CK pelo
método IFCC' e a FA pelo método de Bowers-Mccoms modificado’®, e as
concentragdes de glicose pelo método de Bondar e Mead modificado' utilizando-se
conjunto de reagentes comerciais. A concentracdo de fibrinogénio® e os valores do
lactato®' foram determinada utilizando-se “kit” comercial. As leituras das andlises para
obtencdo dos resultados finais foram conduzidas em espectrofotdmetro semi-

automatico com luz de comprimento de onda apropriado para cada teste®. A densidade

"' DA500 — CELM Cia Equip. Labort. Modernos, Barueri - SP.

'2.CC510 — CELM Cia Equip. Labort. Modernos, Barueri - SP.

'® Hemoglobina - LABTEST Diagnéstica S.A., Lagoa Santa - MG.

' Labquest® Bio 2000 - LABTEST Diagnéstica S.A., Lagoa Santa - MG.

'* Ensaio Cinético em Ultravioleta - Biureto, LABTEST Diagnéstica S.A., Lagoa Santa - MG.

'® AST/GOT Liquiform, ensaio cinético em ultravioleta — LABTEST Diagnostica S.A., Lagoa Santa — MG.

7 CK-NAC Liquiform, ensaio cinético em ultravioleta — LABTEST Diagnéstica S.A., Lagoa Santa — MG.

'® Fosfatase Alcalina Liquiform, ensaio cinético colorimétrico — LABTEST Diagnéstica S.A., Lagoa Santa — MG.
' Glicose HK Liquiform, ensaio cinético em ultravioleta—LABTEST Diagnéstica S.A., Lagoa Santa — MG.

%0 Fibrinogen - Sigma-Aldrich, St. Louis — MO - USA.

2 Lactato — LOD-PAP, método enzimatico colorimétrico — Katal Biotecnoldgica Ind. Com. Ltda, Belo Horizonte, MG.
22 | abquest® Bio 2000 - LABTEST Diagndstica S.A., Lagoa Santa, MG.
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do liquido peritoneal foi medida por meio de refratometria®® e o pH foi mensurado por
meio de fitas indicadoras de pH?*.

As amostras do contetudo cecal foram coletadas assepticamente por meio de
bombeamento a vacuo através da canula cecal, enquanto as amostras do contetdo
fecal foram coletadas diretamente da ampola retal, passadas em coador confeccionado
em TNT® para obtencéo do liquido fecal. O pH de ambas as amostras foi mensurado
por meio de fitas indicadoras de pH®® imediatamente apés a colheita.

A dosagem de eletrdlitos foi realizada a partir de amostras de sangue venoso
colhidas em tubos estéreis contendo heparina sddica, centrifugadas a 1500 X g por
minuto e o plasma sobrenadante foi coletado, aliquotado e estocado em tubos de
polipropileno em freezer — 70°C até serem analisadas. As concentragdes de eletrolitos
sodio (Na*), potassio (K*), célcio (Ca?*), magnésio (Mg®*) e cloro (CI') e o pH sangiiineo
foram determinados por meio de analisador sangiiineo®.

A dosagem de 6xido nitrico (NO) foi realizada a partir de amostras de sangue e
liquido peritoneal colhidas em tubos estéreis contendo heparina sddica, centrifugadas a
1500 X g por 10 minutos e o plasma sobrenadante foi coletado, aliquotado e estocado
em tubos de polipropileno em freezer - 70 °C até serem analisadas para a concentragéo
de NO.

As concentragdes de NO plasmético e do liquido peritoneal foram determinadas
utilizando-se o0 método de quimioluminescéncia. Uma aliquota de cada animal foi
descongelada em temperatura ambiente e em local escuro durante 20 a 30 minutos. O
volume de 20 pL de cada amostras foi transferido para tubos de polipropileno e
desproteinizadas pela adicdo de 80 uL de sulfato de zinco (ZnSQO4) e 100 uL de
hidroxido de sédio (NaOH). A solugcado foi homogeinizada e deixada em descanso
durante 10 minutos em ambiente escuro. Mais tarde, as amostras foram centrifugadas a
10000 X g durante 5 minutos e o sobrenadante foi removido para a analise. Em um tubo
de polipropileno foi colocada uma pastilha de cadmio (Cd) e adicionou-se 0,2 mL de
acido sulfurico (H2SO4). Removeu-se o sobrenadante e adicionou-se 1 mL de agua

2 Refratdmetro modelo P2-NE - ATAGO.CO. LTD, Téquio — Japao.

2 pH Universal Indikator strips (0-14), Merck & Co., Inc, NJ - USA.

 Tecido néo-tecido, 100% poliuretano ndo texturizado

** pH Universal Indikator strips (0-14), Merck & Co., Inc, NJ, USA

%7 Stat Profile® Critical care Xpress — CCX 12 Full Care Profile. Nova Biomedical, Walthan, MA — EUA.
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deionizada (dH20), lavando as pastilhas e removendo o liquido. Adicionou-se entéo 0,2
mL de sulfato de cobre (CuSQy) e inverteu-se o tubo gentilmente cerca de 10 vezes até
as pastilhas adquirirem a coloragdo preta. Na sequéncia, removeu-se 0 liquido e
adicionou-se 1 mL de dH>O agitando varias vezes para a lavagem completa das
pastilhas. Finalmente, como preparacdo do redutor Cd-Cu, adicionou-se 0,2 mL de
solugéo tampao removendo completamente a solugdo apds a lavagem.

Em cada tubo contendo o redutor, adicionou-se 100 uL da amostra ou a solucao
padrao e 100 pL de solugdo tampéao. Os tubos foram colocados em agitador automatico
por 25 minutos. Em seguida os tubos foram centrifugados e o sobrenadante foi retirado
para realizacdo imediata da medida do nitrito. A medida da concentragcdo do NO foi
realizada utilizando um sistema de detecgao eletroquimica de NO?.

As analises hematolégicas e bioquimicas foram realizadas no Laboratério de
Pesquisa do Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinaria da FCAV/UNESP. As
dosagens de eletrélitos e NO foram realizadas nas dependéncias do Department of
Veterinary Clinical Sciences da School of Veterinary Medicine-Louisiana State
University, Baton Rouge, LSU.

2.2.5. Analise Estatistica

Os dados foram submetidos a teste de normalidade (Shapiro-Wilk) e
posteriromente, a andlise de variancia de duas vias seguida do teste Tukey para
comparacdo de média (SAS - Statistical Analysis Sistem)®-. Foi considerado um nivel
de significancia de p < 0,05. Os parametros clinicos (atitude, temperatura do casco,
pulso digital, coloracdo das membranas e consisténcia e coloracdo de fezes) foram
apresentados de forma descritiva. Para o grau de OBEL, a frequiéncia dos escores foi
analisada utilizando-se o método de Cochran-Mantel-Haenszel. As diferencas
significativas na distribuicdo dos escores entre os grupos foram determinadas
utilizando-se o método estatistico do teste do qui-quadrado ((x°) com nivel de
significancia de 5%. O valor modal do escore (mais freqlente) foi utilizado como o

resumo da medida para o grau de OBEL.

% |SO-NO mark I, isolated NO meter, Word Precision Instruments, Stevenage — UK.
2 SAS for Windows versdo 9.1, SAS Institute, Cary, NC, EUA.
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2.3. RESULTADOS
2.3.1. Avaliacao Clinica

Foram observados sinais de claudicacdo nos animais dos GCS e GCT. O
periodo de aparecimento de sinais de claudicagdo entre esses grupos apresentou
diferenca (p<0,0001), sendo que o tempo médio necessario para que 50% dos equinos
demonstrassem grau 1 de OBEL no GCS e GCT foi 12 e 24 horas ap6s a administracao
do CHO, respectivamente (Tab. 2). O aumento da temperatura da muralha do casco foi
coincidente ao aumento do grau de OBEL nesses grupos. As variagoes dos graus de
OBEL para cada grupo ao longo do periodo experimental estdo representadas na Fig.2.

Os animais que demonstraram sinais de claudicagéo, tanto no GCS quanto no
GCT, apresentaram sinais evidentes de dor moderada (67% e 33% respectivamente) a
severa (17% e 33%, respectivamente) a partir de T24, deitando na baia a partir de T24
(33% em ambos os grupos), e em alguns casos relutando se levantar (17% em ambos
0S grupos).

Os equinos expostos a sobrecarga de CHO apresentaram alteragcdes na
qualidade do pulso das artérias digitais dos membros toracicos, sendo que este estava
aumentado em 50 % dos animais do GCS a partir de 12 horas e em 67% dos animais
do GCT 24 horas apés a indugao da laminite. Essas alteragdes perduraram até o final
do periodo experimental. Nao foram notadas quaisquer altera¢cées na qualidade do
pulso das artérias digitais dos membros toracicos dos GAS e GAT.

Oitenta e trés por cento dos animais do GCT apresentaram fezes de consisténcia
pastosa e coloracao verde-esbranquicada entre oito e 12 horas e, ap6s esse periodo,
50% dos animais apresentaram diarréia acompanhada de depressdao e desconforto
abdominal, sendo que ao final de 48 horas de observacao esse indice alcangcou 60%.
No GCS, 33% dos animais apresentaram fezes de consisténcia pastosa e coloragao
verde-esbranquicada entre 12 e 24 horas, sendo que 66% apresentaram diarréia com
depressao e desconforto abdominal apds 24 horas. A consisténcia e o aspecto das
fezes dos animais dos grupos GAS e GAT nado se alteraram no decorrer do
experimento, bem como ndo foram observados sinais de depressdo ou desconforto

abdominal.
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A motilidade cecal dos animais dos GAS e GAT apresentou-se normal durante
todo o periodo experimental. Foi observado no GCT, 24 horas apds a administragédo do
CHO, aumento da motilidade cecal quando comparado ao valor basal (p=0,0008). Os
grupos que receberam CHO apresentaram aumento da motilidade em T48 (p=0,01;
p=0,0023), também comparado ao valor basal (Tab. e Fig. 3).

A congestao das mucosas orais nos animais dos GCT foi evidente a partir de 12
horas ap6és a indugdo, quando 50% dos animais apresentaram coloragao
moderadamente hiperémica. No T48, intensa coloragdo vermelho-tijolo com halo
toxémico ja era evidente em 50% dos animais com concomitante aumento do TPC
(Tab. e Fig. 4). No GCS, 60% dos animais apresentaram coloracdo moderadamente
hiperémica a partir de T24 e 40% dos animais apresentaram halo toxémico gengival 48
horasoras po6s-inducdo. A coloracdo da mucosa oral do GAS e GAT apresentou-se
résea em todos os momentos de avaliagao.

Elevagdes da FC foram evidentes no GCS e GCT as 48 horasoras quando
comparada com TO (p<0,0001 e p=0,0024, respectivamente). Nao foram observadas,
ao longo do periodo experimental, alteracées na FC dos equinos dos grupos GAS e
GAT (Tab. e Fig. 5).

Os valores da temperatura retal registrados para todos os grupos apresentaram
alteracdes entre T8 e T12 (p<0,0001). Em GAS e GAT retornaram aos valores basais.
Em GCS e GCT mantiveram-se elevadas até T48 (p<0,0001) (Tab. e Fig. 6).

Nao foram observadas alteragdes na frequ6encia respiratoria e pressao arterial
média em enhum dos grupos estudados.

Entre o periodo de 24 e 36 horas um animal do GCS e outro do GCT vieram a
Obito. Eles apresentavam atonia intestinal, distensdo abdominal, mucosa oral
hiperémica e cianose. As extremidades dos membros toracicos estavam frias ao toque.
Entretanto, todos os dados registrados até T24 destes animais foram incluidos nos
resultados.
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Tabela 2 — Freqléncia (%) dos escores de grau de claudicacao segundo OBEL em
equinos com laminite induzida por sobrecarga de CHO tratados com

solugao salina (GCS) ou solugao tampao.

Escore Grupo Basal Tempo apds administracdo do CHO (h)

0 8 12 24 48
GCS 100 67 17 0 0
0 GCT 100 83 67 0 0

GCS 0 33 W%y 17 0
1 GCT 0 17 17 78 o

GCS 0 0 33 67 80
2 GCT 0 0 17 33 60
GCS 0 0 0 0 0
3 GCT 0 0 0 0 20
GCS 0 0 0 17 20

4 GCT 0 0 0 17 20

4 -
* —@- GAS
—— GAT

—l— GCS
GCT

Grau de claudicagéo de Obel

o s 12 2 w
tempo (h)
Figura 2 — Representacao grafica da mediana £ DP do grau de claudicacao segundo
OBEL, ao longo de 48 horas apés a inducao da laminite por sobrecarga de
CHO em equinos tratados com solugdo tampdo ou solugcdo salina.

*Diferente do valor basal (teste Tukey, p< 0,05).
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Tabela 3 — Média e desvio padrdao da motilidade cecal (movimentos/3 minutos) em
equinos dos grupos GAS (controle), GCS (controle CHO), GCT (CHO-
tampao), GAT (controle tampao) ao longo de 48 horas apds a indugao da

laminite por sobrecarga de CHO.

GRUPOS Basal Tempo apoés administracdo do CHO (h)
8 12 24 48
GAS 1,22 1,22 1,42 1,02 0,82
[0,8] [0,8] [0,5] [0,7] [0,8]
GCS 1,3 1,62 1,02 1,02 2 oP*
[0,5] [0,9] [1,1] [1,1] [0,4]
GCT 1,82 1,82 1,32 1,8°* 2 ob*
[0,4] [0,4] [1,0] [1,2] [0,8]
GAT 1,52 1,32 0,82 1,02 1,02
[0,5] [0,5] [0,8] [0,6] [1,0]

letra distinta denota diferenca entre os grupos (teste Tukey, p< 0,05).
* diferente do valor basal; [ ] desvio padrao.

—@— GAS
— GCS

GCT
— GAT

Movimento cecal (movimentos/3 min)
n

0 8 12 24 48

tempo (h)

Figura 3 — Representacao grafica dos valores médios (tDP) da motilidade cecal em
equinos dos grupos GAS (controle), GCS (controle CHO), GCT (CHO-
tampao), GAT (controle tampéao) ao longo de 48 horas apds a indugao da
laminite por sobrecarga de CHO. *Diferente do valor basal (teste Tukey, p<
0,05).
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Tabela 4 — Média e desvio padrdao do tempo de preenchimento capilar (seg) em equinos
dos grupos GAS (controle), GCS (controle CHO), GCT (CHO-tampéao), GAT
(controle tampéao) ao longo de 48 horas apds a indugdo da laminite por
sobrecarga de CHO.

GRUPOS Basal Tempo apoés administracdo do CHO (h)
8 12 24 48

GAS 2,02 2,02 2,02 2,02 2,02
[0,0] [0,0] [0,0] [0,0] [0,0]

GCS 2,02 2,32 2,50 2,50 2,62
[0,0] [0,5] [0,5] [0,5] [0,5]

GCT 2,02 2,32 2,6%* 2,6°* 2 8%*
[0,0] [0,8] [0,8] [0,8] [0,8]

GAT 2,02 2,02 2,02 2,02 2,12
0,0] [0,0] [0,0] [0,0] [0,4]

letra distinta denota diferenca entre os grupos (teste Tukey, p< 0,05).
* diferente do valor basal; [ ] desvio padrao.

‘- -8- GAS
—- GCS

GCT
- GAT

Tempo preenchimento capilar (seg)

tempo (h)
Figura 4 — Representacdo grafica dos valores médios (xDP) do tempo de
preenchimento capilar em equinos dos grupos GAS (controle), GCS
(controle CHO), GCT (CHO-tampao), GAT (controle tampao) ao longo de 48
horas apds a inducdo da laminite por sobrecarga de CHO. *Diferente do

valor basal (teste Tukey, p< 0,05).
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Tabela 5 — Média e desvio padrao da freqiéncia cardiaca (batimentos/min) em equinos
dos grupos GAS (controle), GCS (controle CHO), GCT (CHO-tampao), GAT
(controle tampéao) ao longo de 48 horas apods a indugdao da laminite por
sobrecarga de CHO.

GRUPOS Basal Tempo apoés administracdo do CHO (h)
8 12 24 48
GAS 362 39% 392 35° 418
[12] [10] [10] [7] (5]
GCS 312 432 372 432 52%*
[2] [10] [6] (8] [38]
GCT 372 42° 40° 432 710
[7] (5] [4] [12] [31]
GAT 32° 412 322 342 312
[9] [7] [9] [6] [8]

letra distinta denota diferenca entre os grupos (teste Tukey, p< 0,05).
* diferente do valor basal; [ ] desvio padrao.

—@—- GAS
—- GCS
* GCT
- GAT

100

[e:]
o
I

(2}
o
I

N
o

Freqliéncia cardiaca (batimentos/min)
3

T T T T T
0 8 12 24 48

tempo (h)

Figura 5 — Representagao gréafica dos valores médios (+tDP) da frequéncia cardiaca em
equinos dos grupos GAS (controle), GCS (controle CHO), GCT (CHO-
tampao), GAT (controle tampao) ao longo de 48 horas apds a inducdo da
laminite por sobrecarga de CHO. *Diferente do valor basal (teste Tukey, p<
0,05).
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Tabela 6 — Média e desvio padrao da temperatura retal (°C) em eqlinos dos grupos
GAS (controle), GCS (controle CHO), GCT (CHO-tampéo), GAT (controle
tampao) ao longo de 48 horas apés a inducao da laminite por sobrecarga de

CHO.

GRUPOS Basal Tempo apoés administracdo do CHO (h)
8 12 24 48

GAS 37,22 38,02  38,3** 37,62 37,42
[0,4] [0,2] [0,4] [0,5] [0,5]

GCS 37,52 38,5  383** 380%™ 388"
[0,3] [0,3] [0,2] [0,3] [0,6]

GCT 37,02 38,4%* 382%™  384°* 389
[0,5] [0,4] [0,4] [0,4] [1,2]

GAT 37,02 38,2**  38,0** 37,42 37,6%*
[0,4] 0,2] [0,5] [0,3] [0,3]

letra distinta denota diferenca entre os grupos (teste Tukey, p< 0,05).
* diferente do valor basal; [ ] desvio padrao.

40 4 —@— GAS
» — GCS
GCT

— GAT

39 1

38 1

Temperatura retal (°C)

37 1

36

T T T T T
0 8 12 24 48

tempo (h)

Figura 6 — Representacao grafica dos valores médios (xDP) da temperatura retal em
equinos dos grupos GAS (controle), GCS (controle CHO), GCT (CHO-
tampéo), GAT (controle tampao) ao longo de 48 horas apds a indugdo da
laminite por sobrecarga de CHO. *Diferente do valor basal (teste Tukey, p<
0,05).
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2.3.2. Analise Hematoldgica e Bioquimica

Foi observado aumento na contagem total de leucécitos nos grupos GCS, GCT e
GAT em T8. Esses valores continuaram aumentados em GCS e GCT até o final do
periodo experimental (p<0,0001). Em GAT esses valores tenderam a retornar aos
valores basais (Tab. e Fig. 7). Na contagem diferencial de leucécitos observou-se que
essa elevacdo deveu-se, principalmente, ao aumento no numero de neutréfilos
segmentados (p<0,0001, Tab. e Fig. 8). Os valores médios absolutos de neutréfilos
bastonetes, eosindéfilos, mondcitos, linfocitos e baséfilos ndo apresentaram diferencas
significativas no decorrer do experimento.

No GCS e GCT observou-se aumento no numero de eritrécitos e no valor do Ht
entre 24 e 48 horasoras apdés O CHO (p=0,0347; p=0,0287). No GCT houve aumento
no teor de Hb enquanto no GCS os valores permaneceram dentro dos valores basais
durante todo o periodo experimental (p=0.0444) (Tab. e Fig. 9, 10 e 11).

Nao foram observadas alteragcbes entre os grupos nos eletrélitos sanglineos.
Apesar disso, notou-se aumento nas concentragdes de ClI' no GCT entre T8 e T24 e no
GCS entre T12 e T24 (p=0,0433; Tab. e Fig. 12). Foi observado também aumento nas
concentragcdes de Mg** em GAT entre T12 e T48 (p=0,0213; Tab. e Fig. 13). As médias
dos valores do pH venoso diminuiram em GCS e GCT logo apés a inducao da laminite
até T48 (p<0,0001; Tab. e Fig. 14).

Nao se observaram quaisquer alteragcdes na concentracdo plasmatica de
fibrinogénio, proteinas totais, AST, CK e FA no decorrer do experimento. Foi observado
aumento nos valores do lactato a partir de 8 h em GCS (p=0,0281) e a partirde 12 h em
GCT (p=0,0420), mantendo-se elevados em ambos os grupos até T48 (Tab. e Fig. 15).

Os valores da concentragao de NO sérico ndo apresentaram alteragoes.
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Tabela 7 — Média e desvio padrao de leucdcitos (x 10%/uL) no sangue de eqiiinos dos
grupos GAS (controle), GCS (controle CHO), GCT (CHO-tampéao), GAT
(controle tampéao) ao longo de 48 horas apds a indugdo da laminite por

sobrecarga de CHO.
GRUPOS Basal Tempo apoés administracdo do CHO (h)
8 12 24 48
GAS 8,32 9,42 9,12 8,32 8,4
12,1] [1,8] [1,5] [1,8] [2,3]
GCS 9,52 134%% 1143 114 14,0™
[1,2] [1,7] [2,4] [1,5] [2,0]
GCT 8,32 10,9 0,82 11,0 12,8
13,2] [4,3] [4,5] 3,6] [4,6]
GAT 8,42 8,9% 9,9% 8,92 9,32
11,8] [1.,8] 11,9] [1,9] [1,7]

Letra distinta denota diferenga entre os grupos (teste Tukey, p< 0,05).
* diferente do valor basal; [ ] desvio padrao.

—@— GAS

20 - GCS
GCT
— GAT

—_
o
I
*
1

Leucécitos totais (x 10°)
>

T T T T T
0 8 12 24 48

tempo (h)

Figura 7 — Representacao grafica dos valores médios (xDP) de leucécitos no sangue de
equinos dos grupos GAS (controle), GCS (controle CHO), GCT (CHO-
tampao), GAT (controle tampao) ao longo de 48 horas apds a inducdo da
laminite por sobrecarga de CHO. *Diferente do valor basal (teste Tukey, p<
0,05).
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Tabela 8 — Média e desvio padrdo de neutréfilos segmentados (x 10%/uL) no
sangue de equinos dos grupos GAS (controle), GCS (controle CHO), GCT
(CHO-tampao), GAT (controle tampéao) ao longo de 48 horas apds a indugao
da laminite por sobrecarga de CHO.

GRUPOS Basal Tempo apoés administracdo do CHO (h)
8 12 24 48

GAS 4,82 5,52 5,42 4,72 4,72
[1,5] [1,8] [1,4] [1,1] [1,9]

GCS 5’88 7,83* 8,08* 8,8bc* 11 ,Ob*
[1,3] [4,3] 12,7] [1,9] [2,5]

GCT 4,92 6,3%* 7,5 9,20 10,7°
12,2] [4,2] [3,6] [4,2] [4,7]

GAT 4,42 6,12 6,3 5,4%¢ 4,9%*
[1,2] [1,6] 12,1] [1,4] [1,7]

Letra distinta denota diferenga entre os grupos (teste Tukey, p< 0,05).
* diferente do valor basal; [ ] desvio padréo.

—@- GAS

20 - —— GCS
GCT

—3- GAT
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*
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0 8 12 24 48
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Figura 8 — Representagao grafica dos valores médios (xDP) de neutréfilos segmentados
no sangue de equinos dos grupos GAS (controle), GCS (controle CHO), GCT
(CHO-tampao), GAT (controle tampéao) ao longo de 48 horas ap06s a indugao
da laminite por sobrecarga de CHO. *Diferente do valor basal (teste Tukey, p<
0,05).
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Tabela 9 — Média e desvio padréo de eritrécitos (x 10%/uL) em eqtiinos dos grupos GAS
(controle), GCS (controle CHO), GCT (CHO-tampéao), GAT (controle tampao)
ao longo de 48 horas apés a inducao da laminite por sobrecarga de CHO.

GRUPOS Basal Tempo apoés administracdo do CHO (h)
8 12 24 48

GAS 5,92 6,0 6,0%° 5,82 6,0
[0,3] [0,6] [0,4] [0,7] [0,5]

GCS 6,7° 6,7% 6,8° 6,5° 7,9
[0,3] [0,4] [0,5] [0,3] [1,5]

GCT 6,12 6,0 6,3° 6,02 7,45*
[0,7] [0,8] [1,2] [1,2] [1,0]

GAT 6,12 6,22 6,5% 6,32 6,12
[0,7] [0,4] [0,6] [0,9] [0,6]

Letra distinta denota diferenga entre os grupos (teste Tukey, p< 0,05).

* diferente do valor basal; [ ] desvio padrao.

Eritrocitos(x 10°%)
~

—@— GAS
- GCS

GCT
- GAT

tempo (h)

T
48

Figura 9 — Representacao grafica dos valores médios (xDP) de eritrocitos em equinos
dos grupos GAS (controle), GCS (controle CHO), GCT (CHO-tampéo), GAT
(controle tampao) ao longo de 48 horas apdés a indugdo da laminite por
sobrecarga de CHO. *Diferente do valor basal (teste Tukey, p< 0,05).
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Tabela 10 — Média e desvio padrao dos teores de hemoglobina (g/dL) em equinos dos
grupos GAS (controle), GCS (controle CHO), GCT (CHO-tampéao), GAT
(controle tampéao) ao longo de 48 horas apds a indugdao da laminite por

sobrecarga de CHO.

GRUPOS Basal Tempo apoés administracdo do CHO (h)

8 12 24 48

GAS 9,32 9,22 8,82 8,82 9,22

[0,8] [1,0] [0,8] [0,8] [1,5]
GCS 10,62 10,52 11,0° 10,6°  11,0°

[1,1] [0,9] [1,3] [1,2] [2,3]
GCT 9,62 1032 102  103%®  12,3%*

[1,6] [1,3] [1,9] [1,7] [1,3]

GAT 9’33 9,8a 10,0ab 9,8ab 9’630

[1.7] [1.2] [1.7] [1.6] [1.3]
Letra distinta denota diferenga entre os grupos (teste Tukey, p< 0,05).
* diferente do valor basal; [ ] desvio padrao.

14 4 —@— GAS

- GCS
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Figura 10 — Representacdo gréfica dos valores médios (+tDP) dos teores de
hemoglobina em equinos dos grupos GAS (controle), GCS (controle CHO),
GCT (CHO-tampao), GAT (controle tampao) ao longo de 48 horas apos a

indugé@o da laminite por sobrecarga de CHO. *Diferente do valor basal (teste
Tukey, p< 0,05).
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Tabela 11 — Média e desvio padrdao do hematécrito (%) em eqlinos dos grupos GAS
(controle), GCS (controle CHO), GCT (CHO-tampéao), GAT (controle tampao)

ao longo de 48 horas ap6és a inducao da laminite por sobrecarga de CHO.

GRUPOS Basal Tempo apoés administracdo do CHO (h)
8 12 24 48
GAS 282 28% 272 272 28%
[ (11 (1] (1] [2]
GCS 30° 32° 33P 32P 352+
[2 [4] [4] [3] [0l
GCT 29° 312 3% 31%® 3™
[5] [3] [4] [6] [5]
GAT 29° 30° 3% 3% 31%
[2] [4] [4] [4] [4]
Letra distinta denota diferenga entre os grupos (teste Tukey, p< 0,05).
* diferente do valor basal; [ ] desvio padrao.
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¥ —#— GCS
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Figura 11 — Representacado grafica dos valores médios (xtDP) do hemat6crito em
equinos dos grupos GAS (controle), GCS (controle CHO), GCT (CHO-
tampao), GAT (controle tampao) ao longo de 48 horas apds a inducdo da
laminite por sobrecarga de CHO. *Diferente do valor basal (teste Tukey, p<

0,05).
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Tabela 12 — Média e desvio padrdao do cloro (mmol/L) em equinos dos grupos GAS
(controle), GCS (controle CHO), GCT (CHO-tampao), GAT (controle
tampao) ao longo de 48 horas ap6s a inducao da laminite por sobrecarga de

CHO.

GRUPOS Basal Tempo apoés administracdo do CHO (h)
8 12 24 48

GAS 105,22 105,02 106,32 106,92 107,82
12,2] 3,2] [2,8] [2,0] [1,7]

GCS 103,92 106,6** 108,8** 107,1**  105,5%
[5,6] [1,9] 3,6] 5,3] [4,8]

GCT 103,22 107,3**  109,6° 109,62 102,82
12,9] 3,8] [4,6] 3,4] [4,5]

GAT 104,32 104,32  106,2** 106,4**  106,5°
13,9] 3,5] [2,6] [1,9] [2,0]

Letra distinta denota diferenga entre os grupos (teste Tukey, p< 0,05).
* diferente do valor basal; [ ] desvio padrao.
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Figura 12 — Representagao grafica dos valores médios (xtDP) do cloro em equinos dos
grupos GAS (controle), GCS (controle CHO), GCT (CHO-tampéao), GAT
(controle tamp&o) ao longo de 48 horas apds a indugdo da laminite por
sobrecarga de CHO. *Diferente do valor basal (teste Tukey, p< 0,05).
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Tabela 13 — Média e desvio padrao do magnésio (mmol/L) em equinos dos grupos GAS
(controle), GCS (controle CHO), GCT (CHO-tampéao), GAT (controle tampao)
ao longo de 48 horas apés a inducao da laminite por sobrecarga de CHO.

GRUPOS Basal Tempo apoés administracdo do CHO (h)
8 12 24 48

GAS 0,542 0,562 0,572 0,562 0,582
[0,06] [0,05] [0,06] [0,03] [0,05]

GCS 0,542 0,582 0,572 0,572 0,562
[0,07] [0,07] [0,07] [0,08] [0,07]

GCT 0,532 0,542 0,56*  0,54**  0,52%*
[0,07] [0,04] [0,05] [0,04] [0,08]

GAT 0,512 0,54%* 0,622 0,602 0,592
[0,03] [0,03] [0,06] [0,05] [0,02]

Letra distinta denota diferenga entre os grupos (teste Tukey, p< 0,05).
* diferente do valor basal; [ ] desvio padrao.

—@— GAS
- GCS

- GAT

Magnésio (mmol/L)

0,45

tempo (h)

Figura 13 — Representacao grafica dos valores médios (xDP) do magnésio em equinos
dos grupos GAS (controle), GCS (controle CHO), GCT (CHO-tampéo), GAT
(controle tampao) ao longo de 48 horas apds a indugdo da laminite por
sobrecarga de CHO. *Diferente do valor basal (teste Tukey, p< 0,05).
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Tabela 14 — Média e desvio padrao do pH venoso em equlinos dos grupos GAS
(controle), GCS (controle CHO), GCT (CHO-tampéao), GAT (controle tampao)
ao longo de 48 horas apés a inducao da laminite por sobrecarga de CHO.

GRUPOS Basal Tempo apoés administracdo do CHO (h)
8 12 24 48
GAS 7,472 7492 747 7462  7.45%
[0,08] [0,05] [0,10] [0,02] [0,06]
GCS 7,442 7.34%* 739 733%% 7390+
[0,04] [0,04] [0,12] [0,15] [0,18]
GCT 7,432 7,382 7,372 7,28%* 7,362
[0,06] [0,07] [0,12] [0,08] [0,07]
GAT 7,46° 753%  750°  751%  7.47%

[0,09] [0,03] [0,05] [0,07] [0,06]

Letra distinta denota diferenga entre os grupos (teste Tukey, p< 0,05).
* diferente do valor basal; [ ] desvio padrao.
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Figura 14 — Representagao grafica dos valores médios (+DP) do pH venoso em eqliinos
dos grupos GAS (controle), GCS (controle CHO), GCT (CHO-tampéo), GAT
(controle tampao) ao longo de 48 horas apdés a indugdo da laminite por
sobrecarga de CHO. *Diferente do valor basal (teste Tukey, p< 0,05).
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Tabela 15 — Média e desvio padrao de lactato sangiineo (mg/dL) em equinos dos
grupos GAS (controle), GCS (controle CHO), GCT (CHO-tampéao), GAT
(controle tampao) ao longo de 48 horas apds a indugdo da laminite por

sobrecarga de CHO.
GRUPOS Basal Tempo apoés administracdo do CHO (h)
8 12 24 48

GAS 7,02 7,32 8,22 8,28 8,0%
[1,1] [1,2] [1,1] [1,7] 3,3]

GCS 11,22 156 1502  18,0%*  12,6%*
[6,1] [5,3] [5,2] [12,8] [8,2]

GCT 8,6 126® 151 195> 187>
[5,3] [4,3] 5,7] [12,4] 8,3]

GAT 7,62 9,0%® 8,42 10,12 10,42
[1,7] [5,8] 13,1] [5,3] [5,4]

Letra distinta denota diferenga entre os grupos (teste Tukey, p< 0,05).
* diferente do valor basal; [ ] desvio padrao.

30 —@- GAS
—- GCS

* GCT

25 - GAT

20 1

Lactato (mg/dL)
o
X‘* *

T T T
12 24 48

o
o -

tempo (h)

Figura 15 — Representagao grafica dos valores médios (+tDP) do lactato sanglineo em
equinos dos grupos GAS (controle), GCS (controle CHO), GCT (CHO-
tampao), GAT (controle tampao) ao longo de 48 horas apds a inducdo da
laminite por sobrecarga de CHO. *Diferente do valor basal (teste Tukey, p<
0,05).
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2.3.3. Analise do Liquido Peritoneal

Foi observado aumento na contagem de células nucleadas totais entre 12 e 48
horas apos a sobrecarga de CHO nos grupos GCS e GCT (p=0,0019; Tab. e Fig. 16).
Esse aumento ocorreu, principalmente, por aumento de neutréfilos segmentados (Tab.
e Fig. 17) e de células mononucleadas (Tab. e Fig. 18). Os valores absolutos de
eosindfilos, neutréfilos bastonetes e linfécitos e da contagem de eritrécitos ndo se
alteraram no decorrer do experimento.

Nas analises bioquimicas do liquido peritoneal ocorreram alteracées na atividade
da FA entre T12 e T48 nos grupos GCS e GCT (p=0,0121, Tab. e Fig. 19). Houve
aumento nas concentragdes de lactato a partir de 24 horas em GCT (p=0.0134) e as 48
horas em GCS (p=0,0192) (Tab. e Fig. 20).

A concentracao de glicose no liquido peritoneal mostrou-se elevada nos equinos
do GCS e GCT em T48 (p=0,0001; Tab. e Fig. 21). Nao se observou quaisquer
alteragdes na atividade sérica da CK e da AST ou nas concentragdes de fibrinogénio e
de PT no decorrer do experimento, bem como nos valores do pH e densidade do liquido
peritoneal.

Os valores da concentracdo de Oxido nitrico do liquido peritoneal nao

apresentaram alteragoes.
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Tabela 16 — Média e desvio padrdo de células nucleadas peritoneais (x 10%/uL) em
equinos dos grupos GAS (controle), GCS (controle CHO), GCT (CHO-
tampao), GAT (controle tampao) ao longo de 48 horas apds a indugao da
laminite por sobrecarga de CHO.

GRUPOS Basal Tempo apoés administracdo do CHO (h)
8 12 24 48
GAS 4,22 5,92 5,12 4,8° 3,6%
3,5] 6,0] [4,8] [4,3] [2,7]
GCS 3,32 2,92 4,42 43,8°*  61,0°
[3,2] [2,9] [4,6] [41,1] [43,0]
GCT 1,52 1,62 3,0 08.8°*  37,3%*
[0,8] [0,4] [1,8] [24,3] [19,2]
GAT 3,8 3,72 4,32 6,2 5,12
3,6] [2,9] 3,7] [7,5] [4,1]

Letra distinta denota diferenga entre os grupos (teste Tukey, p< 0,05).
* diferente do valor basal; [ ] desvio padrao.
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Figura 16 — Representagédo grafica dos valores médios (+DP) das células nucleadas
peritoneais em equinos dos grupos GAS (controle), GCS (controle CHO),
GCT (CHO-tampao), GAT (controle tampao) ao longo de 48 horas apos a
indugé@o da laminite por sobrecarga de CHO. *Diferente do valor basal (teste
Tukey, p< 0,05).
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Tabela 17 — Média e desvio padrdo de neutréfilos segmentados peritoneais (x 10%/uL)
em equinos dos grupos GAS (controle), GCS (controle CHO), GCT (CHO-
tampao), GAT (controle tampao) ao longo de 48 horas apds a inducdo da

laminite por sobrecarga de CHO.

GRUPOS Basal Tempo apoés administracdo do CHO (h)
8 12 24 48
GAS 1,62 3,82 3,22 2,8% 2,02
[1,1] [4,5] 13,7] [2,7] [1,8]
GCS 1,62 1,72 2,12 325%% 42,3
[2,4] [2,2] [3,3] [39,6] [35,0]
GCT 1,22 0,92 2,02 15,1% 31,4
[0,9] [0,1] [2,2] [11,8] [21,0]
GAT 1,72 1,62 2,02 3,9%¢ 3,28
[1,4] [1,1] [1,4] [5,5] 3,0]

Letra distinta denota diferenga entre os grupos (teste Tukey, p< 0,05).

* diferente do valor basal; [ ] desvio padrao.
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Figura 17 — Representagdo grafica dos valores médios (+DP) dos neutréfilos

segmentados peritoneais em equinos dos grupos GAS (controle), GCS
(controle CHO), GCT (CHO-tampao), GAT (controle tampé&o) ao longo de 48

horas ap6s a indugao da laminite por sobrecarga de CHO. *Diferente do valor

basal (teste Tukey, p< 0,05).
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Tabela 18 — Média e desvio padrdo de células mononucleadas peritoneais (x 10%/uL)
em equinos dos grupos GAS (controle), GCS (controle CHO), GCT (CHO-
tampao), GAT (controle tampao) ao longo de 48 horas apds a inducdo da
laminite por sobrecarga de CHO.

GRUPOS Basal Tempo apoés administracdo do CHO (h)
8 12 24 48

GAS 2,12 1,52 1,42 1,72 1,22
12,3] [1,2] [1,1] [1,5] [0,9]

GCS 0,8 0,8% 0,22 1,82 2,730
[0,9] [0,8] [0,2] [1,8] 13,2]

GCT 0,72 0,52 0,42 3,0%* 3,50
[0,7] [0,2] [0,3] [2,9] [1,1]

GAT 1,72 1,82 1,72 1,92 1,42
12,4] [1,9] 12,1] [1,9] [1,0]

Letra distinta denota diferenga entre os grupos (teste Tukey, p< 0,05).
* diferente do valor basal; [ ] desvio padrao.
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Figura 18 — Representacdo grafica dos valores médios (xDP) das células

mononucleadas peritoneais em equinos dos grupos GAS (controle), GCS
(controle CHO), GCT (CHO-tampao), GAT (controle tampéao) ao longo de 48
horas ap6s a inducao da laminite por sobrecarga de CHO. *Diferente do valor
basal (teste Tukey, p< 0,05).
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Tabela 19 — Média e desvio padrdao da enzima FA peritoneal (U/L) em equinos dos
grupos GAS (controle), GCS (controle CHO), GCT (CHO-tampéao), GAT
(controle tampao) ao longo de 48 horas apds a indugdo da laminite por

sobrecarga de CHO.
GRUPOS Basal Tempo apoés administracdo do CHO (h)
8 12 24 48

GAS 56,32 69,6% 79,62 71,32 64,6%
[18,0] [27,3] [53,9] [41,3] 130,7]

GCS 43,02 41,42 117,72 5756™  358,6™
[10,8] [19,5] [139,0] [554,4] [386,1]

GCT 38,6° 35,82 60,82  323.9%F 2554°C*
[10,1] [8,7] [28,1] [272,8] [213,1]
GAT 60,82 50,92 48,32 49,72 49,72
[64,0] [36,9] [23,2] [29,7] [24,2]

Letra distinta denota diferenga entre os grupos (teste Tukey, p< 0,05).
* diferente do valor basal; [ ] desvio padrao.
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Figura 19 — Representacao grafica das variacdes Ida FA peritoneal em equinos dos
grupos GAS (controle), GCS (controle CHO), GCT (CHO-tampéao), GAT
(controle tampé&o) ao longo de 48 horas apds a indugdo da laminite por
sobrecarga de CHO. *Diferente do valor basal (teste Tukey, p< 0,05).
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Tabela 20 — Média e desvio padrao do lactato peritoneal (mg/dL) em eqlinos dos
grupos GAS (controle), GCS (controle CHO), GCT (CHO-tampéao), GAT
(controle tampao) ao longo de 48 horas apdés a indugdo da laminite por

sobrecarga de CHO.
GRUPOS Basal Tempo apoés administracdo do CHO (h)
8 12 24 48

GAS 7,02 6,92 7,0%° 7,82 9,32
[1,9] [1,4] [1,8] [1,3] [3,1]

GCS 9,02 12,32 15,0  133% 29,02+
[6,3] [5,0] [5,6] [6,9] [24,5]

GCT 11,32 13,82 175> 255°% 260"
[8,3] [2,4] [6,5] [18,7] [14,8]

GAT 8,12 8,92 6,82 8,72 11,22
[1,7] [5,7] [2,0] [6,0] [5,9]

Letra distinta denota diferenga entre os grupos (teste Tukey, p< 0,05).
* diferente do valor basal; [ ] desvio padrao.
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Figura 20 — Representacao grafica dos valores médios (+tDP) do lactato peritoneal em
equinos dos grupos GAS (controle), GCS (controle CHO), GCT (CHO-
tampao), GAT (controle tampao) ao longo de 48 horas apds a inducdo da
laminite por sobrecarga de CHO. *Diferente do valor basal (teste Tukey, p<
0,05).
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Tabela 21 — Média e desvio padrao da glicose peritoneal (mg/dL) em eqlinos dos
grupos GAS (controle), GCS (controle CHO), GCT (CHO-tampéao), GAT

(controle tampéao) ao longo de 48 horas apods a indugdao da laminite por
sobrecarga de CHO.

GRUPOS Basal Tempo apoés administracdo do CHO (h)
8 12 24 48
GAS 83,12 88,9° 92,62 77,92 87,02
[7,4] [8,6] [9,8] [16,6] 5,2]
GCS 73,9 82,62 77,22 08,6°  123,4°*
[12,9] [19,6] [17,2] [7,4] [45,9]
GCT 76,12 93,6°*  845° 80,32  117,0°*
[9,6] [12,2] [15,1] [27,9] [22,6]
GAT 84,42 87,02 96,6% 102,02 103,0%°
[6,3] [7,4] [7,9] [5,5] [20,4]

Letra distinta denota diferenga entre os grupos (teste Tukey, p< 0,05).
* diferente do valor basal; [ ] desvio padrao.
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Figura 21 — Representacao grafica dos valores médios (+DP) da glicose peritoneal em
equinos dos grupos GAS (controle), GCS (controle CHO), GCT (CHO-
tampéo), GAT (controle tampao) ao longo de 48 horas apds a indugdo da

laminite por sobrecarga de CHO. *Diferente do valor basal (teste Tukey, p<
0,05).
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2.3.4. Analise do Conteudo Cecal

Foi observado reducdo nos valores do pH cecal a partir de 8 horas da
administracao da sobrecarga de CHO nos grupos GCS e GCT (p<0,0001; Tab. e Fig.
22). No entanto, no GCT notou-se que apés 24 horas da administragcdo do CHO esses
valores retornaram aos valores basais, enquanto no GCS permaneceu reduzido até o
final do periodo experimental. Quando os grupos com laminite induzida foram
comparados entre si, pode-se observar qua a redugdo do pH foi mais pronunciada no
GCS que no GCT (p<0,0001).
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Tabela 22 — Média e desvio padrao do pH cecal em equinos dos grupos GAS (controle),
GCS (controle CHO), GCT (CHO-tampéao), GAT (controle tamp&o) ao longo
de 48 horas apos a inducao da laminite por sobrecarga de CHO.

GRUPOS Basal Tempo apoés administracdo do CHO (h)
8 12 24 48

GAS g? 8? 8? g? g?°
(1] (1] (1] (1] (1]

GCS ga 5b* 6b* 6b* 7b*
11 11 1l (1 (1
GCT 98 60* 7C* 7C* 80
[0} [1] [1] 2] [1]
GAT ga 68 7a 7a 88

[1] [1] [1] [2] [1]
Letra distinta denota diferenga entre os grupos (teste Tukey, p< 0,05).
* diferente do valor basal; [ ] desvio padrao.
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Figura 22 — Representacao grafica dos valores médios (xDP) do pH cecal em equinos
dos grupos GAS (controle), GCS (controle CHO), GCT (CHO-tampéo), GAT
(controle tampao) ao longo de 48 horas apds a inducao da laminite por
sobrecarga de CHO. *Diferente do valor basal (teste Tukey, p< 0,05).
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2.4. DISCUSSAO

A determinagcédo dos intervalos de avaliacdo estabelecidos dentro do periodo
experimental foi fundamentada em estudos anteriores onde se definiu que a partir de 12
horas apdés a administracdo do CHO ja é possivel observar sinais clinicos do
desenvolvimento da laminite, representado pelo grau 1 de Obel alcancando escores
mais elevados dentro de 48 horas (GARNER et al., 1975; SPROUSE et al., 1987;
MARTINS FILHO, 2002). De fato, os animais do grupo controle-CHO (GCS)
apresentaram grau 1 de Obel a partir de 12 horas apdés o CHO alcangando o grau 3 de
Obel j& a partir de 24 horas. Particularmente, a escolha do periodo de 8 horas para a
administracao da solucdo tampao foi pautada em estudos onde a laminite induzida por
extrato de NP definiram este periodo para inicio das alteragbes primarias da laminite
(GALEY et al., 1991).

De maneira geral, a avaliagcdo do grupo controle tratado com tampao (GAT)
possibilita afirmar que, apesar de ter sido observado alteracao em alguns parédmetros
dos equinos deste grupo, como por exemplo cloro e magnésio, essas alteracées nao
foram suficentes o bastante para serem consideradas deletérias. O aumento observado
nas concentragées de magnésio no sangue dos animais desse grupo provavelmente
deveu-se a auséncia de reducao drastica do pH intracecal na qual essa substancia
reagiria. Dessa maneira, pode-se supor que ficaram disponiveis para absorcao através
da parede do trato grastrintestinal, corroborando as observacdes de estudo realizado
com ratos, onde o0 ceco e o cbdlon demonstraram grande capacidade em absorver
magnésio (OHTA et al., 1970).

A exposicao a sobrecarga de CHO nos moldes descritos por MARTINS FILHO
(2002) causou laminite em 100% dos equinos confirmando, uma vez mais, a eficiéncia
deste modelo para o estudo desta afecgdo e sua ampla utilizagdo nas ultimas décadas
(GARNER et al., 1975; SPROUSE et al., 1987; BAILEY et al., 2002; MARTINS FILHO,
2002; EADES et al., 2006).

O intervalo de tempo decorrido para o inicio dos sinais de claudicacao
caracteristicos do grau 3 de Obel foi entre 24 e 48 horas. O quadro clinico, assim como
suas caracteristicas evolutivas foram semelhantes ao descrito em estudos anteriores,

nos quais a média entre o tempo de administracao da sobrecarga de CHO e o inicio do
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grau 3 de Obel variou, entre os estudos, de 30 a 48 horas (GARNER et al., 1975;
SPROUSE et al., 1987; MARTINS FILHO, 2002).

Apesar de todos os animais que receberam a sobrecarga de CHO (GCS e GCT)
terem demonstrado sinais de laminite aguda, as alterag¢des clinicas foram distintas com
relacdo a média de tempo entre a administracdo do CHO e o inicio da claudicacdo. A
maior laténcia demonstrada pelo grupo que recebeu o tratamento com a solugao
alcalinizante pode ter sido resultante da capacidade redutora dos alcalis Al(OH); e
Mg(OH)2 nela contidos. Tais compostos constituem bases fracas que tamponam ions
hidrogénio de acidos organicos e sdo amplamente utilizados na estabilizagdo ou
manutengao do pH (ARMENTANO & SOLORZANO, 1988; STAPLE & LOUGH, 1989).

A fermentacdo do CHO no ceco equlino causa crescimento exacerbado de
bactérias Gram-positivas, aumentando a concentragdo de acido latico que,
subseqlientemente, leva a diminuicdo do pH cecal entre trés e 12 horas apés a
sobrecarga de CHO (GARNER et al., 1978; MOORE et al., 1979). O pH baixo € o
conteudo cecal altamente 4cido alteram a permeabilidade da mucosa cecal, permitindo
a absorcdo de inumeras substancias contidas no trato gastrintestinal consideradas
deflagadoras da laminite (WEISS et al., 2000), entre eles, exotoxinas produzidas por
bactérias Gram-positivas supostamente responsaveis pela ativacdo de MMPs que
degradam a membrana basal (MUNGALL et al., 2001) ou mesmo outros compostos que
reduzem a perfusao digital nos estagios prodromicos da doenca (HOOD et al., 2001).

A acidose severa do trato gastrintestinal, caracterizada pelo acumulo de acido
latico e a reduzida concentragédo de acidos graxos volateis, ndo ocorrem uniformemente
em todos os animais que recebem a sobrecarga de CHO (AITCHISON et al., 1987).
Esta variagdo entre os animais para desenvolver acidose cecal em resposta a
exposicao de concentragdes elevadas de graos é similar a variagdo entre os animais
para desenvolver laminite em resposta ao CHO, como demonstrado por GARNER et al.
(1975). Este dado fornece fortes evidéncias de que a acidose intestinal possa ser o
evento primario que leva ao desencadeamento da laminite, pois foi detectada reducao
do pH cecal em ambos os grupos com laminite induzida por sobrecarga de CHO no
presente estudo, corroborando essa hipdtese. A diminuicdo no pH cecal em menor
intensidade no grupo CHO-tampao (GCT), comparado ao grupo controle-CHO (GCS),
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nos leva a supor que a solucdo tampao previniu a reducao drastica do pH devido a
fermentacdo do excesso de CHO. De certo, estes achados podem reforgar a idéia de
que a diminuigcdo do pH cecal participe, em parte, do mecanismo de instauragao da
laminite associada com a sobrecarga de CHO (ROWE et al., 1994).

Os animais de ambos os grupos com laminite induzida manifestaram sinais de
dor, sendo que a intensidade relacionou-se diretamente com a progresséo e severidade
da doencga, cuja claudicagdo durante o periodo experimental assemelhou-se aquela
descrita por Obel (1948). Inicialmente, esses sinais caracterizaram-se pela troca de
apoio intermitente do membro e, posteriormente, por sinais de sensibilidade ao
caminhar e andar caracteristico de laminite, evoluindo para claudicacdo severa,
relutdncia em locomover-se e por fim, incapacidade em manter-se em posicao
quadrupedal, passando a maior parte do tempo em decubito.

Os sinais comportamentais de dor aguda e severa tém sido bem caracterizados
em equinos, associadas a elevacao das freqiéncias cardiaca e respiratéria, aumento
da pressdo sanglinea e da temperatura corporal (DOBROMYLSLKYJ et al., 2000;
SCHATZMANN, 2000). Na laminite aguda, o sinal mais evidente de dor caracteriza-se
pela alternancia do apoio do peso sobre os membros toracicos (HOOD et al., 2001).
Corroborando essas evidéncias esta a reducao na intensidade da dor digital uma hora
apds a administracdo de AINEs, em cavalos acometidos por laminite, com cocomitante
reducdo na freqiéncia da troca de apoio entre os membros toracicos e na freqiiéncia
cardiaca média (RIETMANN et al., 2004).

De fato, existe aumento significante tanto na freqiéncia cardiaca como da
pressdo arterial sistémica e do débito cardiaco durante a laminite (GARNER et al.,
1977; HARKEMA et al., 1978; CLARKE et al., 1982). Estas altera¢des sao interpretadas
como sendo consistentes com a resposta ao estresse imposta pela doenga primaria ou
pela dor associada com a laminite ao invés de serem causadas pela doenca digital em
si. De maneira semelhante, os grupos com laminite induzida apresentaram aumento na
freqUéncia cardiaca entre 24 e 48 horas ap6s a administragdo do CHO. Esta alteragao
esteve, possivelmente, relacionada a presenca de dor demonstrada pelos animais nos
respectivos momentos, semelhantemente ao observado por MARTINS FILHO (2002)

utilizando 0 mesmo modelo experimental.
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O aumento na temperatura retal observado 8 horas apds a administracao do
CHO pode estar relacionado tanto a manipulacdo dos animais quanto a variagao
temperatura ambiente visto que esse aumento ocorreu em todos os grupos. Por outro
lado, 0 aumento na temperatura retal 12 horas ap6s a sobrecarga de CHO pode estar
relacionado a pirégenos na corrente sanguiinea em concordancia com observagdes de
estudos anteriores (GARNER et al.,, 1975; GARNER et al., 1978; MARTINS FILHO,
2002).

As alteracGes da motilidade cecal e o aparecimento da diarréia coincidiram, em
ambos os grupos com laminite induzida, com a redugéo do pH cecal. As alteragbes da
microflora cecal podem trazer como consequéncia a endotoxemia e a fermentagéo do
CHO pelas bactérias cecais levando a acidose latica, aumentando a osmolaridade do
liquido cecal e causando efluxo de liquido do compartimento extra e intravascular para
o lumen intestinal. As alteragdes clinicas observadas em cavalos acometidos pela
laminite aguda por sobrecarga de CHO, entre elas, desequilibrio hidroeletrolitico e
hemoconcentracdo (HOOD, 1980) também foram registradas neste estudo,
principalmente pelas mudangas na perfusdo periférica e na freqiéncia cardiaca, que
poderiam ser justificadas pelo extravasamento de liquido para o limen intestinal
alterando a consisténcia das fezes.

Quando comparamos 0s grupos com laminite induzida por sobrecarga de CHO
(GCS e GCT) é possivel considerar que o inicio precoce do aumento da motilidade
cecal, coloragdo verde-esbranquicada das fezes, depressdo e desconforto abdominal
seguido de diarréia demonstrados pelos animais do grupo CHO-tampéao (GCT) possam
ter sido desencadeados pela acéo catartica do Mg(OH),. Sabe-se que, em humanos, a
ingestao excessiva de magnésio causa diarréia, uma vez que essa substancia age
como um agente osmético catartico (SAUNDERS & WIGGINS, 1983; FINE et al., 1991).
A motilidade aumentada e a diarréia precoce causam aumento na velocidade do
esvaziamento cecal, o que pode ter reduzido o tempo de permanéncia da solucao
tampéo no ceco, fato que pode ter reduzido sua capacidade tamponante. Por outro
lado, apesar do inicio do aparecimento dos sinais de laminite (grau 1 de Obel) terem
sido atrasados pela presenca do tampéo, este parece nao ter sido capaz de evitar o
desencadeamento da laminite ao final do periodo experimental.
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O aumento do hematécrito apresentado 48 horas apdés o CHO esta em
concordancia com os relatos de que ele permanece inalterado nos periodos iniciais da
doenca, alterando-se mais tardiamente (HARKEMA et al., 1978; HOOD, 1999a; HOOD,
1999b). Estudos demonstraram aumento do hematdcrito e das proteinas totais 24 horas
apds a administragcao do CHO e previamente ao inicio do grau 3 de OBEL (GARNER et
al., 1978), provavelmente devido a perda de liquido do leito vascular para o Iimen
intestinal. Este aumento no hematdcrito, juntamente com as alteragées no fluxo
sanguineo poderiam explicar as alteragbes na coloracdo da mucosa oral e no TPC
observadas nos grupos GCS e GCT em nosso estudo entre 12 e 48 horas apds a
sobrecaga de CHO, semelhante ao que tem sido reportado em outros estudos (YELLE,
1986; MARTINS FILHO, 2002).

Analisando os valores do eritrograma (nimero de hemacias, hemoglobina e
hematdcrito) nos equinos acometidos com laminite, notou-se que eles apresentaram
valores maiores aos dos equinos controles entre 24 e 48 horas. Segundo FESSLER et
al. (1982); LASSEN & SVARDDSON (1995) e BROWN & BERTONE (2002) essa
elevacdo se deve a hemoconcentracdo (desidratacdo e choque) e a contracao
esplénica. Como no presente estudo foi observada diarréia nos eqliinos dos grupos
GCS e GCT em momentos coincidentes com o aumento nos valores do eritrograma,
com consequiente desidratacdo, esta, possivelmente, tenha sido a causa desta
elevagao.

A contagem total e diferencial de leuc6citos nos estagios prodrémicos e agudo
da laminite tém sido amplamente estudados. Os valores leucocitarios dos grupos GCS
e GCT aumentaram entre oito e 48 horas quando comparado com o grupo controle,
ocorrendo de forma mais precoce do que o descrito por GARNER et al. (1975) que
relataram aumento na contagem de leucécitos entre 24 a 40 horas. De forma
semelhante, WEISS et al. (1995, 1997) demonstraram aumento no numero de
leucocitos entre 28 e 32 horas apds a sobrecarga de CHO. Em nosso estudo, esse
aumento no numero de leucdcitos ocorreu principalmente por causa do aumento de
neutrofilos, resultado também observado em estudos anteriores (HOOD, 1995a; HOOD,
1995b; MARTINS FILHO, 2002). O aumento de neutrofilos na corrente sanglinea pode

ser devido a liberagdo de quimiocinas mobilizando neutréfilos maturos e imaturos do
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estoque medular, mediados pela acdo da adrenalina e corticdides enddégenos
(JOHNSON, 1971).

A resposta inflamatéria sistémica induzida pela sobrecarga de CHO
provavelmente ndo tenha sido intensa o suficiente para causar aumento na proteina
sanglinea total, especialmente aquelas de fase aguda como citado anteriormente
(FAGLIARI et al., 1998), tampouco levou a alteracdo de enzimas relacionadas as
alteragdes musculares esqueléticas e renais.

Todavia, as concentragbes do lactato plasmatico elevaram-se precocemente
(oito horas) no grupo que recebeu o CHO e somente a partir das 12 no grupo que
recebeu o CHO e o tratamento tampé&o e o pH sangliineo, em ambos 0s grupos, apesar
de permanecer préximo aos valores de referéncia (7,35 — 7,45) para a espécie
(MOORE et al.,, 1976; DeHEER et al., 2002), apresentou reducdo significativa com
relacdo ao valor basal a partir de 8 horas no grupo controle-CHO, enquanto no grupo
tratado com tampao ela ocorreu somente 24 horas ap6s a sobrecarga de CHO. Essa
tendéncia a acidemia deve-se primariamente ao acumulo de &cido latico, como
observado anteriormente por MOORE et al. (1979), podendo ser hipotetizado que o
tampao tenha sido responsavel pelo atraso no aumento do lactato plasmatico e na
reducdo do pH, mostrando algum efeito protetor, uma vez que os valores do pH no
grupo tratado com solucao tampao voltaram aos valores basais ap6s 48 horas. Por sua
vez, o aumento no pH sangilineo observado no grupo GAT demonstra a eficacia da
acao tamponante da solugdo tampéao. ROWE et al. (1994), demonstraram aumento nas
concentracoes de lactato sanglineo em equinos alimentados com dieta a base de
grédos. A mesma dieta associada ao antibidtico virginiamicina previniu 0 aumento do
lactato. Esses achados, juntamente com os obtidos neste estudo, reforcam a hipétese
de que bactérias produtoras de acido lactico, encontradas em numero elevado no ceco
de equinos utilizam a sobrecarga de CHO como substrato para aumentar a produgao de
acido latico e estao implicadas na acidificacao a qual esta relacionada a patogénese da
laminite.

A contagem de células nucleadas no liquido peritoneal entre 24 e 48 horas foi
maior nos grupos acometidos por laminite que no grupo controle e maior do que o valor
considerado normal por FISCHER (1997), BROWN & BERTONE (2002) e DEHEER et
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al. (2002), fato que pode ser indicativo de peritonite conforme descrito por KAKU et al.
(1983), COYNE et al. (1993), MENDES et al. (1999) e PEIRO (2002). A porcentagem de
polimorfonucleares neste estudo foi de 65% em ambos o0s grupos 24 horas apés a
sobrecarga de CHO, alcangando o valor maximo de 70% as 48 horas, contra 48%
observado no grupo controle, o que indica que houve migracao celular, possivelmente
estimulada pela ativacdo dos macréfagos peritoneais uma vez que essas células
figuram como responsaveis pelo aumento da celularidade no liquido peritoneal (PEIRO,
2002), caracterizando uma resposta inflamatéria aguda (ADAMS et al., 1980;
BROWLOW, 1981; PEIRO, 2002).

Por sua vez, o excesso de CHO fermentavel induz aumento na populagao de
bactérias Gram-positivas produtoras de &cido lactico e subseqiente morte de bactérias
Gram-negativas, aumentando dessa maneira, a quantidade de endotoxinas disponiveis
no trato gastrintestinal. Sabe-se que acidificacdo cecal e as endotoxinas alteram a
permeabilidade da mucosa cecal (WEISS et al.,, 1998) permitindo a absorcdo de
substancias oriundas do lumen intestinal, entre elas, a propria endotoxina. Sendo
assim, a maior populacdo de neutréfilos segmentados poderia ser explicada pela
ativacdo de macréfagos peritoneais em resposta a presenca de endotoxina circulante e
peritoneal.

O aumento registrado na concentracao da glicose peritoneal confirma sua maior
concentracao no liquido peritoneal conforme descrito por BROWLOW et al. (1981) e
VAN HOOGMOED et al. (1999). Na fase prodrémica da laminite, determinam-se
condicdes favoraveis para a proliferacao bacteriana no ceco e, consequentemente,
alteracdo da microbiota. Os neutréfilos, também denominados microfagdcitos,
representam os principais agentes na primeira fase de um processo infeccioso (MATOS
& MATOS, 1995). A funcdo destas células estd intimamente relacionada com o
metabolismo da glicose, sendo que os neutréfilos sdo dependentes do consumo de
glicose e da glicélise para suprir suas necessidades energéticas (SCHUSTER et al.,
2006). Pode-se considerar que o aumento na glicose detectado no liquido peritoneal
tenha ocorrido devido as necessidades energéticas dessas células para que pudessem
realizar suas funcdes, disparando os mecanismos da glicogendlise com consequente

aumento da glicemia peritoneal. GALLACHER et al. (1995) demonstrou que a melhora
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da atividade bactericida dos neutréfilos estaria associado com um aumento da
disponibilidade da glicose.

O aumento da atividade da FA no liquido peritoneal pode ser implicado em
lesbes no figado e intestinos (DeHEER et al., 2002). Uma vez que ocorrem alteragdes
na membrana cecal devido a sobrecarga de CHO, pode-se sugerir que 0 aumento na
atividade da FA, detectado no LP dos grupos expostos ao CHO, deva-se a
desvitalizacdo das camadas da parede intestinal. Considerando-se, ainda, que os
leucocitos peritoneais possuem grandes quantidades de fosfatase alcalina, esse
aumento pode ser devido a morte dessa populagdo celular relacionada ao insulto
endotoxémico (PEIRO 2002), sendo que isso ndo se refletiu no sangue devido ao
tempo de observacdo e cessagcdo do insulto com o esvaziamento do ceco
(STOCKHAM, 1995, STOCKHAM & SCOTT 2002).
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2.5. CONCLUSOES

O estudo dos sinais clinicos, hemograma, bioquimica e exame do liquido
peritoneal de eqlinos com laminite induzida por sobrecarga de CHO e dos eqtinos
controle permitiu as seguintes conclusées:

1. O modelo experimental utilizado para inducao da laminite foi eficaz em 100%
dos equinos, permitindo a avaliagdo precoce da severidade dos eventos sistémicos e
locomotores;

2. O tratamento com o Al(OH); e o Mg(OH),, nas dosagens utilizadas nao foi
capazes de alterar, de maneira deletéria, os parametros avaliados em equinos
controles;

3. O atraso no inicio da claudicagédo e na acidificagdo do pH cecal determinado
pela solugao tampao deve ser considerado como efeito benéfico;

4. A solugdo tampao, na dose e via empregados, nao foi capaz de evitar o
desencadeamento da forma aguda da laminite;
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CAPITULO 3: APOPTOSE DE CELULAS EPIDERMICAS LAMINARES NA LAMINITE
INDUZIDA POR SOBRECARGA DE CARBOIDRATO, APOS TAMPONAMENTO
CECAL, EM EQUINOS.

RESUMO - O termo apoptose designa um mecanismo de morte celular geneticamente
programado e que, fisiologicamente, é parte integral do desenvolvimento embrionario e
da regulagcdo da homeostase dos érgdos. Um numero aumentado de células da
camada basal apoptéticas foi detectado em eqliinos com laminite, podendo ser este um
fator importante na fisiopatologia dessa doenca. Neste estudo comparou-se 0 numero,
tipo, localizacdo e distribuicdo das células epidérmicas laminares em eqlinos com
laminite experimental induzida por sobrecarga de CHO, tratados ou ndo com solugcao
tamp&o. Utilizaram-se amostras de tecido laminar digital fixadas em formalina, obtidas
de 17 equinos distribuidos em quatro grupos experimentais: controle (GAS, n=3);
controle tampéao (GAT, n=5); controle CHO (GCS, n=5) e CHO-tampao (GCT, n=4).
Decorridas 8 horas da inducdo da laminite, administrou-se a solugdo tampéao
diretamente no ceco. Os eqtiinos dos quatro grupos foram sacrificados 48 horas apos a
administracdo do amido. Tecidos laminares, embebidos em parafina, foram corados
pela técnica de marcacao in situ da fragmentagcdo do DNA (TUNEL). A confirmacgao da
apoptose foi realizada por técnica de imunohistoquimica (caspase-3 e 14). O nimero de
células epidérmicas positivas pela técnica de TUNEL por 0,1 mm de lamina epidérmica
primaria foi maior nos grupos GCS e GCT do que no GAS. O numero de células basais
foi quatro e seis vezes maiores nos grupos GCT e GCS, respectivamente; o numero de
queratinécitos foi duas vezes maior em ambos os grupos, em relacdo ao GAS. O
nuamero elevado de células apoptéticas da camada basal detectadas no tecido laminar
de equinos com laminite sugere que a apoptose participa das lesdes laminares. O
nuamero elevado de queratinécitos detectados na interface das laminas epidérmicas
primarias e secundarias em equinos com laminite necessita ser esclarecido. Com base
nos achados deste estudo, concluiu-se que a administracdo intracecal de solucéao
tampédo diminuiu a intensidade do processo apoptdtico em equinos com laminite

experimental. No entanto, esse tratamento nao preveniu o aumento desse tipo de morte
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celular comparado ao grupo controle. Independentemente, a diminuicdo na intensidade
da morte celular por apoptose em equinos com laminite deve ser considerada um fato
de relevancia desse estudo.

Palavras-chave: laminite, apoptose, equino.
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Apoptosis in epidermic lamellar cells in horses with carbohydrate-overload

induced laminitis after cecal treatment with buffering solution.

SUMMARY - The aim of this study was to compare the number, type, location and
distribution of apoptotic epidérmica lamellar cells in clinically normal horses and those
with carbohydrate-overload (CHO) induced laminitis either with saline solution or
buffering solution. Formalin-fixed samples of digital lamellar tissues collected from 17
horses divided among four treatment groups: negative control (WS, n=3); positive buffer
control (WB, n=5); CHO-induced laminitis (CS, n=5); and CHO-induced laminitis with
buffer treatment (CB, n=4). In the buffer treatment groups, buffer was administered
immediately following the 8-hour time point. Blocks of paraffin-embeded lamellar tissue
were stained for DNA fragmentation with the terminal deoxynucleotidyl transferase-
mediated dUTP nick-end labeling (TUNEL) technique. Differential immunohistochimical
staining for caspase 3 and 14 were used to confirm the presence of apoptosis and the
absence of diferentiation. The number of TUNEL-positive epidermic cells per 0.1 mm of
primary laminae was significantly greater in the acute laminitis groups (CS and CB) than
in the control group (WS). The number of basal layer cells was 4 and 6 times as many in
CB and CS group, respectively, compared with the control group. The number of
keratinocytes was 2 times as many in both CB and CT groups, compared with the
control group. Apoptosis of TUNEL-positive basal layer cells was confirmed by results of
caspase 3 immunohistochemical staining. The TUNEL-positive keratinocytes did not
stain for caspases 3 or 14. The large number of apoptotic basal layer cells detected in
the lamellar tissue of horses with carbohydrate-overload (CHO) induced laminitis either
with saline solution or buffering solution suggests that apoptosis may be important in the
development of acute laminitis. The role of the large number of TUNEL-positive
keratinocytes detected in the interface of primary and secondary epidermic laminae of
horses with acute laminitis needs to be elucidated.

Based on the results of this study, we concluded that although buffer treatment
did not prevent the increased amount of apoptotic cells compared with control group, it
was lower compared with those laminitic horses that did not receive the buffer treatment.
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In this way, the decreased number of apoptotic cells in buffer group should be
considered an important result of this study.

key words: laminitis, apoptosis, equine, carbohydrate.
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3.1. INTRODUCAO

A laminite aguda é uma doenga das laminas do casco altamente debilitante e
dolorosa que acomete equinos e pOneis de todas as racas, independente do tipo de
atividade que eles realizam. Em 54% dos casos sua ocorréncia é secundaria a doengas
intestinais das mais variadas etiologias, podendo ainda ocorrer ap6s sobrecarga de
CHO, retencéao de placenta, metrite e outras doengas que possam causar endotoxemia
(SLATER et al., 1995).

Apesar do grande numero de pesquisas sobre laminite publicadas nas ultimas
décadas, questbes sobre os mecanismos fisiopatolégicos permanecem sem resposta.
Estudos realizados durante as décadas de 70 do século passado, relacionaram a
reducao do pH cecal com o aumento das concentragdes plasméticas de endotoxina, em
equinos com laminite experimental induzida por sobrecarga de CHO (GARNER et al.,
1978; MOORE et al., 1979). Foi demonstrado também, aumento das concentracdes
plasmaticas de lactato (GARNER et al., 1977; capitulo 2) e de endotoxina (MOORE et
al., 1979) concomitantemente ao desenvolvimento de sinais clinicos de laminite nesse
modelo.

Ao longo das ultimas décadas, esses efeitos clinicos relacionados ao choque
endotoxémico tornaram-se a principal justificativa para a laminite secundaria as
doencas gastrintestinais. Atualmente, existem duas teorias principais sobre a
fisiopatologia da laminite aguda: a teoria metabdlica e a vascular. A teoria metabdlica
propde que toxinas circulantes ou enzimas associadas com a doenga primaria possam
agir diretamente no epitélio laminar cornificado resultando em dano e perda de células
basais necessarias para a integridade da membrana basal (HOOD, 1999).
Hipoteticamente, o fornecimento de substrato fermentativo em excesso causaria a
proliferacdo de bactérias e aumento da producédo de acido lactico; a diminuicdo do pH
cecal levaria a morte de bactérias Gram-negativas e Gram-positivas e,
conseqlentemente a liberacdo de endotoxinas e exotoxinas, as quais poderiam
atravessar a barreira mucosa do ceco alterada e alcangar a circulacdo sistémica
(HUNT, 1991).

Nos ultimos anos, foram encontradas evidéncias sobre a ativacao das enzimas

MMP por exotoxinas (proteinases) de bactérias Gram-positivas do género
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Streptococcus spp., mais especificamente Streptococcus bovis. Essas enzimas sao
capazes de degradar componentes da membrana basal, causando o descolamento das
células epidermais basais induzindo, na sequéncia, faléncia da estrutura do casco
(ADAIR et al., 2000; MUNGALL et al., 2001). As concentracbes altas de exotoxinas
devido a morte de Streptococcus spp parecem participar como promotoras da produgao
de MMP (POLLITT, 1999).

A teoria vascular propde que um disturbio no fluxo sanglineo digital d& inicio a
fase podromica da laminite, resultando em um processo de isquemia e reperfusdo
podendo levar ao dano e inflamagao das células epidermais com desenvolvimento
secundario de hiperemia e faléncia estrutural, supostamente devido ao dano na
membrana basal (HOOD, 1999). Evidéncias apontam para um episddio bifasico da
isquemia laminar interrompido por um periodo de hiperemia nos estagios precoces da
laminite induzida por extrato de NP, sugerindo que a injaria de reperfusdo contribui para
o desenvolvimento da laminite (ADAIR et al., 2000).

Apoptose, uma palavra desconhecida para a maioria ha alguns anos, atualmente
figura nos principais compéndios da Ciéncia moderna, conferindo prémio NOBEL ao
pesquisador ROBERT HORVITZ (2002), devido a descoberta de sua relacdo com o
cancer, doencgas degenerativas e doencas auto-imunes.

O termo apoptose foi proposto primeiramente para descrever uma forma distinta
de morte celular, com aspectos morfolégicos caracteristicos, que diferem da necrose
(KERR et al.,, 1972). Células que estdo morrendo pelo processo de apoptose
desenvolvem processo ativo de fragmentagdo com condensagdo da cromatina,
vacuolizacdo da membrana e contracdo da célula com formagcao de extrusées em sua
superficie (processo chamado de zeiose). Os fragmentos resultantes dessa membrana
encapsulada sdo chamados corpos apoptéticos. E caracterizada pelo encarquilhamento
do nucleo (picnose), ou sua fragmentagao (cariorexis), alteracdo da permeabilidade da
membrana plasmatica a corantes nao vitais e vitais e dissolucao citoplasmatica lenta,
sem os fendmenos abruptos que caracterizam a lise celular (KERR et al., 1972;
CLARKE, 1990; TERAKI & SHIOHARA, 1999).

A apoptose difere ainda da necrose por ser um processo ativo de caracteristica

silenciosa, ou seja, as células em apoptose nao desencadeiam um processo
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inflamatério, como o fazem aquelas em processo de necrose. Em geral, as células
apoptéticas sao reconhecidas por macréfagos e sado ingeridas antes que se
desintegrem. Isso evita o derrame do conteudo celular e, assim, ndo ha inflamacéao e
lesédo do tecido, garantindo o seu funcionamento normal (MEAGHER et al., 1992;
COHEN, 1993; FADOK & HANSON, 1998). As células que demoram a morrer podem
sofrer outras mudancgas: 0 nucleo parte-se e a célula também se divide em estruturas
contendo por¢cdes do nucleo, os chamados corpos apoptéticos, tomando uma forma
inconfundivel ao microscépio eletronico (KERR et al., 1972; CLARKE, 1990; TERAKI &
SHIOHARA, 1999).

Apoptose é um tipo de auto-destruicdo celular que requer energia e sintese
protéica para a sua execugdo, estando relacionada com a homeostase na regulacao
fisiolégica do tamanho dos tecidos, exercendo um papel oposto ao da mitose (BRAS et
al., 2005). O termo apoptose € derivado do grego, que referia-se a queda das folhas
das arvores no outono - um exemplo de morte programada fisiolégica e apropriada que
também implica em renovacao (KERR et al., 1972).

Esse fenbmeno bioldgico tem papel importante em diversos processos vitais e
em inumeras doengas. Como um mecanismo sistémico de limpeza é necessario tanto
para o desenvolvimento normal dos organismos multicelulares durante a embriogénese
quanto para a manutengédo da homeostase tecidual em adultos (PHILCHENKQOV, 2004).
Ocorre na organogénese, na renovagcao de células epiteliais e hematopoiéticas, na
involugdo ciclica dos 6rgaos reprodutivos da mulher, na atrofia induzida pela remocgao
de fatores de crescimento ou horménios, na involugdo de alguns érgéos e, ainda, na
regressao de tumores (HOPKINSON-SON-WOOLEY at al., 1994; HORTA, 1999).
Portanto, consiste em um tipo de morte programada, desejavel e necessaria que
participa na formagédo dos 6rgaos e que persiste em alguns sistemas adultos como a
pele e o sistema imunolégico.

Por ser indispensavel a vida, a morte da célula deve seguir um plano meticuloso
e qualquer disturbio de sua regulacdo (tanto o excesso quanto a insuficiéncia) pode
provocar uma variedade de doencgas entre elas doengas neurodegenerativas, lesdes
secundarias a isquemia, doengas auto-imunes entre outras. Um fato interessante é que

a remocao de certas células apoptoticas ndo ocorre imediatamente, continuando no
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local as vezes por toda a vida. E o caso dos queratindcitos, células da camada externa
da pele. Ao migrar de camadas mais profundas para a superficie, eles morrem por
apoptose, mas durante o processo substituem seu conteddo por queratina ganhando
uma capa impermeavel. Assim, a camada protetora externa da pele é constituida de
células mortas, descamadas e trocadas por outras, em média, a cada 21 dias (HORTA,
1999).

Certas proteases, recentemente chamadas de caspases tém importancia central
na apoptose, em todo o tipo de célula e em todo o organismo multicelular j& estudado.
As caspases constituem uma familia de proteases caracterizadas por um residuo de
cisteina capazes de clivar outras proteinas depois de um residuo de acido aspartico,
uma especifidade incomum entre proteases. O nome caspase é derivado dessa funcao
molecular caracteristica: cysteine-aspartic-acid-proteases (BANTEL et al., 1998).

As caspases podem ser divididas em caspases inflamatérias ou apoptéticas, as
quais podem ser subdivididas em iniciadoras e efetoras. Caspases sdo 0s sensores
executores essenciais da apoptose celular. Uma caspase pode clivar outras caspase,
sendo esse processo essencial a ativacdo dessas enzimas. Ao ser ativada, uma
caspase iniciadora cliva outras, em cascata, até gerar uma caspase executora que
destréi proteinas essenciais a célula, ativa proteinas tdxicas ou destroi proteinas que
protegem a célula da apoptose levando a morte celular (CREAGH et al., 2003).

Varias proteinas sdo apontadas como alvos das caspases, mas ainda nao foi
estabelecida uma relacao direta entre a clivagem dessas proteinas e a morte celular. A
caspase trés, por exemplo, cliva a ICAD (inhibitor of caspase-activated DNAse)
normalmente ligada a uma endonuclease (CAD) no citoplasma, ativando essa enzima,
que entra no nucleo e comega a clivar o DNA (ENARI et al., 1998). Outra relagédo direta
ja identificada € a clivagem, também pela caspase trés, da gelsolina, uma proteina
ligada aos filamentos de actina (parte do citoesqueleto, que mantém a estrutura normal
da célula). Essa clivagem danifica os filamentos e a célula perde sua forma, o que leva
a apoptose (BOCELLINO et al, 2004).

A apoptose pode ser acionada por varios tipos de gatilhos, sendo um deles a
auséncia dos sinais quimicos que mantém a célula em atividade e em multiplicacdo, os

chamados fatores de crescimento (BANTEL et al., 1998). Na grande maioria das células
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em apoptose observa-se a destruicdo do acido desoxirribonucléico (DNA). As células
eucariotas tém cromossomos formados por unidades repetitivas, os nucleossomas e
antes da morte da célula, o DNA é cortado por enzimas (endonucleases) em regioes
especificas entre os nucleossomas (BANTEL et al., 1998).

Embora o significado da apoptose em varios estados mérbidos seja um territorio
desconhecido, sua importancia vem se tornando evidente em muitas afecgoes,
incluindo a insuficiéncia cardiaca congestiva, a arteriosclerose, a lesdo da reperfusao
isquémica e o acidente vascular cerebral (WEINBERG, 1999).

Embora centenas de artigos relacionados ao papel da apoptose nos processos
fisiolégicos e nas enfermidades venham sendo publicados em diversas espécies, sao
poucas as informagdes sobre a apoptose em equinos, limitando-se aos aspectos da
fisiologia reprodutiva (AL-ZI’'ABI et al., 2002; DELL’AQUILA et al., 2003; PEDERSEN et
al., 2003) e do exercicio (BOFFI et al., 2002), crescimento de condrécitos (HENSON et
al., 1997), infeccao viral (BENDALI-AHCENE et al., 1997; JACKSON & ROSSITER,
1997; ARCHAMBAULT & ST-LAURENT, 2000; LIN et al., 2001; LIN et al., 2002),
tumores melanociticos (ROELS et al, 2000) e doencas do trato gastrintestinal
(RITCHER et al., 2002; ROWE et al., 2003). No entanto, FALEIROS et al. (2004) foram
responsaveis pelos primeiros relatos sobre apoptose na lamina do casco de equinos
sadios ou acometidos pela laminite.

O método de TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick-
end labeling) é uma técnica de coloragdo amplamente utilizada, onde a avaliagdo
microscépica do numero de células positivas € relativamente facil. Esse método é
baseado na desfragmentacédo do DNA e envolve a detec¢do do terminal 3’-OH por meio
da adicdo de nucleotideos marcados a esses terminais pelo uso do anticorpo
monoclonal terminal “deoxynucleotidyl” transferase (TdT). Esse ensaio tem sido
amplamente utilizado para detectar a fragmentagdo do DNA associada com a apoptose
em cortes teciduais parafinados (FALEIROS et al., 2004) e em varias investigacoes
cientificas envolvendo equinos (ROELS et al., 2000, AL-ZI'ABI et al., 2002; BOFFI et al.,
2002; ROWE & WHITE, 2003).

No entanto, os resultados obtidos a partir dessa técnica devem ser interpretados
com precauc¢ao, uma vez que 0s sinais positivos para a coloracao de TUNEL podem ser
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detectados também em células necréticas e células em processo fisiolégico de
diferenciagdo. Para minimizar os erros de interpretacéo dos resultados, tem se utilizado,
adicionalmente, a imunolocalizacdo de diferentes tipos de caspases para se distinguir
queratinécitos apoptoticos daqueles que estdo em processo fisiolégico de diferenciacao
(HATHAWAY & KUELCH, 2002). A caspase trés, por exemplo, tem sua forma ativa
expressa somente em células que estdo em processo de apoptose, ao passo que a
caspase-14 tem expressao tecidual restrita no processo fisiologico de diferenciacao
terminal de queratindcitos. Supostamente, queratindcitos normais sob um processo
fisiolégico de diferenciagdo deveriam expressar somente caspase-14, e células
apoptéticas deveriam expressar a forma ativa de caspase trés (HATHAWAY &
KUELCH, 2002).

A hipétese aqui estudada foi que a administracdo de uma solugcao tampao
poderia diminuir a ocorréncia de apoptose em células epidermais das laminas do casco
em equinos submetidos a sobrecarga de CHO. Assim, objetivou-se com esse estudo
comparar 0 numero, tipo, localizacao e distribuicdo das células epidermais lamelares
apoptoticas em eqlinos com laminite experimental induzida por sobrecarga de
carboidrato, tratados ou ndo com solucdo tampao quando comparados aqueles
clinicamente sadios tratados ou ndo com solugcéao tampao.
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3.2. MATERIAL E METODOS
3.2.1. Amostras

Amostras de tecido laminar foram coletadas de 17 equinos, seis machos
castrados e 11 fémeas nao-gestantes, sem raca definida, adultos, higidos, com idades
variando de trés a nove anos, pesando entre 200 e 410 kg e com escore corporal de
trés a quatro, segundo SPEIRS (1997). Esses animais foram distribuidos
aleatoriamente em quatro grupos experimentais: controle (GAS, n=3); controle tampéao
(GAT, n=5); controle CHO (GCS, n=5); CHO-tampéao (GCT, n=4), conforme descrito no
capitulo 2.

Apb6s um periodo experimental de 48 horas, os animais foram sacrificados por
meio da administracdo de EGG (120 mg/kg) seguida da infusdo rapida de tiopental
sodico’ (20mg/kg) e solugdo saturada de cloreto de potassio, todos por via intravenosa.
Procedeu-se a separacdo dos cascos por desarticulagcdo metacarpofalangeana. Os
cascos foram lavados e seccionados com fita de serra, de acordo com protocolo
descrito previamente por POLLITT (1996). Obtiveram-se fragmentos retangulares da
muralha interna, com lados medindo 1,0 x 0,5 cm e espessura de 0,1 cm, contendo a

interface entre as laminas dérmicas e epidérmicas.

3.2.1.a. Preparo das amostras

Imediatamente apds a coleta, os tecidos laminares foram fixados em formalina
10%, posteriormente desidratadas com alcool 70% e incrustadas em parafina apdés um
periodo de 24 horas. Os tecidos parafinados foram submetidos a cortes histoldgicos de
5 um de espessura por meio de micrétomo e as laminas provenientes colocadas em

estufa a 37 °C durante um periodo de 12 horas.

3.2.2. Metodologia de TUNEL
Nos cortes histologicos foi verificada a presenca de células em processo de
apoptose por meio do método de TUNEL (PARTON et al., 2001) utilizando-se de “kit”

comercial® de acordo com as etapas a seguir:

! Tiopentax — Cristalia, Campinas — SP.
2 Apoptag, serologicals Co, Norcross, Ga.
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a) Desparafinizagdo dos cortes histolégicos: as laminas contendo os cortes
histologicos formam submetidas a trés banhos em xilol durante 5 minutos
cada; dois banhos em alcool absoluto durante 5 minutos cada, um banho em
alcool 95% e um em élcool 70% durante 3 minutos cada, essa ultima etapa
para reidratacdo dos cortes teciduais.

b) Preparacédo dos cortes histolégicos: foi aplicado sobre os cortes histolégicos
solugdo de proteinase K* (20 ug/ml) diluida em tampéo salina-fosfato (PBS)
deixando agir durante 15 minutos em temperatura ambiente. Apds esse
periodo as laminas foram submetidas a dois banhos com agua deionizada
(dH20) durante 2 minutos cada.

c) Inativagdo da peroxidase enddégena: nesta etapa as laminas foram
submetidas a um banho em solugao de peréxido de hidrogénio (H20.) a 3%
diluida em PBS durante 5 minutos em temperatura ambiente (20-22 °C). Apo6s
esse periodo as laminas foram enxaguadas em dois banhos de PBS durante
5 minutos cada.

d) Equilibrio da reagao: foram aplicados sobre os cortes histolégicos 75 uL de
solugao “Equilibration Buffer” incubando as laminas em temperatura ambiente
(20-22 °C) durante 10 segundos.

e) Marcagédo da reagao: foram aplicados sobre os cortes histolégicos 55 ulL/5
cm? de tecido de solucdo “Working Strenght TdT Enzime”, incubando as
laminas em estufa a 37° C durante 1 hora.

f) Interrupcdo da reagdo: para parar a reagao as laminas foram colocadas em
banho contendo solugcdo “Working Strenght Stop/Wash Buffer” e agitadas
durante 15 segundos, apds o que foram incubadas em temperatura ambiente
(20-22 °C) durante 10 minutos.

g) Deteccdo do DNA fragmentado: as Iaminas foram submetidas a trés banhos
em PBS durante 1 minuto cada. Apds isso, foram aplicados 65 uL/5cm? de
tecido de “Anti-Digoxigenin Peroxidase Conjugate” sobre o0s cortes

histologicos, incubando as laminas em camera umida durante 30 minutos em

% Sigma Aldrich Co, St Louis, MO, EUA.
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temperatura ambiente (20-22 °C). Apds esse periodo as laminas foram
submetidas a quatro banhos com PBS durante 2 minutos cada.

h) Revelagdo: foram aplicados 75 uL/5 cm? de tecido de substrato cromégeno
3,3'- diaminobenzidine (DAB) nos cortes histolégicos deixando agir durante 6
minutos para coloracao em temperatura ambiente (20-22 °C);

i) Lavagem dos cortes: as laminas foram submetidas a trés banhos em dH,O
durante 1 minuto cada. Feito isso, foram incubadas em dH>O durante 5
minutos em temperatura ambiente (20-22 °C);

j) Contracoloragao: foi feita mediante imersdo das laminas em solucdo a 1% de
“Methyl Green™ durante 10 minutos em temperatura ambiente (20-22 °C).
Apoés esse periodo as laminas foram submetidas a trés banhos com dH-0,
mergulhando cada uma 10 vezes no primeiro € no segundo banho, e em
seguida sendo agitadas durante 30 segundos no terceiro banho. Feito isso
foram submetidas a trés banhos em N-Butanol 100% a semelhanca dos
banhos em dH>O descrito anteriormente.

k) Montagem das |aminas: as laminas coradas foram submetidas a processo de
desidratacao dos tecidos movendo a lamina através de trés banhos contendo
xilol e incubagdo durante 2 minutos em cada banho. Os cortes foram
recobertos, ainda umidos, com o auxilio de laminulas.

Como controle positivo para a técnica de TUNEL foram utilizados cortes
histolégicos da glandula mamaria de ratas obtidas quatro dias apdés a amamentagao
(fornecidas pelo fabricante juntamente com o “kit” comercial). Como controle negativo
foi utilizado cortes de tecido laminar de eqliinos onde a marcagéao da reacao (etapa e)
foi omitida.

Para comparar a fragmentagcédo do DNA entre os grupos, foi contado o nimero de
células positivas para a coloragdo de TUNEL, coradas em marrom, por comprimento da
lamina primaria por meio de microscopia éptica quando se verificou a estrutura celular.
Para a mensuragdo do comprimento das laminas foi utilizada uma ocular reticulada
calibrada por uma objetiva micrométrica®. Para cada animal foram medidas 15 laminas

primarias e as células positivas para coloragdo de TUNEL foram contadas. Durante o

* Vector® Methyl Green Nuclear Counterstain, Vector Laboratories, Burlingame, CA, EUA.
® MBM11100, Nikon, Kawasaki, Jap3o.
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processo de contagem, o comprimento da |amina primaria foi dividido visualmente em
trés zonas (base, meio e apice) de tamanhos iguais para a avaliagdo da localizagéo e

distribuicao das células apoptéticas.

3.2.3. Ensaio de Imuno-histoquimica Para Deteccdao da Forma Ativa de
Caspase-trés e Caspase-14

Para confirmacdo da presengca de células em apoptose, amostras de cortes
histolégicos também foram submetidas a técnica de imunohistoquimica para deteccao
da atividade da caspase trés e caspase-14 pelo uso do método do complexo da
avidina-biotina-peroxidase®. Para tanto, foi utilizado um anticorpo contra a forma ativa
de caspase trés e um anticorpo anti-caspase-14. Esses procedimentos foram realizados
com o auxilo de um sistema automatico de coloragéo’.

Os cortes foram desparafinados segundo protocolo de rotina e a peroxidase foi
inativada por imersao das laminas contendo os cortes histolégicos em banho contendo
peroxido de hidrogénio (H202) a 3% durante 10 minutos. Apos esse periodo, as laminas
foram incubadas em soro de cabra® durante 30 minutos e depois foram incubadas com
anticorpo  policlonal purificado de coelho anti-caspase trés ativa de
humano/camundongo® na proporcdo de 1:500 ou anticorpo policlonal de coelho anti-
caspase-14 humana'® na proporcao de 1:100 durante 30 minutos. Apés nova incubagdo
durante 30 minutos com anti IgG biotinilado de coelho, a enzima do complexo avidina-
biotina-peroxidase foi adicionada e incubou-se as laminas por mais 30 minutos.

A imunoreatividade foi confirmada como um precipitado vermelho por meio da
utilizacdo de substrato de peroxidase'' e a contracoloracéo foi realizada pelo uso do
corante hematoxilina. Todas as etapas do procedimento foram realizadas em
temperatura ambiente (20-22 °C). Paralelamente, empregaram-se cortes histoldgicos de
pele de equino corados utilizando-se o0 mesmo protocolo como controle positivo da
caspase-14. Tanto nos cortes histolégicos de tecido laminar quanto nos de pele de

equino, os anticorpos primarios foram omitidos da reacdo nos cortes utilizados como

® Vectastain Elite, Vector Laboratories, Burlingame, CA — EUA.

" DAKO Autostainer System, DakoCitomation, Carpinteria, CA - EUA.
® Normal Goat Serum, Vector Laboratories, Burlingame, CA — EUA.

® AF835 R&D Systems, Minneapolis, MO - EUA.

'%.3C-5628, Santa Cruz Biothecnology, Santa Cruz, CA - EUA.

"' Nova Red, Vector Laboratories, Burligame, CA - EUA
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controle negativo. (EXPLICAR O PQ DO USO DA CASPASE-14). Todas as laminas
foram examinadas em microscopio Optico para identificagdo da presenca e localizagao
das células coradas. (CONTROLE POSITIVO CASPASE 3)

Essas andlises foram realizadas nas dependéncias do Department of
Pathobiological Science da School of Veterinary Medicine- Louisiana State University,
Baton Rouge, LSU.

3.2.4. Analise Estatistica
Os dados foram submetidos a teste de normalidade (Shapiro-Wilk) e,
posteriormente, a andlise de variancia de uma via seguida do teste de Student-
Neuman-Keuls para comparagéo das médias (Sigma Stat'?). Foi considerado um nivel
de significancia de p< 0,05.

'2 Sigma Stat for Windows, Version 3.0.1. Systat Software Inc. CA - EUA.
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3.3. RESULTADOS

A técnica de TUNEL corou dois tipos de células epidermais: as células da
camada basal localizadas nas laminas epidérmicas secundarias e 0s queratinécitos
localizados na margem dos eixos queratinizados das laminas primarias.

Nas amostras dos animais do GAS e GAT foram detectados raros queratindcitos
e poucas células da camada basal com coloragao positiva (Fig. 1). Nos gupos GCS e
GCT esses mesmos tipos celulares foram frequentemente observados e exibiram
coloracao intensa nas margens dos eixos queratinizados (Fig. 2). Nos grupos GCS e
GCT houve aparente reducédo na espessura dos eixos queratinizados, comparado com
os grupos GAS e GAT. As células epidermais da camada basal mostraram
caracteristicas morfoldgicas tipicas de apoptose, entre elas contragdo do citoplasma,
condensacao celular e corpos apoptoticos (Fig. 3). Nos queratinécitos evidéncias
morfolégicas caracteristica da apoptose foram pouco detectadas (Fig. 2).

As células com coloracdo positiva nos cortes de glandula mamaria foram
intensamente coradas e nos ensaios envolvendo as laminas para controle negativo de
cortes de tecido laminar onde o TdT foi omitido, ndo se detectou coloragao das células.

A distribuicao das células com coloracao positiva no terco apical, medial e basal
da lamina primaria nao apresentou diferenca dentro dos grupos (Fig. 5). O numero total
de células epidermais positivas (células da camada basal + queratinécitos) por 0,1 mm
de lamina primaria no grupo GAS foi 1,21 £ 0,10 e no grupo GAT foi 1,11 + 0,06. Esses
valores nao diferiram entre esses grupos (p=0,777). Nos GCS e GCT o numero total de
células epidermais positivas foi 6,56 + 0,36 e 4,08 + 0,17, respectivamente e esses
valores foram diferentes entre si (p<0,001). A média dos grupos expostos a sobrecarga
de CHO foi maior (p<0,001) do que os grupos controle (GAS e GAT). Resultado
semelhante foi observado quando as células da camada basal e os queratinécitos
foram analisados isoladamente. Foi detectado um aumento nas células da camada
basal e queratinécitos com coloracao positiva nos animais expostos ao CHO (p<0,001;
Fig. 6 e 7).

A coloracdao da forma ativa da caspase-3 das células da camada basal
acompanhou aquela detectada por meio da técnica de TUNEL (Fig. 4). Poucos
queratinécitos apresentaram coloragdo positiva para a forma ativa da caspase trés.
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Nenhuma célula apresentou coloracao positiva para caspase-14, apesar da coloracao
positiva intensa detectada na epiderme de tecido de equinos sadios. Nos controles
negativos (sem anticorpos primarios) nenhuma célula epidermal apresentou coloracao

positiva para a caspase trés ou para caspase-14.
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Figura 1: Fotomicrografia de corte histologico de tecido laminar digital de equino
clinicamente sadio (GAS), corado pela técnica de TUNEL para identificacao
da fragmentacdo do DNA. EQ= eixo queratinizado; LDS=Iamina dérmica

primaria (barra=175 pum).
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Figura 2: Fotomicrografia de corte histolégico de tecido laminar digital corado pela
técnica de TUNEL para identificacdo da fragmentacdo do DNA, de equinos
com laminite experimental. Queratindcitos positivos (setas vazadas) e células

da camada basal positivas (seta cheia) (barra=175 um).
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Figura 3: Fotomicrografia de corte histolégico de tecido laminar digital corado pela
técnica de TUNEL para identificacdo da fragmentagcdo do DNA, de eqliinos
com laminite experimental (GCS). Queratinécitos positivos (setas vazadas) e
células da camada basal com corpos apoptoéticos e condensacao nuclear
(seta cheia). EQ= eixo queratinizado; LDS=Iamina dérmica primaria (barra=90
pm).

Figura 4: Fotomicrografia de corte histologico de tecido laminar digital corado por
imuno-histoquimica para identificagdo de caspase-3, de eqlinos acometidos
por laminite experimental (GCS). Células da camada basal positivas (seta
cheia) (barra=90 um).
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Tabela 1 — Média e erro padrao das células epidermais positivas dos tercos apical,
medial e basal das laminas primarias do casco de equinos dos grupos GAS
(controle), GCS (controle CHO), GCT (CHO-tampéao), GAT (controle tampao)
48 horas apos a indugao da laminite

GRUPOS apical medial basal total

GAS 0,492 0,402 0,312 1,21
[0,11] [0,06] [0,02]

GAT 0,392 0,442 0,282 1,10
[0,04] [0,03] [0,03]

GCS 2,202 2,218 2,142 4,73
[0,17] [0,08] [0,14]

GCT 1,422 1,292 1,372 4,08
[0,11] [0,06] [0,09]

letra distinta denota diferenga entre os grupos (teste Student- Neuman-Keuls p< 0,05)
* diferente do valor basal; [ ] desvio padréo.
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Figura 5 — Representacao grafica dos valores médios (x EP) do numero de células
epidermais positivas dos tergos apical, medial e basal das laminas primarias
do casco de equinos dos grupos GAS (controle), GCS (controle CHO), GCT
(CHO-tampao), GAT (controle tampdao) 48 horas ap6s a inducao da laminite
por sobrecarga de CHO. Letras distintas denotam diferencas entre os
grupos (teste Student-Neuman-Keuls p< 0,05).
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Tabela 2 — Média e erro padrdao das células da camada basal e queratindcitos das
laminas primérias do casco de equinos dos grupos GAS (controle), GCS
(controle CHO), GCT (CHO-tampao), GAT (controle tampao) 48 horas apés a
inducao da laminite.

GRUPOS  cel. camada basal queratinécitos cel. epidermais totais
GAS 0,632 0,582 1,212
[0,06] [0,15] [0,10]
GAT 0,562 0,55% 1,102
[0,04] [0,08] [0,06]
GCS 4,73° 1,83° 6,56"
[0,37] [0,06] [0,36]
GCT 2,78° 1,83° 4,08°
[0,56] [0,14] [0,35]

letra distinta denota diferenga entre os grupos (teste Student- Neuman-Keuls p=< 0,05)
* diferente do valor basal; [ ] desvio padrao.
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Figura 6 - Representacéo grafica dos valores médios (+ EP) do numero de células da
camada basal positivas em laminas primarias do casco de equinos dos
grupos GAS (controle), GCS (controle CHO), GCT (CHO-tampao), GAT
(controle tampdao) 48 horas ap6s a indugédo da laminite por sobrecarga de
CHO. Letras distintas denotam diferengcas entre os grupos (teste Student-
Neuman-Keuls p< 0,05).
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Figura 7 - Representacao grafica dos valores médios (x EP) do numero de

queratinécitos positivos/0,1 mm

queratinécitos positivos em laminas primarias do casco de eqlinos dos
grupos GAS (controle), GCS (controle CHO), GCT (CHO-tampao), GAT
(controle tampéao) 48 horas ap6s a inducéo da laminite por sobrecarga de
CHO. Letras distintas denotam diferencas entre os grupos (teste Student-
Neuman-Keuls p< 0,05).
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3.4. DISCUSSAO

A utilizacdo do método de TUNEL mostrou-se eficaz para a identificagcdo de
células apoptoéticas em tecido laminar de equinos. As células da camada basal que
reagiram positivamente a coloragdo de TUNEL também se coraram positivamente para
caspase-3, no entanto poucos queratinécitos foram corados positivamente para
caspase-3 nos tecidos laminares em todos os animais. Nenhuma célula da camada
basal ou mesmo queratindcito dos tecidos dos grupos experimentais apresentaram
coloragao positiva para caspase-14 corroborando com FALEIROS et al. (2004) em
estudo avaliando a apoptose em células epidermais laminar em equinos sadios e com
laminite (clinica e induzida por sobrecarga de CHO ou extrato de NP).

A apoptose € um achado muito comum em células epiteliais da mucosa intestinal
para controlar a eliminacdo de células mortas na renovacgao celular (TERAKI &
SHIOHARA, 1999; TARNAWSKI & SZABO, 2001). Uma vez que o casco equino esta
em constante crescimento, supde-se que a renovacao celular também ocorra na
interface entre as células basais e a membrana basal. Esta interface estd em constante
modificacdo para permitir o crescimento do casco da banda coronéria em direcao ao
solo (STUMP, 1967) existindo, possivelmente, o envolvimento da apoptose de células
da camada basal neste processo. Suporta essa hipdtese os achados de células da
epitelias em apoptose tanto nos animais com laminite induzida por sobrecarga de CHO
quanto em animais saudaveis.

Sabe-se que na laminite aguda, em equinos, ocorre perda da integridade entre
as células da camada basal e a membrana basal causando colapso da estrutura
laminar, possivelmente por meio do mecanismo de apoptose celular (FALEIROS et al.,
2004). Neste particular, FALEIROS et al. (2004) consideraram que 0 aumento da
apoptose das células da camada basal na laminite aguda deva ser esperado devido a
componentes bacterianos liberados durante o desenvolvimento da doenga, que séo
capazes de induzir apoptose em diferentes tipos celulares. MUNGALL et al. (2001)
demonstraram que a termolisina e a exotoxina pirogénica estreptococcica B induziu a
separagdo do tecido laminar eqlino. Experimentalmente, a exotoxina pirogénica
estreptocéccica B pode induzir diretamente apoptose em mondcitos (KUO et al., 1999),
mas nao é capaz de induzir apoptose em células epiteliais de humanos (TAI et al.,
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1998). Por outro lado, a ativagao tanto da MMP-2 quanto da MMP-9 pela exotoxina
pirogénica estreptocéccica B induz a apoptose em mondécitos humanos (TAMURA et al.,
2004).

Nos ultimos anos muitas pesquisas tém demonstrado que as MMP possuem um
papel importante no desenvolvimento da laminite, sendo que a expresséo e ativacao
das MMP-2 e MMP-9 tem sido descrita em tecido laminar de equinos acometidos pela
laminite (JONHSON et al., 1998; MUNGALL et al., 1998; KIAW et al., 2004; LOFTUS et
al.; 2006). Acredita-se que a ativagdo dessas enzimas esteja associada a absorg¢ao de
componentes endotdxicos liberados pela microflora intestinal devido a proliferacdo de
bactérias Gram-positivas (MUNGALL et al., 2001; MUNGALL & POLLITTI, 2002). Neste
sentido, foi demonstrado que a administracéao de inibidores das MMP foram capazes de
proteger células hepaticas humanas (YANG et al., 2002) e células do figado e cérebro
de camundongos (GU et al., 2002) do processo apoptético.

Segundo estudo realizado por VU et al. (1998), as enzimas MMP-2 e MMP-9 sao
capazes de aumentar a apoptose celular durante o remodelamento tecidual e a
neoangiogenese. A diminuicdo da expressao da MMP-9, disparada por diferentes
estimulos apoptoticos, pode reduzir significativamente o potencial invasivo das células
leucémicas (GAZZANELLLI, et al. 2000).

Diversos mecanismos biomoleculares e produtos genéticos coexistem nas
células, obscurecendo a fronteira entre seu “programa” de vida e de morte. Uma nova
hip6tese tem sido proposta para o papel da MMP-2 e da MMP-9 no processo nuclear
(KWAN et al, 2004). Essas enzimas sao tradicionalmente reconhecidas por sua funcao
em clivar tanto as proteinas da matriz extracelular quanto moléculas bioativas
intracelulares (MANNELLO et al., 2005). Recentemente, pesquisadores descobriram um
novo e inesperado numero de substratos e dessa forma novas fungées bioldgicas para
as MMP (McCAWLEY & MATRISIAN, 2001). A participagcdo das MMPs no nucleo
celular por meio da habilidade dessas enzimas em clivar a proteina da matriz nuclear
polimerase poly-ADP-ribose (PARP), uma enzima reparadora de DNA, dependente de
ATP (SCOVASSI & DIEDERICH, 2004), sugere que as MMP podem inativar a PARP de
maneira tempo-dependente similarmente a caspase -3, desempenhando uma fungao
protetora quando a PARP esta excessivamente ativada ou, um efeito detrimental, por
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impedir o reparo da fita de DNA rompida (KWAN et al., 2004). Estudo in vitro
demonstrou que a MMP-2 pode associar-se com a cromatina condensada e clivar a
PARP (MANNELLO et al., 2005). Dessa forma, a presengca de MMP-2 e MMP-9 no
nucleo celular, com sua potencial capacidade de clivar também as proteinas da matriz
celular (PARS), sugerem que essas enzimas possam atuar da mesma maneira que as
caspases do nucleo (SOLDANI & SCOVASSI, 2002), dando novos indicios para a
compreensao do papel das MMP no complexo mecanismo da apoptose.

Todas essas afirmativas correlacionam-se com os achados do estudo em tela,
uma vez que foi demonstrado o aumento do nimero de células apoptoticas laminares
na laminite induzida por sobrecarga de CHO, juntamente com aumento no nivel de
expressao génica das MMP-2 e MMP-9 (ver capitulo 4). Reforcando ainda mais a
hipotese do papel das MMP no processo apoptético observou-se, no grupo exposto a
sobrecarga de CHO tratado com solugdo tampao, diminuicdo da expressdao da MMP-9
comparada ao grupo nao tratado e inibicdo do aumento da expressdao da MMP-2. Da
mesma maneira, 0 numero de células apoptdticas desse grupo mostrou-se diminuido
comparado ao grupo com laminite ndo-tratado, mesmo tendo apresentado valores
maiores em relacdo ao grupo controle (GAS), apontando para uma possivel
participagdo efetiva das MMP na cascata apoptética em tecido laminar de equinos
acometidos por laminite.

Por outro lado, reforcando o papel do aumento das células apoptéticas na
laminite existem informagbes na literatura, que as poliaminas putrescina, espermidina e
espermina formadas e estocadas em praticamente todas as células estdo envolvidas no
processo de proliferagdo celular e manutengao da viabilidade celular (COHEN, 1998).
Portanto, pode-se pensar que alteracbes no metabolismo das poliaminas possam
interferir na funcéo normal da célula e conseqlientemente causar sua morte (SEILER &
RAUL, 2005). Na ultima década, interrelagdes entre 0 metabolismo das poliaminas e a
morte celular tém sido bastante discutidas. Diversas evidéncias indicam que existe uma
ligacéo estreita entre as poliaminas e o processo de apoptose celular (SCHIPPER et al.,
2000; PIGNATTI et al., 2004).

Neste sentido, o aumento do numero de células epidermais apoptéticas em

tecido laminar dos equUinos com laminite experimental, possa ser explicado pelo
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aumento nas concentracdes de putrescina em conteddo cecal de equlinos como
demonstrado no capitulo 5. A alteragdo da permeabilidade da mucosa cecal causada
pela diminuicdo do pH e pela acdo de endotoxinas (WEISS et al., 2000), permite a
permeagéo sistémica de diferentes substancias entre elas, poliaminas produzidas pelas
bactérias Gram-positivas por meio da descarboxilacdo do amido em excesso.
Chegando até o tecido laminar elas poderiam ativar mecanismos celulares que
disparam a cascata apoptética.

De outra forma, considerando a teoria vascular sobre a patogénese da laminite,
FALEIROS et al. (2004) observaram que o aumento no numero de células apoptoticas
da camada basal em equinos com laminite comparados com equinos sadios poderia ser
explicado por um evento isquémico. Em diversas espécies, o processo de apoptose €
considerado um importante mecanismo de morte celular apds injarias de isquemia e
reperfusdo sendo que na maior parte dos modelos experimentais, a apoptose tem sido
detectada principalmente durante o periodo de reperfusdo (GOTTLIEB et al., 1994;
FLISS & GATTINGER, 1996; OLIVETTI et al., 1997; YUE et al., 1997; KOHLI et al.,
1999). As espécies reativas de oxigénio encontram-se aumentados durante a
reperfusdo podendo estar envolvidos na inducdo da apoptose em diversos tipos
celulares (KOHLI et al., 1999). Diversos modelos experimentais de injuria por isquemia
e reperfusdo no figado tém demonstrado efeito protetor dos inibidores de MMP, em
termos de necrose celular, apoptose e rearranjo da matriz extracelular. (VIAPPIANI et
al., 2006). Neste sentido, a ativagdo das MMP em tecido laminar de eqlinos com
laminite poderia ocorrer como resultado de evento isquémico que deflagaria a cascata
apoptética (FALEIROS et al., 2004).

Comparando os dados aqui apresentados com aqueles demonstrados por
FALEIROS et al. (2004), observa-se, contrariamente, que houve aumento no niumero de
células epidermais positivas para a coloragdo de TUNEL nos cavalos submetidos a
sobrecarga de CHO para inducao da laminite. Essa diferenca nos resultados pode ser
explicada pelo diferenca nos momentos em que os cavalos foram sacrificados para
coleta do tecido laminar, ou seja 48 horas apds a sobrecarga contra 10 a 18 horas apos
a sobrecarga desses autores que sugerem ter sido o numero pequeno de células
apoptéticas detectado no grupo exposto a sobrecarga de CHO, devido ao intervalo de
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tempo insuficiente entre a administragdo e o desenvolvimento de fragmentagdo de DNA
detectavel. De fato, GOTTLIEB et al. (1994) demonstraram que 0 aumento no numero
de células positivas a coloracdo de TUNEL ocorreu somente apdés uma hora de
reperfusdo mas que esse aumento so foi significativo apds 24 e 72 horas de reperfuséo.

Quanto a distribuicao das células apoptéticas no tecido laminar, os resultados
obtidos foram consonantes com aqueles observados por FALEIROS et al. (2004).

A técnica de imuno-histoquimica para caspase-3 e caspase-14 assegura a
diferenciacéo de células em processo de apoptose segundo FALEIROS et al. (2004).
Essa técnica se baseia no conhecimento de que queratindcitos humanos, em processo
de diferenciacdo terminal, expressam caspase-14 enquanto células apoptéticas
expressam caspase-3 e caspase-14 (HATHAWAY & KUECLHE, 2002; GANDARILLAS,
2000). Dessa maneira, foi evidenciado o aumento do nuimero de células da camada
basal coradas tanto com a técnica de TUNEL quanto com a técnica de imuno-
histoquimica em cavalos com laminite experimental induzida por sobrecarga de CHO.

Os queratindcitos epidermais se coraram positivamente para a técnica de
TUNEL, no entanto ndo responderam da mesma maneira a coloracdo pela imuno-
histoquimica corroborando com FALEIROS et al. (2004). Segundo esses autores a
explicagdo mais plausivel para esse fato, seria a auséncia de ativagdao da caspase
nesses tipos celulares, uma vez que a fragmentacdo do DNA pode ocorrer
independentemente da ativagdo pela caspase (ADAMS & CORY, 1998), podendo ser
que esses queratindcitos estejam morrendo devido a um processo independente da
caspase sendo ele necrose (GOWN & WILLINGHAM, 2002) ou outro processo ainda
nao definido (LOCKSHIN & ZAKERI, 2002).

O numero de células basais foi quatro e seis vezes maiores nos grupos GCT e
GCS, respectivamente; o numero de queratindcitos foi duas vezes maior em ambos 0s
grupos, em relacdo ao GAS. O numero elevado de células apoptéticas da camada
basal detectadas no tecido laminar de equinos com laminite sugere que a apoptose
participa das lesdes laminares. O numero elevado de queratindcitos detectados na
interface das laminas epidérmicas primarias e secundarias em eqlinos com laminite

necessita ser esclarecido
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3.5. CONCLUSOES

Com base nos resultados deste estudo:

1. O numero elevado de células apoptoéticas da camada basal e queratinécitos
detectado no tecido lamelar de cavalos com laminite sugere que a apoptose participa
das lesbes dessa afecgéao.

2. O tratamento com solugdo tampao administrada por via intracecal diminuiu o
namero de células epidermais apoptoéticas (células da camada basal e queratinécitos)
em cavalos com laminite induzida por sobrecarga de CHO, embora nao tenha inibido
completamente seu aumento.

3. As células da camada basal estdo localizadas nas laminas epidérmicas
secundarias e os queratindcitos na margem dos eixos queratinizados das laminas
primarias.

4. A distribuicao das células apoptéticas no terco apical, medial e basal da lamina
primaria ndo apresenta diferenca em tecido laminar de eqliinos sados ou aqueles com
laminite por sobrecarga de CHO.
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CAPITULO 4 - TRANSCRICAO DAS ENZIMAS METALOPROTEINASE-2 E -9 (MMP-
2 E MMP-9) EM EQUINOS COM LAMINITE INDUZIDA POR SOBRECARGA DE CHO,
TRATADOS OU NAO COM SOLUCAO TAMPAO.

RESUMO - A degradacao da membrana basal laminar pelas MMPs representa um
evento critico na fisiopatologia da laminite eqlina. Neste estudo comparou-se a
expressao génica da MMP-2 e MMP-9 durante o desenvolvimento clinico da laminite
induzida por sobrecarga de CHO ap6s a administracao intracecal de solucdo salina ou
tampao. Os eqlinos foram distribuidos aleatoriamente entre quatro grupos de
tratamento: controle (GAS, n=3); controle tampao (GAT, n=5); controle CHO (GCS,
n=5); CHO-tampao (GCT, n=4). A solucdo tampao foi administrada 8 h ap6s a inducao
da laminite. As amostras de tecido laminar foram coletadas 48 horas ap6s a inducao da
laminite ou administracdo de solugdo salina, imediatamente ap6s a eutanasia. A
quantificacdo do mRNA da MMP-2 e MMP-9 foi realizada por método de RT-PCR. Os
valores obtidos para as MMPs foram normalizados contra os valores da (-actina e as
diferencas do mRNA foram comparadas utilizando-se o0 método comparativo de CT
(AACT). A expressao génica da MMP-2 e MMP-9 foi maior nos tecidos dos animais com
laminite (GCT, GCS) do que em animais normais (GAT, GAS). A expressao da MMP-2
nos grupos GCS, GCT foi, respectivamente, 2,25 e 1,18 maior que no grupo GAS. A
expressao da MMP-9 nos grupos GCS e GCT foi, respectivamente, 17,79 e 5,06 vezes
maior que no grupo GAS. Concluiu-se que apo6s a administracao intracecal de solucao
tampao no GCT, apesar do aumento na expressao génica da MMP-2 e MMP-9 n&o ter
sido completamente bloqueado, a expressdao de ambas as MMPs apresentou-se
reduzida quando comparada ao grupo exposto a sobrecarga de CHO e sem tratamento
(GCS).

Palavras-chave: laminite, metaloproteinase, equino.
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TRANSCRIPTION OF MATRIX METALLOPROTEINASE-2 AND -9 (MMP-2 AND
MMP-9) IN CLINICALLY NORMAL HORSES AND THOSE WITH CARBOHYDRATE-
OVERLOAD INDUCED LAMINITIS TREATED OR NOT WITH BUFFERING
SOLUTION.

SUMMARY - Degradation of the lamellar basement membrane by matrix
metalloproteinase enzymes (MMP) represents a critical early event in the pathogenesis
of equine laminitis. Under normal physiological states, controlled dissolution allows the
growth of the hoof. However, when excessive activation of these enzymes occurs, it
leads to separation of the epidermic from the dermic laminae. This study compared the
gene expression of MMP-2 and MMP-9 during clinical development of CHO-induced
laminitis when saline or buffer solution was administrated intracecally. Horses were
randomly divided among four treatment groups: control (WS); buffer control (WB); CHO-
induced laminitis (CS); and CHO-induced laminitis with buffer treatment (CB). The buffer
was administered 8 hours after CHO. Tissues were collected 48 hours after CHO,
immediately after euthanasia. The quantification of MMP-2 and MMP-9 mRNA was
made by RT-PCR. Values obtained for MMPs were normalized against the B-actin
values and mRNA fold differences were compared to it using a AACr method. Expression
of MMP-2 and MMP-9 was greater in laminitic tissues (CB, CS) than in non-laminitic
tissues (WB, WS). MMP-2 expression in the CS and CB group was 2.25-fold, 1.18-fold
greater than WS group, respectively. WB group represented 0.32-fold the MMP-2
expression of the WS group. MMP-9 expression in the CS and CB group was up 17.79-
fold and 5.06-fold higher than WS group, respectively. WB group represented 0.72-fold
the MMP-9 expression of the WS group. We concluded that intracecal administration of
buffer solution may be useful in the management of horses fed high levels of
carbohydrate. Even though the increased MMP-2 and MMP-9 gene expression were not
completely prevented by administration of the buffer solution, the expression of both
MMPs was decreased compared with controls receiving only saline after CHO. Further
studies may elucidate the therapeutic potential of this buffer treatment in the prevention
of naturally-acquired carbohydrate-related laminitis.

Key words: laminitis, metalloproteinase, horse.
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4.1. INTRODUCAO

A laminite aguda € uma doenca em que os sintomas clinicos tornam-se
aparentes somente apds os tecidos laminares terem sido expostos as alteragdes
sistémicas que induzem mudangcas metabdlicas, inflamatérias e degenerativas,
responsaveis pela faléncia estrutural das interdigitacbes da lamina dérmica e
epidérmica dentro da capsula do casco (HOOD et al., 1993).

A fase aguda da laminite é caracterizada por desintegracdo da membrana basal,
associada as mudancgas morfolégicas nas células epiteliais basais da lamina secundaria
epidérmica (POLLITT, 1996). As lamininas e os colagenos dos tipos IV e VIl séao
componentes estruturais chaves da membrana basal (POLLITT, 1994) e sdo alvos
conhecidos das enzimas MMP-2 e MMP-9, que parecem dissolver essas substancias
(NAGASE & WOESSNER et al., 1999; FRENCH & POLLITT, 2004).

As MMPs constituem uma familia de proteinases zinco-dependentes envolvidas
na degradacao fisiolégica e mdrbida da matriz extracelular e de componentes da
membrana basal que se fixam as células basais epidérmicas (WOESSNER, 1991;
BIRKEDAL-HANSEN et al., 1993). Em condic¢des fisioldgicas, a dissolugao controlada
permite o movimento da lamina epidérmica através da lamina dérmica conforme ocorre
o crescimento do casco (POLLITT & DARADKA, 1998; POLLITT, 1999). Acredita-se
que a ativacao excessiva dessas enzimas seja responsavel pelo inicio da cascata de
eventos que leva a dissolugdo descontrolada de componentes da membrana basal e,
mais tardiamente, a separacao entre as laminas epidérmica e dérmica (POLLITT, 1996;
POLLITT & DARADKA, 1998).

Estudos in vitro com tecido laminar digital enfocando as mudangas na
ultraestrutura e a biologia molecular basica da laminite apontam para o aumento da
atividade da MMP durante o desenvolvimento da laminite clinica (MUNGALL et al.,
2001; MUNGALL & POLLITT, 2002; FRENCH & POLLITT, 2004). De maneira inversa a
hipoperfusdo defendida pela teoria vascular, o aumento do fluxo digital durante os
estagios prodrdmicos da laminite seria responsavel pela chegada de fatores
disparadores toxicos ao epitélio digital, resultando em atividade desregulada das MMP.
Esta atividade desregulada resultaria em destruicdo da estrutura da membrana basal
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epidérmica causando, eventualmente, separagdo da epiderme e da derme e com isso,
a perda da estrutura de ligagédo entre a falange distal e a muralha do casco.

Foram realizados ensaios in vitro testando a ativacdo das MMP e sua relacéao
com danos a membrana basal no desenvolvimento da laminite utilizando varios agentes
comumente associados com esta afeccdo, incluindo eicosandides, citocinas,
endotoxinas e fragmentos de bactérias intestinais Gram-positivas. Somente os
fragmentos induziram a ativacao in vitro das MMP (MUNGALL et al., 2001), de maneira
similar aos resultados obtidos em pesquisas com tecido digital in vitro. Em outros
estudos, demonstrou-se que a termolisina de origem bacteriana medeia a separagéao do
casco por meio da ativacao das MMP (MUNGALL & POLLITT, 2002). Baseados nestas
informacodes, muitos pesquisadores defendem que a proliferacado de bactérias Gram-
positivas no intestino grosso de equinos pode ser a fonte dos fatores circulatérios
envolvidos na indugdo da laminite (MUNGALL et al., 2001). Dessa maneira, a
degradacdo da membrana basal por MMP representaria o evento precoce crucial na
fisiopatologia da laminite equina.

Muitos estudos tém demonstrado que as exotoxinas de bactérias Gram-positivas,
as quais sao constituintes da microflora intestinal normal, responsaveis pela
fermentacdo do amido no intestino grosso de equinos, possam induzir a ativagdo das
MMP (GARNER et al., 1978; POLLITT, 1999; MUNGALL et al., 2001). GARNER et al.
(1977, 1978) observaram que mudangas na populagdo bacteriana do ceco associadas
a fermentacao do CHO em excesso, resultam em acidose latica ocasionando a morte
da microflora Gram-negativa normal do ceco e crescimento exacerbado e rapido de
organismos Gram-positivos, como os Streptococcus bovis, com estes ultimos tornando-
se as bactérias predominantes no intestino grosso.

Outros relatos mostraram que equinos podem sobreviver apds a sobrecarga de
CHO sem desenvolverem laminite uma vez que bactérias do género Streptococcus
bovis tenham sido eliminadas da microflora do intestino grosso por meio da pré-
administracao do antibiotico virginiamicina (ROWE et al., 1994).

A hipétese aqui estudada foi que a expressdo génica das enzimas MMP-2 e
MMP-9 em tecido laminar do casco em equinos submetidos a sobrecarga de CHO
poderia ser alterada pela administracdo de solugdo tampéao por via intracecal. O
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objetivo deste estudo foi comparar a expressdo génica de MMP-2 e MMP-9, por meio
de técnica de RT-PCR em tempo real em eqliinos clinicamente sadios e naqueles com
laminite induzida por sobrecarga de CHO quando uma solu¢cdo tampao composta de
Al(OH)3; e Mg(OH). ou solucéao salina € administrada por via intracecal.
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4.2. MATERIAL E METODOS
4.2.1. Amostras

As amostras de tecido laminar foram coletadas de 17 equinos, oito machos
castrados e 11 fémeas nao-gestantes, sem raca definida, adultos, higidos, com idades
variando de trés a nove anos, pesando entre 200 e 410 kg e com escore corporal de
trés a quatro, segundo SPEIRS (1997). Esses animais foram distribuidos
aleatoriamente em quatro grupos experimentais: controle (GAS, n=3); controle tampao
(GAT, n=5); controle CHO (GCS, n=5); CHO-tampao (GCT, n=4), conforme descrito no
capitulo 2.

Apb6s um periodo experimental de 48 horas, os animais foram sacrificados por
meio da administracdo de EGG (120 mg/kg) seguida da infusdo rapida de tiopental
sodico’ (20mg/kg) e solugdo saturada de cloreto de potassio, todos por via intravenosa.
Procedeu-se a separacao dos cascos por desarticulagdo metacarpofalangeana. Os
cascos foram seccionados com fita de serra, de acordo com protocolo descrito
previamente por POLLITT (1996). Obtiveram-se fragmentos retangulares da muralha
interna, com lados medindo 1,0 x 0,5 cm e espessura de 0,1 cm, contendo a interface
entre as laminas dérmicas e epidérmicas que foram imediatamente congelados em
criotubos por meio de imersdo em nitrogénio liquido e subseqlentemente,

armazenados em freezer -70°C.

4.2.2. Extracao e Tratamento do RNA

O protocolo utilizado foi descrito por CHOMCZYNSKI & SACCHI (1987)
constando das etapas descritas a seguir:

a) Homogeinizagcdo: as amostras de tecido laminar foram descongeladas,
tranferidas para tubos de polipropileno livres de RNA e maceradas em Tri-Reagent®”
(350 pL do reagente/100 mg de tecido) com auxilio de gral e pistilo, sendo em seguida
homogeneizadas para facilitar a inibigdo imediata e efetiva da atividade da enzima
RNase. Este procedimento causou ruptura celular e liberacdo do conteudo intracelular
para o meio. O Tri-Reagent® é uma solucdo monofasica de fenol e guanidina
isotiocianato que mantém a integridade do RNA durante a lise celular.

! Tiopentax — Cristalia, Campinas — SP.
2 TRI® Reagent RNA Isolation Reagent, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA.
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b) Separacdo das fases: em seguida, adicionou-se cloroférmio® na proporcao de
100 pL para cada 350 uL de Tri-Reagent®, agitando-se a amostra vigorosamente por
15 segundos e incubando em temperatura ambiente (20-22 °C) por 10 minutos. Apés
centrifugacao a 12.000 g por 10 minutos a 4 °C, a suspensao apresentou-se separada
em trés fases: uma inferior, de fenol-cloroférmio e de coloracao rosada, contendo DNA,
denominada fase orgéanica; uma interfase branca contendo proteinas; e uma fase

superior, aquosa e incolor, com cerca de dois tercos do volume total, contendo RNA.

c) Precipitacdo do RNA: a fase aquosa foi transferida para um novo tubo onde
adicionou-se 250 uL de isopropanol* e incubou-se a solugdo por um periodo de 24
horas em uma temperatura de -20 °C. ApGs esse periodo, a amostra foi centrifugada a
12.000 g por 20 minutos a 4 °C. Descartou-se o sobrenadante, recuperando-se o

precipitado de RNA como um gel esbranquigcado semitransparente (sedimento).

d) Lavagem do RNA precipitado: ressuspendeu-se o sedimento de RNA em 1 mL
de etanol 80% para cada 350 pL de Tri-Reagent®, e centrifugou-se a 10.000 g por 8
minutos a 4 °C. Em seguida, o etanol foi descartado e o sedimento foi submetido a

secagem em equipamento de evaporacao centrifuga® durante 5 minutos.

e) Eluicdo e quantificagdo do RNA: O sedimento foi eluido em 60 yL de agua
DEPC® (solugdo aquosa de dietil pirocarbonato de sédio 0,1%) e aquecido a 65 C
durante 10 minutos para ressuspender o RNA. O RNA foi quantificado com auxilio de
espectrofotdmetro a laser’. A pureza da amostra em solucéo foi verificada pela razao
das absorbancias em 260/280 nm. Amostras cuja razao de absorbancia em 260/280 nm
fosse inferior a 1,7, apresentavam grande contaminagdo por proteinas e eram
descartadas. A concentracdo de RNA foi quantificada pela sua absorbancia em 260 nm
de acordo com a relagao:

[RNA] = A260 x 0,8 x FD

8 Merck GmbH, Damstadt — Alemanha.

4 Sigma-Aldrich, Steinheim — Alemanha.

® SC 110A Savant Speed Vac® Concentrator Systems, Philadelphia, PA - EUA.
® Water RNase-Free DEPC Treated, USB Corp, Cleveland, Ohio - EUA.

” MultiSpec-1501, Shimadzu Corporation, Kyoto - Japao.
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Onde,

[RNA] = concentracdo de RNA (ug/ml)

A260 = Absorbéancia (em densidade 6ptica) em 260 nm

0,8: fator de conversao (uma unidade de densidade Optica = 40 ug/mL RNA, no
entanto, este resultado mostra valores de RNA muito mais altos do que de fato existe.
Por isso multiplica-se por 0,8)

FD = fator de diluigdo utilizado (normalmente 1:30)

f) Verificacdo da integridade do RNA por eletroforese: apdés extracdo e
quantificacdo do RNA total obtido do tecido laminar, a integridade do mesmo foi
avaliada. Amostras de 1000 ng de RNA total foram transferidas para tubos de
polipropileno livres de RNA e acrescidas de 5 pL de solugcdo® contendo:

» 95% formamida;

e 0,025% SDS;

e 0,025% azul de bromofenol (corante usado para posterior visualizacdo das
bandas eletroforéticas);

e 0,025% xileno cianol FF;

e 0,025% brometo de etideo;

e« 0,5mM EDTA.

As amostras foram aplicadas sobre gel de agarose 1%, preparado em solugéo
tampao TAE 1x (Tris 40 mM-Acido Acético 20 mM, EDTA 1 mM)® com pH 8,0, acrescido
de 1pL de brometo de etideo'® para cada 100 mL de agarose permitindo a visualizagdo
das bandas. Durante a eletroforese, o gel permaneceu imerso em tampao TAE 1x
durante aplicacdo de um potencial de 80 V (36 mA) por 30 minutos, em cuba para
eletroforese’ para permitir a migracéo das cadeias de RNA, de acordo com sua massa.
A integridade do RNA foi confirmada pela definicdo das bandas e auséncia de rastros
no gel. Somente as amostras de RNA que se mostraram integras foram utilizadas como
substrato para a transcri¢cao reversa.

8 2X RNA Loading Dye, Fermentas INC., Hanover, MD — EUA.
° Bio-Rad, Hercules, CA - EUA.
'% Bjo-Rad, Hercules, CA - EUA.
' Bio-Rad, Hercules, CA - EUA.
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Ao final do processo, o gel apresentou bandas formadas pela deposicdo de
diferentes espécies de RNA. No primeiro poco de cada gel aplicou-se uma escala
padrao de pesos moleculares'?, para posterior identificacdo das bandas das amostras.
A imagem do gel com suas bandas eletroforéticas foi capturada por um sistema de
documentacdo de géis composto por um transiluminador de luz ultravioleta (UV)'3, uma
camara escura e uma camera digital’* acoplada a um microcomputador, carregado com
sistema de foto-documentagao'°.

g) Purificacdo das amostras de RNA: apds se verificar a integridade do RNA das
amostras, procedeu-se o tratamento destas com a enzima deoxirribonuclease | para a
eliminagcdo do DNA das amostras de RNA antes da amplificacdo. Para isso utilizou-se
tubos de polipropileno livres de RNAse mantidos em gelo, onde adicionou-se:

* 1,2 yg da amostra de RNA;

+ 1,2 uL de “DNAse | Amplification Grade” (1 U/uL)'®;

* 1,2 uL de “DNAse Reaction Buffer” (200 mM Tris-HCI [pH 8,4], 20 mM MgCly,
500 mM KClI);

« 4gua DEPC'"” até o volume de 12 uL.

Os tubos foram incubados em temperatura ambiente (20-22 °C) durante 15 min.
AplGs esse periodo a DNAse foi inativada por meio da adigdo de 1,2 yL de solugcéao
contendo EDTA (25 Mm). As amostras foram entdo aquecidas durante 10 minutos a 65°
C. Apos este processo a amostra foi considerada pronta para ser submetida ao
processo de trascricdo reversa.

4.2.3. Transcricao Reversa do mRNA
As amostras de mRNA obtidas pelo protocolo anteriormente descrito foram
submetidas a transcrigao reversa pela acao da enzima transcriptase reversa. O meio de
reacao consistiu de:
* 1,2 yg da amostra de RNA descontaminado;

'2 RNA Mass Ladder, Invitrogen Corp, NY - EUA.

' Bio-Rad, Hercules, CA - EUA.

4 DC-290, Eastman Kodak Co., Rochester, NY - EUA.

'* AlphaDigiDoc Alpha Innotech Corp, San Leandro, CA - EUA.

'® Invitrogen Corp, NY - EUA.

"7 Ultrapure water RNAse free DEPC treated, USB Corp, Ohio - EUA.
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* 35 uL de agua DEPC

A solugdo foi incubada em banho seco™ a 65 °C por 10 minutos para
desnaturagdo do RNA total e imediatamente transferidos para o gelo durante 2 minutos
para parar o processo de desnaturacdo do RNA e previnir sua degradacao.
Posteriormente, foram adicionados 45 uL de “cDNA MASTER MIX” constituido de:

« 16 uL de First Strand Buffer®'°(375 mM KCI, 15 mM MgCl,, 250 mM Tris-HCI,
pH 8,3);

4 L de 10 mM dNTP Mix?° (mistura dos desoxirribonucleotideos: trifosfato de
adenosina (dATP), trifosfato de timidina (dTTP), trifosfato de guanosina (dGTP) e
trifosfato de citidina (dCTP);

« 6 uL de 1 X BSA(Bovine Serum Albumin)?’

« 4 uL de Primer Oligo dT#;

* 9 yL de ditiotreitol 0,1M (DTT);

+ 1,5 pL de inibidor de RNAse®;

* 1,5 uL de agua DEPC;

« 4 L da enzima transcriptase reversa M-MLV-RT (220 U/ml)*.

As amostras foram cuidadosamente agitadas e incubadas em temperatura
ambiente (20-22 °C) por 10 minutos para permitir que o primer se anelasse ao mRNA.
Procedeu-se nova incubagdo a 40 °C por 1 hora para que a transcricdo reversa
ocorresse. ApOs a transcricdo em cDNA, 40 puL de 4gua DEPC foram adicionados a
amostra para diluir o cDNA. Para a criacdo de cDNA para a curva padrao utilizou-se o
mesmo meio de reagcdo descrito acima, no entanto iniciou-se as diluicbes com 2 ug da

amostra de RNA descontaminado, em duplicata.

4.2.4. Quantificacao do mRNA pelo Sistema TagMan®

»25

Os “primers™®® e as sondas® com oligonucleotideos gene-especificos foram

gerados comercialmente para reconhecer seqliéncias-alvos de interesse presentes em

'® Digital Dry Block Heaters, VWR, PA - EUA.

'® Ambion, Inc, Texas - EUA.

20 Invitrogen Corp, NY - EUA

% New England Biolabs, Ipswich, MA - EUA

2 Genelab, Baton Rouge, LA - EUA.

23 RNAsin Invitrogen Corp, NY - EUA.

24 Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase (MMLV-RT) - Invitrogen Corp, NY - EUA.
% Genelab, Baton Rouge, LA - EUA.
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moléculas de DNA complementares as moléculas de mRNA que codificam MMP-2,
MMP-9 e a B-actina (Tab. 1). As sondas foram identificadas com o repoérter “dye 6-
FAM”.

O meio de reacao de amplificacado do cDNA teve a seguinte composicao:

* 5 uL de cDNA;

« 25 L de TagMan® Universal PCR Master Mix?’;

* 1 pL do “primer sense” em solugao com 20 uyM, em agua ultra-purificada;

* 1 pL do “primer anti-sense” em solugdo com 20 uM, em agua ultra-purificada;

» 1 uL da sonda na concentragdo de 10 pmoles/ uL;

17 uL de agua duplamente deionizada estéril (ddH20);

A reacdo de PCR foi realizada em aparelho termociclador?®, que aquece e resfria
alternadamente o meio de reagéo, favorecendo ciclos de amplificacdo (Fig.1). O perfil
de ciclos da PCR constituiu de:

1. Etapa de desnaturacdo inicial: processo de separagdo das cadeias que
formam a dupla fita de DNA, por meio da elevacdo da temperatura para
aproximadamente 94 °C durante 3 minutos;

2. Repeticao de ciclos em séries com cada repeticdo composta de trés etapas:

a) etapa de desnaturacéo a aproximadamente 94 °C por 1 minuto;

b) etapa de anelamento dos primers com a sequéncia-alvo do cDNA a ser
amplificada: uma vez separadas as fitas de DNA, a temperatura da reagao € reduzida
para aproximadamente 60 °C e os “primers” hibridizam-se (anelam-se), um em cada
fita, na regido dos flancos das respectivas seqliiéncias-alvos;

c) Etapa de alongamento: nesta fase, eleva-se a temperatura para
aproximadamente 72 °C durante 2 minutos, para que a enzima Tag-polimerase
posicione-se junto aos “primers” anelados a seqiéncia-alvo e inicie a duplicacdo da
fitas de DNA (fitas-molde), utilizando os nucleotideos que contém as bases
nitrogenadas complementares aquelas das fitas-molde.

% GenelLab, Baton Rouge, LA - EUA.
27 ppplied Biosystems Foster City, CA - EUA.
2 ABI PRISM™ 7700 Sequence Detector Applied Biosystems Foster City, CA - EUA.
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Ap6s o término de cada ciclo, todo o processo foi repetido, desde a
desnaturacao até a extensao, por varias vezes (40 vezes em média) para se obter uma
quantidade razoavel do cDNA amplificado (Fig. 2).

A quantidade de DNA amplificado referente as proteinas de interesse foi
normalizada pela quantidade do DNA que codifica a B-actina encontrada no mesmo
grupo experimental. A B-actina € um gene “housekeeper’, cuja expressao genética
ocorre em niveis abundantes na maioria dos tipos celulares e codifica uma proteina
constantemente encontrada no citoesqueleto das mais variadas espécies sendo por
isso, utilizada como modelo interno na grande maioria dos ensaios de RT-PCR
(KREUZER et al. 1999, BUSTIN, 2000). Os valores dos “Cycle threshold” (ciclo onde a
reacao cruza o limiar de deteccao - CT) foram obtidos para MMP-2, MMP-9 e B-actina
para cada amostra de cDNA do tecido laminar de eqlinos dos quatro grupos
experimentais.

A curva padrao relativa foi construida utilizando-se cDNA preparado do RNA
isolado das amostras de tecido laminar contendo genes que codificam tanto as MMP
quanto a B-actina. Ao cDNA concentrado foi designado o valor de 1000. Diluicées
seriadas (1:1) foram entdo preparadas em ddH>O, com a primeira diluicdo designada
500, a segunda 250, e assim sucessivamente, até oito diluicbes serem feitas. Uma
curva padréo foi construida tanto para as p-actina quanto para as MMP (Fig. 3, 4 e 5)

Essas andlises foram realizadas nas dependéncias do Department of
Pathobiological Science da School of Veterinary Medicine-Louisiana State University,
Baton Rouge, LSU, USA.

4.2.5. Analise Estatistica
A regressao linear foi realizada nos valores obtidos para B-actina e MMP como
descrito no ABI PRISM 7700 Sequence Detection System User Bulletin #22°. Os valores
obtidos para as MMP foram normalizados contra os valores da B-actina de cada
amostra e as diferengas do mRNA foram comparadas utilizando-se o método

comparativo de CT (AACt). Os resultados foram apresentados como vezes a mais que

2 Applied Biosystems Foster City, California - EUA.
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a expressao génica ocorreu nos grupos comparado com a média do grupo controle
(GAS) £ EP.

Os dados da expressao génica da MMP-2 e MMP-9 foram submetidos a teste de
normalidade (Shapiro-Wilk) e, posteriormente, a analise de variancia de uma via nao-
paramétrica seguida do teste Dunn para comparacdo das médias (Sigma Stat™). Foi
considerado um nivel de significancia de p< 0,05.

30 Sigma Stat for Windows, Version 3.0.1. Systat Software Inc. CA, EUA.
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Tabela 1 — Sequéncia de primers e sondas utilizadas para quantificar os niveis de
MMP-2, MMP-9 e 3-actina no tecido laminar de equinos sadios e aqueles
com laminite experimental tratados ou ndo com solugdo tampdo. Todas as
sequéncias foram escritas na direcao 5’-3'. As sondas foram marcadas com
o reporter “dye” FAM (6-carboxyfluorescein) e o quencher dye TAMRA (6-
carboxytetramethylrhodamine).

Gene Oligo Sequence (5°-3’)
B-actina Sense GCATGGAATCCTGTGGCAT
Anti Sense GGTCCTTACGGATGTCGACG
Sonda CACGAAACTACCTTCAACTCCATCATGAAGTGT
MMP-2 Sense AGTGGATGTGACCCCACTACGGT
Anti sense TGCTCCCAGCGGCCGAATG
Sonda ATGTCAGCCTCTCCATCATGGATGAG
MMP-9 Sense CGGCGTGCCCTTGGA
Anti Sense GAAGCGGTCCTGGGAGAAGT

Sonda ATGCACGACGTCTTCCAGTACCGAGAGA
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PCR: Reaciao da polimerase em cadeia

30-40 ciclos de 3 etapas
ﬂ’"ﬂ“‘ W“ m‘“"“’ m% (\, Etapa 1: desnaturacio
|| M m 1 minuto 94 °C

MMMWM%W

WWTWWWWWH | Etapa 2: anelamento

y»)’yy % 45 segundos 60 °C
fTT 3
MMWMM J'U‘“JJ_WLL Primers sense e
antisense

I UL Etapa3 alongamento
-
~ | | - ~ - | | .
~ \\ P R | T N 2 minutos 72 °C
N\

W ” - - Somente dNTPs

(Andy Viersiraste 1999

Figura 1 — Figura ilustrativa dos ciclos da reagdo em cadeia da polimerase (Vierstraete,

1999). Fonte: http://users.ugent.be/~avierstr/principles/pcr.html)

4°ciclo

gene de interesse <: ——
— 3°ciclo —— | Amplificacdo exponencial
— Q" ciclo
= ["ciclo — — 35°ciclo
DNA molde < ——— j—
7= 2= < < .
4 cépias 8 copias 16 copias 32 cSpias 27768 bilhdes de cSpias

(Andy Vierstracte 1999

Figura 2 — Figura ilustrativa dos ciclos da reagéao e da amplificagdo exponencial do DNA

pela reagdo em cadeia da polimerase (Vierstraete, 1999). (Fonte:

http://users.ugent.be/~avierstr/principles/pcr.html)
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4.3. RESULTADOS

Para a curva padrao de cada enzima testada foram feitas diluicbes seriadas
variando de 1000 a 8 e utilizadas como modelo para as analises. Os valores dos CT
aumentaram em cada diluicao, variando de 29,04 a 40 ciclos para a MMP-2, de 27,02 a
36,04 ciclos para a MMP-9 e de 21,31 a 30,60 ciclos para a B-actina. Por essa razao,
sob as condicbes testadas da RT-PCR em tempo real, a quantificacdo demonstrou ser
linear de 100 a 100.000 cépias iniciais do modelo de DNA por reacao. A linha calculada
por regressao logaritimica para cada enzima esta representada pelas equagoes:

MMP-2

y = —6,0582x (nimero de copias)+ 47,572, com R? = 0,9956; (Fig. 3)

MMP-9

y = —3,6442x (nimero de copias)+ 39,037, com R? = 0,9739; (Fig. 4)

B-actina

y = —3,6442x (nimero de copias)+ 39,037, com R? = 0,9739; (Fig. 5)

Foram realizadas duas medidas de cada amostra de DNA do tecido laminar digital
dos animais de cada grupo. A porcentagem do coeficiente de variagdo (CV%) entre as
medidas para MMP-9 variou de 0,00 a 0,01% tanto no GCS quanto no GCT com uma
média geral de 0,01% e no GAS e GCT variou de 0,00 a 0,01% e 0,00 a 0,09%
respectivamente, com uma média geral de 0,02% para ambos os grupos. Para as
medidas da MMP-2, a porcentagem do coeficiente de variagdo (CV%) variou de 0,00 a
0,01% tanto no GCS quanto no GCT com uma média geral de 0,01% e no GAS e GCT
variou de 0,00 a 0,01% e 0,00 a 0,02% respectivamente, com uma média geral de
0,00% para ambos os grupos. Os valores de CT (média dos animais dentro cada grupo)
para as medidas da MMP-2 e MMP-9 mostraram um CV > 1% para todos o0s grupos.

As expressdes constitutivas das enzimas MMP-2 e MMP-9 foram observadas em
todas as amostras, tanto nos equinos expostos a sobrecarga de CHO quanto nos
animais clinicamente sadios. Entretanto, a expressdao génica de MMP-2 (p=0,037) e
MMP-9 (p=0,012) foi mais acentuada nos tecidos dos animais laminiticos (GCS, GCT)
comparados aos tecidos obtidos de equinos clinicamente sadios (GAS, GAT) (Fig. 6 e
7).
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A expressao relativa das enzimas MMP para os eqlinos com laminite foi
calculada com relacdo ao nivel de expressdo encontrado em equlinos clinicamente
normais. A expressdo génica da enzima MMP-2 para o GCS e GCT foram,
respectivamente, 2,25 e 1,18 vezes maior que a média do GAS (Fig. 7). A expressao
génica da enzima MMP-9 no GCS e GCT foram, respectivamente, 17,79 e 5,06 vezes
maior que no GAS (Fig. 8). Quando os resultados de ambos os grupos acometidos com
laminite foram comparados, o grupo GCS apresentou expressao maior tanto da enzima
MMP-2 quanto da MMP-9 do que o grupo GCT (p= 0,042 e p= 0,048, respectivamente).

Os resultados obtidos para a expressao génica da B-actina foram analisados e
nao demonstraram nenhuma diferenga entre os grupos experimentais (Fig. 5).
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Figura 3 — Representacao gréafica da curva padrao relativa da enzima MMP-2.

Curva Padrao MMP-9
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Figura 4 — Representagdo grafica da curva padrdo relativa da enzima MMP-9.
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Figura 5 — Representagéo grafica da curva padrdo relativa da B-actina.
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Tabela 2 — Média e erro padrao da expressao génica da B-actina e das enzimas MMP-2
em tecido laminar de equinos dos grupos GAS (controle), GAT (controle
tampao), GCT (CHO-tampéo) e GCS (controle CHO) 48 horas apés a
inducao da laminite por sobrecarga de CHO.

GRUPOS mRNA
B-actina MMP-2 MMP-9
GAS 1,002 1,002 1,002
[0,00] [0,00] [0,00]
GAT 1,452 0,322 0,722
[0,56] [0,08] [0,29]
GCT 1,042 1,182 5,06°
[0,72] [0,63] [0,91]
GCS 1,172 2,25° 17,19°
[0,90] [0,83] [9,58]

Valores apresentados como “vezes a mais” em relacdo ao grupo
controle (GAS)
Letra distinta denota diferenga entre os grupos (teste Dunn, p< 0,05).

* diferente do valor basal; [ ] desvio padréo.

a a
< 27 a
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GAS GAT GCT GCS

Figura 6 - Representagao gréafica da expressao génica da B-actina em tecido laminar de
equinos dos grupos GCT (CHO-tampao), GCS (controle CHO), GAT
(controle tampé&o), 48 horas apds a indugédo da laminite por sobrecarga de
CHO. Os valores estdo apresentados como “vezes a mais” comparado com
o grupo controle (GAS) * EP (teste Dunn p< 0,05).
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MMP-2 mRNA
n
[

GAS GAT GCT GCS

Figura 7 — Representacao grafica da expressao génica da enzima MMP-2 em tecido
laminar de equinos dos grupos GAS (controle), GAT (controle tampéo),
GCT (CHO-tampao) e GCS (controle CHO) 48 horas ap6s a inducao da
laminite por sobrecarga de CHO. Os valores estdo apresentados como
“vezes a mais” em relagdo ao grupo controle (GAS) + EP (teste Dunn p<
0,05).

MMP-9 mRNA
&

Figura 8 - Representacao grafica da expressao génica da enzima MMP-9 em tecido
laminar de equinos dos grupos GAS (controle), GAT (controle tampao),
GCT (CHO-tampao) e GCS (controle CHO) 48 horas ap6s a inducao da
laminite por sobrecarga de CHO. Os valores estdo apresentados como
“vezes a mais” comparado com o grupo controle (GAS) + EP (teste Dunn p<
0,05).
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4.4. DISCUSSAO

A utilizagdo da B-actina para a normalizacdo dos dados das enzimas MMP-2 e
MMP-9 mostrou-se bastante acurada uma vez que os resultados obtidos para esse
gene, expresso continuamente no citoesqueleto dos mamiferos, ndo apresentaram
diferenca entre os grupos experimentais.

As expressdes constitutivas das enzimas MMP-2 e MMP-9 observadas tanto nos
tecidos laminares de animais saudaveis quanto daqueles com laminite experimental
confirmam que estas enzimas estdo envolvidas em processos fisiol6gicos, os quais,
segundo Woessner, (1991) e Birkedal-Hansen et al. (1993) sdo responsaveis
degradacao da matriz extracelular e de componentes e moléculas da membrana basal.
Uma vez que os componentes moleculares dos desmossomos, hemidesmossomos e
membranas basais sdo substratos para a atividade das MMP, a localizagdo da MMP-2
no tecido laminar basal e nas células parabasais possui significado fisiolégico na funcao
de remodelagao, permitindo que a parede do casco mova-se através da falange distal
conforme o crescimento ocorre (DARAKA & POLLITT, 2004).

Os niveis elevados de expressdo génica da MMP-9 observados nos tecidos
laminares de equinos com laminite experimental tratados com solucao tampao (GCT),
os elevados niveis de expressédo génica da MMP-2 e MMP-9 nos tecidos laminares de
equinos com laminite experimental ndo-tratados (GCS) e a baixa expressao delas em
tecido dos equinos do grupo controle, sugerem que ocorre ativagdo destas enzimas
durante o desenvolvimento da laminite, dando suporte a hipétese de que a ativagéo das
MMPs esta relacionada com o dano na membrana basal, ja demonstrado em estudos
anteriores com modelos experimetais in vitro (POLLITT, 1998; POLLITT & DAVIES,
1998; FRENCH & POLLITT, 2004).

Um fato interessante observado foi que a expressdo de MMP-2 comparada a
MMP-9 apresentou grande disparidade entre os intervalos de variagdo das enzimas,
com a MMP-2 variando de 0 a 4 e a MMP-9 variando de 0 a 20. Sabe-se que ambas as
enzimas possuem algumas caracteristicas em comum tais como os substratos
(colagenos dos tipos IV, VIl e elastina) assim como sua presenca em macrofagos
(BASSET et al.,1997; MURPHY & KNAUPER, 1997). No entanto, estudos recentes tém
demonstrado que a regulagdo da expressao génica dessas duas enzimas assim como o
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seu status de expressao ocorre de forma diferenciada (MOTT & WERB, 2004). A MMP-
2 esta presente constantemente nos tecidos em niveis baixos de expressao,
assemelhando mais com uma MMP constitutiva e sua ativagdo ocorre por mecanismo
de regulagado pés-transcricional. Enquanto a MMP-9 é altamente induzida sendo que
sua expressao génica ocorre por regulagao transcricional (MOTT & WERB, 2004).

No entanto, apesar do aumento dos niveis de expressao de MMP-2
apresentarem menor amplitude do que os da MMP-9, este aumento também foi
significativo no grupo controle-CHO (GCS) quando comparado ao grupo controle
(GAS), demonstrando que ambas estdo envolvidas na patogénese da laminite. Os
dados obtidos para o grupo CHO-tampao indicam que o tratamento diminuiu a
intensidade da expressao da MMP-9, embora essa expressao tenha sido maior do que
0s niveis basais do grupo controle (GAS). Por outro lado, o tratamento foi capaz de
atenuar o aumento da expressao da MMP-2.

Foi demonstrado no Capitulo 2 que a administracdo intracecal de solugéo
tampao composta por Al(OH)3 e Mg(OH)2 atrasou os sinais de claudicacao em equinos
com laminite experimental induzida com sobrecarga de CHO, no entanto isso nao
previniu as alteracoes clinicas, hematolégicas e bioquimicas induzida pelo CHO ainda
que ao final do periodo experimental, 100% dos animais expostos a sobrecarga de
CHO (GCS e GCT) desenvolveram laminite. Poder-se-ia supor que existam dois
mecanismos distintos mediados pela ativacdo das MMP endbgenas que levam ao
desencadeamento da laminite, como j& aventado por LOFTUS et al. (2006). Essa
especulacao é suportada pelo fato da inducao de MMP-2 ter sido observada em tecido
laminar obtido de equinos expostos a sobrecarga de CHO e de eqliinos com laminite
cronica (JONHSON et al.,, 1998; MUNGALL & POLLITT, 1999). KYAN-TANNER &
POLLITT (2004) demonstraram aumento na transcricdo de MMP-2 em tecido laminar de
equinos expostos a sobrecarga de CHO coletados na fase prodrémica da doenca. Da
mesma maneira, foi demonstrado que a MMP-9 esta presente, difusamente, ao redor
da membrana basal danificada no tecido laminar de cavalos expostos a sobrecarga de
CHO, sugerindo que esta enzima possa ser induzida localmente (Mungall et al., 1998).
LOFTUS et al. (2006) observaram que a migracao de neutréfilos para o tecido digital na

laminite induzida por extrato de NP coincide com o acumulo de zimogénios da enzima
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MMP-9 e com a expressao génica aumentada de MMP-9 transcrito. Desta forma, os
resultados obtidos mostraram que a expressao génica da enzima MMP-9 em niveis
maiores aqueles expressos para a enzima MMP-2 é uma informagdo importante, uma
vez que inumeros estudos tentam elucidar o significado das diferentes MMP no colapso
da membrana basal e, conseqlientemente, na patogénese da laminite.

O fato de a solucdo tampao diminuido a expressdao das MMP foi evidente e
mostra a sua eficacia visto que, nos tecidos dos animais que receberam a sobrecarga
de CHO tratados com solucdo tampao a expressao da MMP-2 ndo apresentou
diferenca significativa comparado com o grupo controle, e a expressdao da MMP-9 foi
menor do que no grupo controle-CHO, corroborando com achados de que a diminuicao
do pH cecal esta diretamente envolvida no desenvolvimento da laminite associada com
a sobrecarga de CHO (GARNER et al., 1978; MOORE et al., 1979; AITCHISON et al.,
1987).

WEISS et al. (2000) demonstraram que a fermentagdo do CHO em excesso no
ceco pode aumentar a permeabilidade da mucosa cecal e esta diretamente associada
com a laminite induzida por sobrecarga de CHO. A diminuicdo do pH agride a mucosa
permitindo a passagem de fatores toxicos tais como, exotoxinas, endotoxinas e
poliaminas vasoativas para a circulagdo sistémica. Nos ultimos anos, estudos tém
fornecido evidéncias que dao suporte a hipétese de que o inicio do desenvolvimento da
laminite se da devido a fatores tdxicos, tais como aminas de origem bacteriana,
transportados pelo sangue que ativam as MMP (MUNGALL et al., 2001; MUNGALL &
POLLITT, 2002), levando a degradacao da matriz extracelular e de componentes da
membrana basal e, conseqlentemente, ao rompimento da relagdo entre as laminas
dérmicas e epidérmicas (van EPS & POLLITT, 2004).

As proteases endbégenas foram consideradas como provaveis fatores
responsaveis pela ativacdo das MMP na maioria dos processos fisiolégicos e
patologicos, mas a possibilidade de que essa ativacdo possa ser disparada por
proteinases exogenas também tem sido estudada. Estudo realizado com a elastase
produzida pela bactéria Pseudomonas aeroginosa demonstrou que essa protease foi
capaz de ativar a MMP-2 (MATSUMOTO et al., 1992). OKAMOTO et al. (1997)
observaram que MMP-1, MMP-8 e MMP-9 poderiam ser ativadas por proteases
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bacterianas pertencentes a familia da termolisina entre elas, a elastase da P.
aeroginosa, a protease Vibrio cholerae e a termolisina. MUNGALL & POLLITT (2002)
demonstraram que a termolisina bacteriana foi capaz de ativar MMP-2 e MMP-9 em
tecido laminar.

Assim, 0 excesso de substrato fermentavel que chega ao ceco de eqlinos
expostos a sobrecarga de CHO determina profundas alteragbes na populacao
bacteriana cecal com proliferacdo rapida de bactérias Gram-positivas produtoras de
acido latico, resultando em produgao excessiva de lactato e declinio rapido no pH
intracecal (GARNER et al., 1977; GARNER et al., 1978).

O pH cecal baixo reduz o pH intracelular com consequente reducéo na atividade
enzimatica, assim, diminuindo ou inibindo o crescimento celular de algumas bactérias
ou mesmo determinando sua morte, enquanto outras, mais adaptadas ao pH baixo,
como o Streptococcus bovis e Lactobacillus sp proliferam-se ainda mais. Sendo assim,
poder-se-ia supor que o0 aumento da populagédo bacteriana possibilitaria uma elevagao
na producao de proteases bacterianas que atingiriam a circulacao sistémica, chegando
ao tecido laminar e ativando as MMP.

Dando suporte ao argumento de que o fluxo sanguineo seria responséavel pelo
transporte de fatores toxicos responsaveis pelo desenvolvimento da laminite,van EPS &
POLLITT (2004; 2006) observaram que a crioterapia local do digito de eqlinos
submetidos ao modelo das frutanas para indugdo da laminite, previniu as alteracoes
clinicas e os danos histolégicos associados com essa doenga. Eles sugerem que a
reducao criogénica do fluxo sangliineo reduz a chegada de toxinas no tecido digital,
preservando desta maneira a integridade celular e a homeostase normal do tecido
laminar.

Nesse sentido a solugcdo tampao, ao minimizar a intensidade da acidificacao
cecal, como demonstrado no capitulo 2, possivelmente inibindo a proliferacao
bacteriana®' possa ter, indiretamente, reduzido a expressdo génica da MMP-2 e MMP-
9.

31 Souza 2006 ( resultados ndo publicados)
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4.5. CONCLUSAO

Baseado nos achados deste estudo pode-se concluir que:

1. Tanto a enzima MMP-2 quanto a MMP-9 possuem expressao constitutiva nos
tecidos laminares de animais saudaveis e de animais com laminite experimental;

2. Os aumentos da expressdo génica da MMP-9 observados nos tecidos
laminares de equinos com laminite experimental tratados com solugdo tampao e da
expressao génica da MMP-2 e MMP-9 em equinos com laminite experimental sem
tratamento, sugerem a participacdo destas enzimas durante o desenvolvimento da
laminite;

3. Os niveis de expressao da MMP-9 detectados foram maiores em relacao ao
da expressdao da MMP-2 em equinos com laminite experimental por sobrecarga de
CHO;

4. Apesar do aumento na expressao génica da MMP-2 e MMP-9 nao ter sido
completamente bloqueado, a expressdo de ambas as MMPs apresentou-se reduzida

quando comparada ao grupo exposto a sobrecarga de CHO e sem tratamento (GCS).
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CAPITULO 5 — QUANTIFICACAO DE AMINAS BIOATIVAS EM CONTEUDO CECAL
DE EQUINOS COM LAMINITE EXPERIMENTAL, APOS TAMPONAMENTO CECAL.

RESUMO - A laminite aguda tem sido associada com alteracdo na fermentacao cecal
com producdo de substancias que afetam o fluxo sanglineo digital por suas
propriedades vasoativas. Objetivou-se identificar e quantificar as aminas produzidas no
ceco de equinos com laminite experimental induzida por sobrecarga de carboidrato,
tratados ou ndo com solugdo tampao, quando comparados com equinos clinicamente
sadios tratados ou ndo com solugcdo tampdo. Amostras do conteudo cecal (50 mL)
foram coletadas de 22 equinos, distribuidos em quatro grupos experimentais: controle
(GAS, n=5); controle tampéao (GAT, n=5); controle CHO (GCS, n=6) e CHO-tampao
(GCT, n=6) imediatamente antes da administragdo do CHO ou da salina (T0) e 8, 12, 24
e 48 horas apds para a identificacdo e quantificacdo das aminas por cromatografia
liguida. Dez aminas foram pesquisadas, sendo que oito delas foram identificadas no
conteludo cecal: putrescina, cadaverina, espermidina, histamina, agmatina, tiramina,
feniletilamina e serotonina. As concentracbes cecais da putrescina e cadaverina se
apresentaram elevadas em todos os equinos expostos a sobrecarga de CHO (GCS e
GCT) quando comparados aos controles (GAS). Comparando-se o0s dois grupos
expostos ao CHO, notou-se que o GCS apresentou maior concentracdo de putrescina.
Foi demonstrado que a fermentacdo de carboidrato cecal aumenta a producédo de
cadaverina e putrescina e ainda, que a administracdo da solugdo tampéao reduz o
aumento na producdo da putrescina em cavalos com laminite induzida por sobrecarga
de CHO. O modelo utilizado nao alterou a concentracdo de aminas conhecidamente
vasoativas.

Palavras-chave: aminas, laminite, equino.
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CECAL BIOATIVE AMINES QUANTIFICATION IN HORSES WITH LAMINITIS
INDUCED EXPERIMENTALLY AND AFTER THE CECAL BUFFERING.

SUMMARY - Acute laminitis has been associated with non-identified compounds
produced by cecal fermentation, which affect digital blood flow. The objective of this
study was to identify and quantify amine compounds, some of which are known to have
vasoactive propertie, in cecal contents of horses with carbohydrate-overload (CHO)
experimental induced laminitis treated with saline solution (control) or buffering solution,
compared to health horses., Twenty two studied horses were divided in 4 treatment
groups: negative control (WS, n=5); positive buffer control (WB, n=5); CHO-induced
laminitis (CS, n=6); and CHO-induced laminitis with buffer treatment (CB, n=6). Samples
of cecal contents (50 ml) were collected before (TO) and after administration of saline
and CHO at 8, 12, 24 and 48 hours in order to measure the concentration of amines
using HPLC. Ten bioactive amines were investigated and 8 of them were identified in
the equine cecal contents: putrescine, cadaverine, spermidine, histamine, agmatine,
tyramine, phenylethylamine and, serotonine. The cecal concentration of putrescine and
cadaverine were significantly higher in horses with overload of CHO (GCS) and treated
with buffering solution (GCT) when compared to the control group (GAS). Comparing
both CHO-induced laminitis groups (GCS and GCT), it was observed that putrescine
concentration was lower in GCT. The results showed the cecal fermentation of
carbohydrate increase the production of putrescisne and, the administration or treatment
with buffer solution ameliorate the increase of putrescina production in horses with
laminitis induced by CHO overload. This model did not alter the concentration of
vasoactives amines.

Key-word: amines, laminitis, horse.
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5.1. INTRODUCAO

A laminite aguda é uma condicdo comum e debilitante em equinos e pdneis,
sendo que sua fisiopatologia ainda nao foi completamente elucidada. Nas ultimas
décadas, inumeros estudos a tém reconhecido como sequiela importante de disturbios
gastrintestinais. A fermentacdo de carboidratos no ceco e colon equino, com o
concomitante crescimento de bactérias gram-positivas e queda do pH, ja foi
demonstrada experimentalmente como causa de laminite aguda (GARNER et al., 1978)
e esta associada com alteracbes da perfusdo digital devido a alteracdes sitémicas
(HOOD et al., 2001) demonstrando que substancias oriundas do trato gastrintestinal
poderiam ser consideradas como possiveis agentes da doenca laminar.

Aminas tém sido encontradas em alimentos fermentados (McCABE, 1986) € em
conteudo intestinal tanto de ruminantes como em monogastricos (HILL & MANGAN,
1964; HILL et al., 1970). Aminas bioativas sdo bases orgéanicas alifaticas, aliciclicas ou
heterociclicas com baixo peso molecular, que se originam de processos metabdlicos
em animais, plantas e microorganismos. Essas aminas resultam primariamente da
descarboxilacdo enzimatica de aminodacidos por bactérias (RICE & KOEHLER, 1976;
HURST, 1990; HALASZ et al., 1994).

InUmeras bactérias sdo capazes de produzir aminas, entre elas bactérias gram-
positivas do género Streptococos e Lactobacilos (GOLOVNYA et al., 1969;
LEUSCHNER & HAMMES, 1999) bem como outras espécies de bactérias Gram-
negativas e por isso estdo presentes em grandes concentracées no ceco de equinos
(BAILEY et al., 2002). Concentragdes elevadas de aminas tém sido observadas quando
se adiciona amido ou frutana em excesso ao conteudo cecal, in vitro (BAYLEY et al.,
2002). Quando sao fornecidas grandes quantidades de substrato fermentavel para as
bactérias cecais, 0os organismos Gram-positivos proliferam e passam a produzir acido
latico (GARNER et al., 1978). Nessas condicoes acidas, a descarboxilacdo de
aminoacidos dentro do ceco aumenta e, por conseguinte, a producdo de aminas
(BEARSON et al., 1997).

Muitos desses compostos aminicos atingem a circulacdo sistémica em
concentracao suficiente para exercer efeitos vasculares, devido as similaridades

estruturais com aminas endogenas tais como as catecolaminas e a serotonina (5-HT)
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(RANG & DALE, 1991). Entre esses efeitos, observa-se a vasoconstriccao mediada
pela interagéo direta ou indireta com receptores da serotonina ou adrenoreceptores de
artérias e veias (BAILEY et al., 2001; BERHANE et al., 2002) ou ainda, ativacao da
agregacgao plaquetaria (ELLIOT et al., 2003). Apesar de nao ser aceita universalmente,
a isquemia digital seguida pela injuria de reperfusdo € considerada como sendo a
sequéncia de eventos que culmina em laminite aguda (HOQOD et al., 1993; HOOD et al.,
2001), e por isso essas aminas produzidas no ceco dos equinos sao consideradas
capazes de disparar mudancas observadas na fase podrémica da laminite aguda.

BAILEY et al. (2004) demonstraram que, aminas produzidas no intestino grosso
de equinos apds a sobrecarga de CHO, se liberadas na circulagcao sistémica, atuam de
maneira seletiva na circulagao digital, podendo contribuir para a vasoconstriccao que
ocorre durante o desenvolvimento da laminite.

A hipé6tese aqui estudada foi que a administracao de uma solugcao tampao por via
intracecal poderia influenciar na producdo de aminas bioativas pelas bactérias gram-
positivas da microflora cecal. O objetivo desse estudo foi identificar e quantificar as
aminas do conteudo cecal de equinos com laminite experimental induzida por
sobrecarga de carboidrato, tratados ou ndo com solugdo tampao, quando comparados

com equinos clinicamente sadios.
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5.2. MATERIAL E METODOS
5.2.1. Amostras

Amostras do conteudo cecal (50 mL) foram coletadas de 22 equinos com o ceco
previamente canulado, oito machos castrados e 14 fémeas nao-gestantes, sem raca
definida, adultos, higidos, com idades variando de trés a nove anos, pesando entre 200
e 370 kg e com escore corporal de trés a quatro, segundo SPEIRS (1997). Esses
animais foram distribuidos aleatoriamente em quatro grupos experimentais: controle
negativo (GAS, n=5); controle positivo tampao (GAT, n=5); controle positivo laminite
(GCS, n=6); grupo experimental (GCT, n=6), conforme descrito no capitulo 2.

5.2.1.a. Preparo das Amostras

As amostras de conteudo cecal foram colhidas por meio de bombeamento a
vacuo através da canula cecal imediatamente antes da administracdo do CHO ou da
salina (TO) e 8, 12, 24 e 48 horas ap6s. O pH foi mensurado por meio de fitas
indicadoras de pH* no momento da colheita. As amostras foram primeiramente coadas
para remocao de particulas fibrosas grandes. Em seguida, foram centrifugadas a 1500
g por 15 minutos, a 4 °C. O sobrenadante resultante foi filtrado em filtro de papel®,
aliquotado e estocado em freezer -70 °C, até serem analisados quanto a producao de
aminas bioativas (cadaverina, agmatina, espermina, espermidina, putrescina, tiramina,

triptamina, feniletilamina, histamina e serotonina).

5.2.2. Determinacao de Aminas Bioativas pelo Método de HPLC (High
Performance Liquid Cromatography)

Os teores de aminas bioativas foram determinados no liquido cecal. Foram
separados 5 mL de cada amostra em tubos de centrifuga de polipropileno, aos quais
foram adicionados 7 mL de &cido tricloroacético (TCA) a 5%. Os tubos foram agitados
por 10 minutos em mesa agitadora® a 248 x g, e centrifugados a 10.000 X g a 42 C, por
21 minutos em centrifuga refrigerada®. Em seguida, o sobrenadante foi filtrado em
papel de filtro quantitativo. Esta etapa foi repetida por mais duas vezes com adi¢cdes de

32 pH Universal Indikator strips (0-14), Merck & Co., Inc, NJ, USA
¥ n°1 Whatman B

% Tecnal TE140 (Piracicaba, SP)

% Jouan CR31 Saint-Herblain, Franga.
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7 e 6 mL de TCA 5%, totalizando 20 mL de acido adicionado. Os extratos foram
combinados e depois filtrados em membrana HAWP®* (13 mm de diametro e poros de
45 um).

As aminas bioativas foram separadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia
por pareamento de ions em coluna de fase reversa, e quantificadas por fluorimetria
apds derivacdo pés coluna com o-ftalaldeido (VALE & GLORIA, 1997; BAILEY et al.,
2002). O cromatégrafo® utilizado foi composto por trés bombas®®, com conjunto de
lavagem automatica do pistdo, injetor automatico®®, detector espectrofluorimétrico®® a
340 e 445 nm de excitacdo e emissao, respectivamente, e uma unidade de controle*!
conectada a um microcomputador.

Foi utilizada coluna*® de fase reversa e pré-coluna*® de 10 um, empregando-se
duas fases moveis: fase mével A composta de: solugcdo tampao contendo acetato de
sédio 0,2 M e octanossulfonato de sédio 15 mM, com pH ajustado para 4,9 com &cido
acético glacial; e fase mével B composta de acetonitrila. Estas solugcbes foram filtradas
em membranas com 47 mm de diametro e 0.45 p o tamanho do poro (HAWP* para a
fase A e HYWP® para a fase B). As fases méveis foram utilizadas em um fluxo de 0,8
mL/min, com gradiente de eluicdo com tempo (min)/% B de 0,01/11; 13/11; 19/26;
24/11; 45/11 e término aos 55 min. A derivacao pds-coluna foi realizada por meio de
uma camara de mistura instalada apés a saida da coluna em um tubo de teflon de 2 m
de comprimento conectando a camara ao detector de fluorescéncia.

A solucao derivante consistiu de 0,2 g de o-ftalaldeido dissolvido em 3 mL de
metanol, diluidos em solucdo de 25 g de &cido bdrico e 22 g de hidréxido de potassio
para 500 mL de agua (pH 10,5 a 11,0). Foram adicionados a esta solugdo 1,5 mL de

47
|

Brij 35* e 1,5 mL de mercaptoetanol*’. Esta solucdo foi preparada diariamente e

mantida sob abrigo da luz. A identificagdo das aminas foi feita por comparagao entre o

% Millipore Corp, Milford, MA, EUA.

%7 Shimadzu, Kioto, Japao.

% Modelo LC-10 AD e LC-10 ADVP Shimadzu, Kioto, Jap3o.
%9 SIL-10 ADVP Shimadzu, Kioto, Japao.

0 Modelo RF-551 Shimadzu, Kioto, Japao.

“ CBM-10 AD. Shimadzu, Kioto, Japao

“2 uBondapak C18 (3,9 x 300 mm), Waters, Milford, MA, EUA).
“3 iBondapak C18, Waters, Milford, MA.

*4 Millipore Corp, Milford, MA, EUA.

“5 Millipore Corp, Milford, MA, EUA.

6 Merck, Darmstadt, Alemanha

*7 Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA
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tempo de retencéo dos picos encontrados nas amostras com os das aminas da solugao
padrao. As solucbes padrao foram analisadas intercaladas as amostras. No caso de
duvida quanto aos picos correspondentes as aminas, a confirmacéo foi feita por meio
da adicao de quantidade conhecida de solu¢ao padrao da amina suspeita a amostra. A
quantificacdo de aminas foi feita por interpolagdo em curva padrdo externa e estes
valores foram multiplicados pelo fator de correcdo correspondente a cada amina.

Os padrdes de aminas*® empregados foram: dicloridrato de putrescina (PUT),
dicloridrato de cadaverina (CAD,), cloridrato de tiramina (TIM), dicloridrato de histamina
(HIM), cloridrato de 5-hidroxitriptamina (serotonina — SRT), complexo sulfato creatinina
agmatina (AGM), tricloridrato de espermidina (EPD), tetracloridrato de espermina
(EPM), cloridrato de 2-feniletilamina (FEA) e triptamina (TRM).

A solucdo-estoque foi preparada por diluicdo do padrdo de cada amina
separadamente em &cido cloridrico 0,1 N, formando solugbées padrao contendo 1
mg/mL de cada amina. Em seguida, 1 mL de cada solu¢ao padrao foi transferido para
baldo volumétrico, formando uma solugao das dez aminas juntas, contendo 100 pug/mL.
A partir desta solugcao foram preparadas as solugdes nas concentracdes desejadas
para andlise. Estas foram acondicionadas em tubo hermeticamente fechado,
identificadas e armazenadas sob refrigeracdo até o momento das analises.

As analises para detecgao das aminas bioativas foram realizadas no Laboratério
de Bioquimica de Alimentos da Faculdade de Farmacia da Universidade Federal de
Minas Gerais (UFMG).

5.2.3. Analise Estatistica
Os dados foram submetidos a teste de normalidade (Shapiro-Wilk) e,
posteriormente, a analise de variancia de duas vias, seguida do teste Tukey para

comparacdo de média (SAS*). Foi considerado um nivel de significancia de p < 0,05.

“8 Sigma Chemical Co. ,St. Louis, MO, EUA
9 SAS for Windows versdo 9.1, SAS Institute, Cary, NC, EUA.
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5.3. RESULTADOS

A andlise qualitativa das aminas foi realizada em 95 amostras de contetdo cecal.
Dessa maneira, entre dez aminas investigadas, somente oito foram detectadas, de
acordo com o tempo de retencdo cromatografico de cada uma (Fig.1), entre elas,
putrescina, cadaverina, timina, histamina, serotonina, agmatina, espermidina e
feniletilamina.

A espermina e a triptamina ndo foram detectadas em nenhuma amostra (limite
de deteccao 0,04 pg/mL). A putrescina, cadaverina e espermidina foram detectadas em
75%, 85% e 83% das amostras, respectivamente. A histamina foi detectada em 35% da
amostras analisadas e a agmatina em 38% sendo que, esta ultima, apresentou-se em
quantidades abaixo do limite de deteccao em trés amostras. A tiramina foi detectada em
22% e a feniletlamina em 13% das amostras, enquanto a serotonina mostrou-se
presente somente em 10% delas.

Ao analisar-se a média das concentragdes das aminas dentro de cada grupo no
decorrer do periodo experimental, nos grupos expostos a sobrecarga de CHO, notou-se
qgue as concentracgoes de putrescina (p<0,0001) e a cadaverina (p=0,0206) aumentaram
em relagdo aos grupos GAS e GAT a partir de 12 e 24 h, respectivamente. Os grupos
GAS e GAT nao apresentaram alteragao.

Na comparacdo das concentragcées de putrescina nos grupos GCS e GCT, foi
observado que esta amina mostrou-se aumentada as 12 horas (p<0,017), 24 h (p<0,01)
e 48 horas (p<0,001) no grupo exposto a sobrecarga de CHO (GCS) em relacdo ao
grupo que recebeu o CHO associado a solucao tampao (GCT) (Tab.1 e Fig.2). Com
relagdo as concentragdes da cadaverina, ndo houve diferengas entre os grupos GCS e
GCT durante o periodo experimental (Tab. 2 e Fig. 3).
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Figura 1: Cromatograma do tempo de retengdo das aminas padrdao empregadas para
deteccao dos teores de aminas bioativas em contetudo cecal de equinos com laminite

experimental.
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Tabela 1 — Média e desvio-padrao da concentracdo de putrescina (ug/mL) do conteudo
cecal de eqinos dos grupos GAS (controle), GCS (controle CHO), GCT
(CHO-tampao), GAT (controle tampao) ao longo de 48 horas apoés a
inducao da laminite por sobrecarga de CHO.

GRUPOS Basal Tempo ap6s administragdo do CHO (h)
8 12 24 48
GAS 0,002 0,102 0,00%¢ 0,15% 0,85%
[0,00] [0,09] [0,00] [0,27] [1,30]
GCS 0,332 1862  411°  989™  1231%*
[0,61] [0,52] [0,99] 3,37] [4,38]
GCT 0,19% 1,972 1,045 683  976%
[0,26] [0,55] [0,79] [1,19] [4,05]
GAT 0,452 0,702 0,68%° 0,442 0,282
[0,59] [1,00] [1,13] [0,75] [0,62]

Letra distinta denota diferenga entre os grupos (teste Tukey, p< 0,05).
* diferente do valor basal; [ ] desvio padréo.
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Figura 2 — Representacao grafica das variagdes da putrescina do conteudo cecal de
equinos dos grupos GAS (controle), GCS (controle CHO), GCT (CHO-
tampao), GAT (controle tampéao) ao longo de 48 horas apds a indugcao da
laminite por sobrecarga de CHO. *Diferente do valor basal (teste Tukey, p<
0,05).
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Tabela 2 — Média e desvio-padrdao da concentragdo de cadaverina (ug/mL) obtidos em
conteludo cecal de equinos dos grupos GAS (controle), GCS (controle
CHO), GCT (CHO-tampéao), GAT (controle tampao) ao longo de 48
horasoras apés a inducao da laminite por sobrecarga de CHO.

GRUPOS Basal Tempo ap6s administragdo do CHO (h)
8 12 24 48

GAS 0,912 0,272 0,782 2,128 2,66°
[0,97] [0,24] [0,74] [2,10] [2,42]

GCS 1,202 026  0,71%*  4p9™ 811"
[1,21] [0,49] [0,78] [2,38] [2,86]

GCT 0,82% 0,44  068°  378%  7,05°
[1,13] [0,37] [0,71] [3,47] [4,03]

GAT 0,802 0,612 0,492 1,692 1,832
[0,86] [0,80] [0,61] [2,01] [2,30]

Letra distinta denota diferenga entre os grupos (teste Tukey, p< 0,05).
* diferente do valor basal; [ ] desvio padréo.

20

GCT
—- GCS
—£- GAT
15 4 —@— GAS

teor de cadaverina (ug/mL)

0 8 12 24 48

Tempo (h)

Figura 3 — Representagéo gréfica das variagbes da cadaverina do conteudo cecal de
equinos dos grupos GAS (controle), GCS (controle CHO), GCT (CHO-
tampao), GAT (controle) ao longo de 48 horasoras apds a indugéo da laminite
por sobrecarga de CHO. *Diferente do valor basal (teste Tukey, p< 0,05).
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5.4. DISCUSSAO

A metodologia de HPLC aplicada neste estudo é amplamente utilizada para
determinagdo das aminas biogénicas em vinhos e queijos (VALE & GLORIA ,1997) e
mostra-se também efetiva para a deteccdo de aminas no conteudo cecal de equinos.
As concentragdes das aminas biogénicas encontradas no conteudo cecal de equinos €
comparavel aquelas encontradas em géneros alimenticios e bebidas fermentaveis
(KIRCHBAUM et al., 2000; BOVER-CID & HOLZAPFEL, 2001), por isso essa
metodologia foi precisa e mostrou grande capacidade de repeticdo. Embora com
pequenas adaptacdes, esta ferramenta tem sido empregada para a identificagdo e
quantificacao de aminas em conteudo cecal de equinos (BAILEY et al., 2002; BAILEY et
al., 2003).

BAILEY et al. (2003) identificaram e quantificaram 15 diferentes tipos de aminas
vasoativas em concentragdes relativamente altas no contetdo cecal de equinos sadios.
Esses compostos podem ser produzidos por bactérias Gram-positivas incluindo
Streptococcus e Lactobacillus (GOLOVNYA et al., 1969; LEUSCHENR & HAMMES,
1999) e também por bactérias Gram-negativas (ELLIOT et al., 2003). A producéo de
aminas por bactérias € influenciada pelo pH do meio, concentragdo de aminoacidos
livres e de carboidratos fermentaveis (LIMA & GLORIA, 1999). Em meios acidos (pH 2,5
a 6,5), a produgdo de aminas € estimulada como um mecanismo de protecdo da
bactéria (HALASZ et al., 1994), visto que nessas condigdes de pH as descarboxilases
tém melhor nivel de atividade. Também se demonstrou que o crescimento bacteriano
em meio acido estimula a formacao das descarboxilases (ARNOLD & BROWN, 1978).
Neste sentido, a presencga de carboidrato fermentavel em excesso, aumentaria tanto o
crescimento de bactérias quanto a atividade da descarboxilase bacteriana (HALASZ et
al., 1994), o que supostamente ocorre em equiinos expostos a sobrecarga de CHO, uma
vez que estudos in vitro demonstraram que as concentragdes de feniletilamina,
isoamilamina, putrescina e cadaverina encontram-se aumentadas em condi¢cdes de
fornecimento de excesso de CHO (BAILEY et al., 2002).

Devido a suas similaridades estruturais com aminas enddgenas, tais como as
catecolaminas e indolaminas, muitas das aminas encontradas no conteudo cecal de
equinos, se liberadas, podem exercer efeitos na vasculatura (RANGE & DALE, 1991).
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Triptamina, tiramina e feniletilamina causam vasoconstricdo em artérias e veias digitais
in vitro, possivelmente via estimulacao de receptores de serotonina ou por liberagéo da
noradrenalina ou ainda, por liberar serotonina de plaquetas (BAILEY et al., 2000;
BAILEY et al., 2001). No entanto, os achados obtidos ndo corroboram com esses
autores, uma vez que as aminas demonstradas como potentes agentes vasopressores
pelos autores citados ndao aumentaram suas concentragées no conteludo cecal dos
equlinos expostos a sobrecarga de CHO ou nos animais controle. Pode ser que a
diferenca nos resultados se deva ao fato dos estudos terem sido conduzidos em
modelos experimentais diferente, sendo um deles in vivo e o outro in vitro, 0 que torna
as condigOes experimentais relativamente diferentes, uma vez que a experimentagao in
vitro anula as variagbes adaptativas de cada individuo.

Por outro lado, os aumentos nas concentragées da putrescina e da cadaverina
detectados no modelo in vivo corroboram o aumento observado no modelo in vitro.
Sabe-se que as aminas putrescina e cadaverina estdo amplamente difundidas na
natureza e, embora nao se saiba exatamente suas fungoes, elas estdo presentes em
concentracoes elevadas nas células de tecido com altas taxas de crescimento,
renovagao celular e metabolismo, sendo indispensaveis a célula (LIMA & GLORIA,
1999).

A prevencao ou ativacdo da apoptose devido a redugcdo da concentragdo de
poliaminas tem sido discutido controversamente em diversos tipos celulares (SEILER &
RAUL, 2005). Estudos demonstraram que a reducéo dos estoques de putrescina pode
ativar a cascata apoptética (GRASSILLI et al., 1995), uma vez que tipos celulares
contendo concentragdes altas de putrescina mostraram grande resisténcia a apoptose
(NAKAMURA et al.,, 2003). Por outro lado, foi observado que o aumento da
concentracdo de putrescina por meio da ativacdo da expressdo da enzima ornitina
descarboxilase pode disparar os mecanismos de apoptose celular (PATEL & WANG,
1997). Dessa maneira, as alteracées observadas nas concentragbes das poliaminas
podem nao ter sido a causa primaria do aumento da apoptose, mas também poderia
ser considerada na deflagacao de mecanismos apoptéticos quando estes se encontram
abaixo ou acima de seus limites fisiolégicos (SEILER & RAUL, 2005).
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Neste sentido, 0 aumento nas concentragdes de putrescina em equinos expostos
a sobrecarga de CHO deveria, de alguma forma, ser implicado no aumento das células
apoptoticas detectado nestes animais (ver capitulo 3). Essa hipétese ganha forca ao se
comparar este aumento das concentracdes de putrescina com aqueles dos equinos
com laminite experimental tratados com solu¢do tamp&o onde, embora néo tenha sido
bloqueado, foi bem menor do que no grupo sem tratamento tampao, guardando
correlacao estreita com o numero de células apoptoéticas (ver capitulo 3). Estes achados
apontam diretamente para o envolvimento da putrescina no desencadeamento do
processo apoptético em células epidermais laminares de equinos com laminite

experimental.
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5.5. CONCLUSAO

Baseados nos resultados obtidos conclui-se que:

1. A administracdo de sobrecarga de CHO induz aumento da produgcdo de
putrescina e cadaverina;

2. A administracdo de solugdo tampao em equinos com laminite induzida por
sobrecarga de CHO diminuiu a intensidade da producao de putrescina induzida pelo
CHO.

3. A sobrecarga de CHO nao induziu aumento de aminas conhecidamente
vasoativas.
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CAPITULO 6 — IMPLICAGOES

Este projeto foi idealizado pautado na experiéncia clinico-cirdrgica do professor
Carlos Augusto Araujo Valadao nos atendimento de rotina junto ao Hospital Veterinario
“Governador Laudo Natel” da UNESP-Jaboticabal. Tendo em vista a grande incidéncia
de casos de laminite secundaria as cirurgias gastrintestinais em equinos, observou-se
qgue nos casos onde o conteudo gastintestinal apresentava carater acido e odor putrido
quando se realizava a enterotomia para o esvaziamento do coélon, existia maior
freqliéncia de laminite. Por outro lado, notou-se que os aspectos fermentativos desses
quadros assemelhavam-se aquelas observadas no momento do esvaziamento rumenal
nos caso de acidose lactica. Assim, nessa afeccao as principais medidas referem-se a
evacuagdo da ingesta e redugdo da acidose empregando-se laxativos alcalinos
contendo hidréxido de magnésio e hidréxido de aluminio in situ, antes do fechamento
do rumen. Por associagdo imaginou-se que tal conduta poderia, também, ajudar a
minimizar a ocorréncia dessa terrivel sequiela, a laminite. Dessa maneira, passou-se a
empregar os antiacidos comerciais contendo hidroxidos de aluminio e de magnésio,
diluidos em soro fisiolégico imediatamente antes da enterorrafia do célon. Os resultados
clinicos foram os esperados reduzindo-se a incidéncia da laminite pos-cirurgica
naqueles equinos que recebiam o tamponamento.

A idéia de trabalhar com o tamponamento cecal em um modelo de laminite
experimental surgiu entdo dessa experiéncia, centrada na necessidade de estabelecer
uma correlacdo entre a fungcdo cecal na sobrecarga de gréos e a fisiopatogenia da
laminite. Sabe-se que apesar da imensa quantidade de estudos envolvendo a
fisiopatogenia e sintomas da laminite eqlina, inexistem informagdes precisas sobre a
efetividade de um tratamento direcionado para o re-estabelecimento funcional do ceco
equino, desde que se acredita este 6rgao pecga-chave no desencadeamento da laminite
alimentar.

Desta maneira, que ao tempo em que esse estudo esclarece aspectos
importantes sobre a laminite induzida por sobrecarga de carboidratos, aponta também
para novos caminhos para estudos futuros mostrando a necessidade da consolidagcao
de parcerias entre centros de pesquisa nacionais e internacionais, cujo aspecto
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multidisciplinar, propiciou a obtengdo de resultados consistentes, nas diversas
especialidades.

O primeiro objetivo foi padronizar a técnica de implantagdo das canulas cecais,
por colheu-se 0 material cecal, para a avaliagdo da acao direta do tratamento tampéao
no ceco. Estabeleceu-se procedimento invasivo cuja reagao inflamatoria, cicatrizagéao e
risco de infeccao foram minimizados. Baseados em técnica previamente descrita para a
canulacao do co6lon menor (LOPES, 2002), adaptou-se o procedimento para o ceco,
gerando uma dissertacdo de mestrado intitulada “Descricdo de uma técnica cirdrgica
para canulacdo do ceco de equinos e avaliacdo das suas repercussoes clinicas,
hematolégicas e peritoneais” elaborada pela p6s-graduanda Andréa del Pilar Uribe,
apresentada ao Programa de Cirurgia Veterinaria da Faculdade de Ciéncia Agrarias e
Veterinarias UNESP, em 2004.

A canulagao cecal mostrou exeqlivel e os animais canulados eram mantidos
estabulados até a completa cicatrizagdo, ndo havendo nenhuma ocorréncia de coélica
até o final do periodo experimental, disponibilizando dessa maneira uma técnica modelo
para o estudo dos disturbios nutricionais e gastrintestinais na espécie equina, uma vez
que possibilita inimeras andlises a partir da canulagcado. Nesse interim, em congresso
realizado na FCAV (Ciclo Internacional de Cdlica Equina) o projeto foi discutido com o
Dr. Rustin M. Moore, pesquisador da laminite eqlina, quando ficou acordado a sua co-
orientacdo em doutorado sanduiche na School of Veterinary Medicine da Louisiana
State University, para realizar parte das analises do material laminar. Durante o
doutorado sanduiche foram realizadas partes importantes desse estudo e outras
andlises do material colhido das Iaminas do casco dos cavalos. Com o desenrolar dos
procedimentos laboratoriais a medida que o material era processado, os resultados
preliminares obtidos eram divulgados em congressos nacionais e internacionais,
ocorrendo boa aceitagado e reconhecimento de bom nivel no VIII Congresso do Colégio
Brasileiro de Cirurgia e Anestesiologia Veterinaria (SOUZA et al., 2006a), no VIII
International Equine Colic Research Symposium (SOUZA et al., 2005) e na 52th Annual
Convention of the American Association of Equine Practitioners (SOUZA et al., 2006b).

O atraso nos sinais de claudicagdo em equlinos com laminite experimental
induzida com sobrecarga de CHO tratados com solugcédo tampao, pode ser considerada
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promissora, pois, demonstra que apesar de nao prevenir completamente as alteragdes
clinicas, hematoldgicas e bioquimicas induzida pelo CHO, essa solugdo diminuiu a
intensidade dessas alteragdes. Muito embora, normalmente, os cavalos acometidos por
laminite s6 sejam identificados apds o surgimento dos sinais clinicos, ou seja, apds a
fase prodrémica, onde os danos poderiam ser ainda evitados, nos casos de sobrecarga
de graos, flagrados em seu inicio poderdao ser tratados na tentativa de minimizar
possiveis danos laminar.

Mais do que encontrar uma medida terapéutica de aplicagdo imediata, estes
achados acrescentam mais algumas pecas no complexo quebra-cabeca que constitui a
fisiopatologia da laminite, com o propdésito de ajudar a desvendar alguns dos diferentes
mecanismos envolvidos nessa doenca. Dessa maneira, o grande numero de células
apoptéticas na camada basal, aponta que esse mecanismo possa ser uma das causas
da faléncia estrutural digital. A identificagdo de aminas biogénicas, no conteudo cecal in
vivo, confirma os dados de outros pesquisadores que observaram este tipo de alteragao
em modelos in vitro, mostrando que mesmo diante da variagao individual das respostas
foi possivel replicar dados obtidos sob condi¢des controladas. Por sua vez, a maior
expressao génica da enzima MMP-9 em relagdo a MMP-2 pode ser uma evidéncia de
um papel diferenciado dessa enzima no desencadeamento da laminite equina. De
certo, a analises de amostras microbiologicas, dos &cidos graxos volateis e das
alteragdes da mucosa cecal ainda ndo concluidas poderdo acrescer mais informagdes
neste mosaico da fisiopatologia da laminite equina.

De maneira geral, a andlise dos resultados obtidos com a realizagcdo deste
projeto aponta que a administracao intracecal de solugdo tampao composta por Al(OH)3
e Mg(OH). foi eficaz na redugado dos efeitos deletérios da fermentagdo do carboidrato
no ceco no entanto, face a auséncia de estudos anteriores, deve-se pensar na
realizacao de novas investigacdes envolvendo o esquema posolégico, concentracdo da
solucdo e via de administracdo para alicercar o potencial terapéutico do uso do
tamponamento cecal na prevengdo da laminite clinica, principalmente, devido a

sobrecarga de graos.
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Tabela 1 — Média e desvio padrdo da pressao arterial média (mmHg) em equinos dos
grupos GAS (controle), GCS (controle CHO), GCT (CHO-tampao), GAT
(controle tampé&o) ao longo de 48 horas apds a indugdo da laminite por
sobrecarga de CHO.

GRUPOS Basal Tempo ap6s administragdo do CHO (h)
8 12 24 48

GAS 1042 93? 95% 85° 1012
[16] [10] (5] [21] [7]

GCS 1072 982 90° 992 1162
[15] [14] [10] [20] [18]

GCT 95° 88? 85° 98® 1172
[26] [12] [19] [23] [34]

GAT 1012 1032 1052 96° 1042
[7] [16] [11] [19] [23]

letra distinta denota diferenca entre os grupos (teste Tukey, p<0,05).

* diferente do valor basal; [ ] desvio padr&o.

Tabela 2 — Média e desvio padrdo da frequéncia respiratéria (movimento/minuto) em
equinos dos grupos GAS (controle), GCS (controle CHO), GCT (CHO-
tampéo), GAT (controle tampéao) ao longo de 48 horas apds a indugédo da
laminite por sobrecarga de CHO.

GRUPOS Basal Tempo ap6s administragdo do CHO (h)

8 12 24 48

GAS 112 212 192 152 172
[3] 12] [14] (8] [5]

GCS 16° 222 152 202 252
(5] (5] (3] [0l [19]

GCT 20° 282 242 152 242
[7] (1] [10] (6] [11]

GAT 13% 222 15° 142 132
[3] [16] [4] [7] [9]

letra distinta denota diferenga entre os grupos (teste Tukey, p<0,05).
* diferente do valor basal; [ ] desvio padr&o.
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Tabela 3 — Média e desvio padrdo de neutéfilos bastonetes (x 10%/pl) em eqiiinos dos
grupos GAS (controle), GCS (controle CHO), GCT (CHO-tampao), GAT

(controle tampéo) ao longo de 48 horas apds a indugdo da laminite por

sobrecarga de CHO.
GRUPOS Basal Tempo ap6s administragdo do CHO (h)
8 12 24 48

GAS 0,002 0,002 0,032 0,002 0,06%
[0,00] [0,00] [0,06] [0,00] [0,04]

GCS 0,082 0,032 0,132 0,092 0,082
[0,04] [0,06] [0,06] [0,05] [0,07]

GCT 0,05% 0,03% 0,072 0,242 0,13%
[0,07] [0,06] [0,08] [0,13] [0,19]

GAT 0,002 0,042 0,002 0,002 0,002
[0,00] [0,04] [0,0] [0,00] [0,00]

letra distinta denota diferenga entre os grupos (teste Tukey, p<0,05).
* diferente do valor basal; [ ] desvio padr&o.

Tabela 4 — Média e desvio padrao de mondcitos (x 10%/ul) em eqiiinos dos grupos GAS
(controle), GCS (controle CHO), GCT (CHO-tampao), GAT (controle

tampé&o) ao longo de 48 horas apéds a inducao da laminite por sobrecarga de

CHO.

GRUPOS Basal Tempo ap6s administragdo do CHO (h)
8 12 24 48

GAS 0,12 0,12 0,12 0,12 0,02
[0,1] [0,0] [0,1] [0,1] [0,0]

GCS 0,12 0,22 0,12 0,12 0,12
[0,1] [0,2] [0,1] [0,1] [0,1]

GCT 0,12 0,12 0,22 0,12 0,12
[0,2] [0,1] [0,1] [0,1] [0,1]

GAT 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12
[0,1] [0,1] [0,1] [0,0] [0,0]

letra distinta denota diferenga entre os grupos (teste Tukey, p<0,05).
* diferente do valor basal; [ ] desvio padr&o.
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Tabela 5 — Média e desvio padrdo de linfécitos (x 10%/ul) em eqiiinos dos grupos GAS
(controle), GCS (controle CHO), GCT (CHO-tampao), GAT (controle

tampé&o) ao longo de 48 horas apéds a indugao da laminite por sobrecarga de

CHO.

GRUPOS Basal Tempo ap6s administragdo do CHO (h)
8 12 24 48

GAS 3,12 3,6% 3,5% 3,42 3,32
[0,7] [0,9] [0,8] [1,0] [0,9]

GCS 3,42 3,92 2,72 242 2,92
[0,7] [0,8] [1,4] [1,5] [1,9]

GCT 3,6% 4,12 3,12 2,02 1,92
[0,8] [0,6] [0,5] [0,6] [1,0]

GAT 3,52 3,92 3,42 3,28 4,12
[1,0] [1,2] [0,6] [1,3] [0,8]

letra distinta denota diferenga entre os grupos (teste Tukey, p<0,05).
* diferente do valor basal; [ ] desvio padr&o.

Tabela 6 — Média e desvio padrédo de eosindfilos (x 10%/ul) em eqiiinos dos grupos GAS
(controle), GCS (controle CHO), GCT (CHO-tampao), GAT (controle

tampé&o) ao longo de 48 horas apéds a inducao da laminite por sobrecarga de

CHO.

GRUPOS Basal Tempo ap6s administragdo do CHO (h)
8 12 24 48

GAS 0,32 0,22 0,22 0,22 0,3%
[0,3] [0,3] [0,2] [0,2] [0,3]

GCS 0,22 0,12 0,12 0,12 0,12
[0,2] [0,2] [0,1] [0,1] [0,1]

GCT 0,12 0,12 0,02 0,12 0,12
[0,1] [0,1] [0,1] [0,2] [0,1]

GAT 0,22 0,22 0,12 0,22 0,12
[0,2] [0,2] [0,2] [0,1] [0,1]

letra distinta denota diferenga entre os grupos (teste Tukey, p<0,05).
* diferente do valor basal; [ ] desvio padr&o.
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Tabela 7 — Média e desvio padrao de baséfilos (x 10%/ul) em eqiiinos dos grupos GAS
(controle), GCS (controle CHO), GCT (CHO-tampao), GAT (controle tampao)

ao longo de 48 horas ap6s a indug¢éo da laminite por sobrecarga de CHO.

GRUPOS Basal Tempo ap6s administragdo do CHO (h)
8 12 24 48

GAS 0,002 0,082 0,002 0,022 0,032
[0,00] [0,05] [0,00] [0,04] [0,05]

GCS 0,042 0,062 0,062 0,002 0,032
[0,05] [0,08] [0,08] [0,00] [0,06]

GCT 0,042 0,072 0,072 0,022 0,002
[0,06] [0,07] [0,09] [0,05] [0,00]

GAT 0,032 0,022 0,002 0,052 0,002
[0,05] [0,04] [0,00] [0,05] [0,00]

letra distinta denota diferenga entre os grupos (teste Tukey, p<0,05).
* diferente do valor basal; [ ] desvio padr&o.

Tabela 8 — Média e desvio padrao do teor de proteinas plasmaticas (g/dL) em equinos
dos grupos GAS (controle), GCS (controle CHO), GCT (CHO-tamp&o), GAT

(controle tampéo) ao longo de 48 horas apds a indugdo da laminite por

sobrecarga de CHO.
GRUPOS Basal Tempo ap6s administracdo do CHO (h)
8 12 24 48

GAS 7,52 7,32 7,82 7,42 7,52
[0,7] [0,4] [0,2] [0,5] [0,6]

GCS 7,02 7,12 6,82 7,42 7,72
[0,7] [1,0] [1,1] [0,8] [0,4]

GCT 7,52 7,42 7,62 7,52 8,12
[0,6] [0,6] [0,6] [0,9] [0,7]

GAT 7,82 7,72 7,82 7,92 8,02
[0,7] [0,6] [0,9] [0,6] [0,6]

letra distinta denota diferenga entre os grupos (teste Tukey, p<0,05).
* diferente do valor basal; [ ] desvio padr&o.
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Tabela 9 — Média e desvio padrao do teor de glicose sanglinea (mg/dL) em equinos
dos grupos GAS (controle), GCS (controle CHO), GCT (CHO-tampao), GAT

(controle tampéo) ao longo de 48 horas apds a indugdo da laminite por

sobrecarga de CHO.
GRUPOS Basal Tempo ap6s administragdo do CHO (h)
8 12 24 48

GAS 69,0% 75,72 78,22 82,82 87,22
[9,5] [6,3] [8,5] [7,9] [11,7]

GCS 74,52 87,62 77,32 9292 119,12
[10,2] [32,2] [17,3] [8,5] [42,0]

GCT 71,62 86,5% 80,22 8562  115,7%
[9,1] [26,0] [14,6] [20,2] [20,9]

GAT 69,42 70,02 81,6% 90,72 95,22
[4,8] [11,5] [8,4] [12,5] [22,4]

letra distinta denota diferenga entre os grupos (teste Tukey, p<0,05).
* diferente do valor basal; [ ] desvio padr&o.

Tabela 10 — Média e desvio padrdo do teor de fibrinogénio sangiineo (mg/dL) em
equinos dos grupos GAS (controle), GCS (controle CHO), GCT (CHO-
tampéo), GAT (controle tampao) ao longo de 48 horas apds a indugéao da

laminite por sobrecarga de CHO.

GRUPOS Basal Tempo ap6s administragdo do CHO (h)
8 12 24 48

GAS 160,62 151,4%  158,6%  148,0° 167,0°
[46,7] [44,4] [40,4] [32,1] [43,0]

GCS 134,22 137,52 1425 14928 192,02
[30,2] [33,7] [36,4] [36,3] [63,8]

GCT 140,72 150,3%  158,2%  187,7% 208,02
[69,5] [63,9] [82,7] [94,3] [65,7]

GAT 137,52 136,72  140,8® 159,28 176,72
[13,3] [8,8] [20,4] [25,6] [45,4]

letra distinta denota diferenga entre os grupos (teste Tukey, p<0,05).
* diferente do valor basal; [ ] desvio padr&o.
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Tabela 11 — Média e desvio padrdo da enzima AST plasmatica (U/L) em equinos dos
grupos GAS (controle), GCS (controle CHO), GCT (CHO-tampao), GAT

(controle tampéo) ao longo de 48 horas apds a indugdo da laminite por

sobrecarga de CHO.
GRUPOS Basal Tempo ap6s administragdo do CHO (h)
8 12 24 48

GAS 217,92 215,82 22842 220,08 226,3%
[35,0] [36,5] [37,7] [41,1] [53,8]

GCS 201,72 226,12 22442 22522 25572
[44,5] [46,9] [42,7] [51,6] [95,5]

GCT 205,22 213,92  2165° 218,32  272,9°
[55,8] [59,5] [56,8] [58,3] [87,8]

GAT 217,82 20262 237,42 234,08  238,3°
[49,2] [40,1] [54,3] [46,8] [49,0]

letra distinta denota diferenga entre os grupos (teste Tukey, p<0,05).
* diferente do valor basal; [ ] desvio padr&o.

Tabela 12 — Média e desvio padrdo da enzima CK plasmatica (U/L) em eqlinos dos
grupos GAS (controle), GCS (controle CHO), GCT (CHO-tampao), GAT

(controle tampéo) ao longo de 48 horas apds a indugdo da laminite por

sobrecarga de CHO.
GRUPOS Basal Tempo ap6s administragdo do CHO (h)
8 12 24 48

GAS 257,42 238,02 233,12 2332% 2429°
[32,5] [49,7] [44,1] [36,8] [17,1]

GCS 271,22 279,32 25912 27528  2283%
[78,9] [87,9] [87,8] [99,1] [55,9]

GCT 206,52 24298 22262 2105  174,9°
[45,5] [95,9] [64,1] [45,2] [52,7]

GAT 255,02 32582  307,6° 380,48  2955°
[59,0] [102,6] [74,7] [216,0] [80,4]

letra distinta denota diferenga entre os grupos (teste Tukey, p<0,05).
* diferente do valor basal; [ ] desvio padr&o.
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Tabela 13 — Média e desvio padrao do teor da enzima FA sangtinea (U/L) em equinos
dos grupos GAS (controle), GCS (controle CHO), GCT (CHO-tampao), GAT

(controle tampéo) ao longo de 48 horas apds a indugdo da laminite por

sobrecarga de CHO.
GRUPOS Basal Tempo ap6s administragdo do CHO (h)
8 12 24 48

GAS 209,02 202,4% 2056 2007  202,3%
[40,4] [36,4] [41,2] [35,4] [40,5]

GCS 168,62 163,82  178,3% 17552  172,5°
[12,5] [18,9] [15,5] [29,9] [31,2]

GCT 161,72 156,22 155,82 172,72 188,22
[24,5] [19,9] [17,7] [21,3] [21,1]

GAT 169,32 176,92 181,08 170,724  1755°
[48,4] [53,4] [67,7] [53,1] [55,8]

Letra distinta denota diferenga entre os grupos (teste Tukey, p<0,05).
* diferente do valor basal; [ ] desvio padr&o.

Tabela 14 — Média e desvio padrédo do sdédio sanglineo (mmol/L) em eqlinos dos
grupos GAS (controle), GCS (controle CHO), GCT (CHO-tampéao), GAT

(controle tampé&o) ao longo de 48 horas apds a indugdo da laminite por

sobrecarga de CHO.
GRUPOS Basal Tempo ap6s administragdo do CHO (h)
8 12 24 48

GAS 134,62 131,22 134,3%  1344% 13542
[0,8] [5,0] [1,7] [3,2] [3,3]

GCS 131,42 134,08  133,4® 130,28 128,82
[9,0] [5,9] [3,0] [8,3] [3,0]

GCT 133,82 134,32  137,3* 137,1%  129,4°
[5,0] [4,8] [3,9] [3,4] [4,4]

GAT 132,12 130,92  134,2® 132,82  1353?
[3,2] [5,6] [3,2] [4,2] [3.9]

Letra distinta denota diferenga entre os grupos (teste Tukey, p<0,05).]
* diferente do valor basal; [ ] desvio padr&o.
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Tabela 15 — Média e desvio padrdo do potdssio sangutineo (mmol/L) em equinos dos
grupos GAS (controle), GCS (controle CHO), GCT (CHO-tampao), GAT

(controle tampéo) ao longo de 48 horas apds a indugdo da laminite por

sobrecarga de CHO.
GRUPOS Basal Tempo ap6s administragdo do CHO (h)
8 12 24 48

GAS 4,12 4,72 4,72 4,12 4,12
[0,3] [0,3] [0,1] [0,3] [0,8]

GCS 4,32 4,62 4,42 3,72 3,92
[0,6] [0,4] [0,9] [0,4] [0,9]

GCT 4,12 4,82 4,72 3,72 3,52
[0,3] [0,9] [1,1] [0,5] [0,4]

GAT 3,72 4,32 4,52 4,02 3,72
[0,5] [0,2] [0,6] [0,3] [0,2]

Letra distinta denota diferenga entre os grupos (teste Tukey, p<0,05).]
* diferente do valor basal; [ ] desvio padr&o.

Tabela 16 — Média e desvio padrdao do calcio sanglineo (mmol/L) em equinos dos
grupos GAS (controle), GCS (controle CHO), GCT (CHO-tampéao), GAT

(controle tampé&o) ao longo de 48 horas apds a indugdo da laminite por

sobrecarga de CHO.
GRUPOS Basal Tempo ap6s administragdo do CHO (h)
8 12 24 48

GAS 1,52 1,52 1,52 1,52 1,5%
[0,1] [0,1] [0,1] [0,1] [0,0]

GCS 1,4 1,52 1,52 1,52 1,52
[0,1] [0,0] [0,1] [0,1] [0,1]

GCT 1,52 1,52 1,52 1,52 1,5%
[0,0] [0,0] [0,1] [0,1] [0,2]

GAT 1,57 1,52 1,52 1,52 1,52
[0,1] [0,0] [0,0] [0,1] [0,0]

Letra distinta denota diferenga entre os grupos (teste Tukey, p<0,05).]
* diferente do valor basal; [ ] desvio padr&o.
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Tabela 17 — Média e desvio padrdo do NO sanglineo (pg/ml) em equinos dos grupos
GAS (controle), GCS (controle CHO), GCT (CHO-tampao), GAT (controle

tampé&o) ao longo de 48 horas apéds a inducao da laminite por sobrecarga de

CHO.
GRUPOS Basal Tempo ap6s administragdo do CHO (h)
8 12 24 48

GAS 42 22 48,22 53,5% 42,42 38,82
[32,1] [34,4] [20,5] [20,6] [37,2]

GCS 135,62 267,22 22312 250,08 113,12
[111,2] [301,3] [123,6] [150,1] [77,6]
GCT 115,72 227,02  174,4%® 1995 12592
[137,9] [157,7] [180,6]  [133,3] [86,7]

GAT 159,72 52,42 117,52 60,32 32,42
[208,4] [29,9] [107,7] [35,1] [25,7]

letra distinta denota diferenga entre os grupos (teste Tukey, p<0,05).
* diferente do valor basal; [ ] desvio padr&o.

Tabela 18 — Média e desvio padrao do NO peritoneal (ug/ml) em equinos dos grupos
GAS (controle), GCS (controle CHO), GCT (CHO-tampé&o), GAT (controle

tampé&o) ao longo de 48 horas apéds a indugao da laminite por sobrecarga de

CHO.
GRUPOS Basal Tempo ap6s administragdo do CHO (h)
8 12 24 48
GAS 60,42 56,22 54,82 81,6% 62,02
[34,0] [31,5] [32,0] [89,1] [19,3]
GCS 174,82 293,92 241,3% 228,12  168,6°
[99,7] [298,3]  [141,2] [203,3] [108,8]
GCT 211,12 268,72  387,2% 2584% 135,22
[111,3] [153,1] [299,5] [183,8] [39,1]
GAT 52,82 59,52 71,42 80,82 71,02
[20,3] [36,7] [77.,9] [78,1] [52,2]

letra distinta denota diferenga entre os grupos (teste Tukey, p<0,05).
* diferente do valor basal; [ ] desvio padr&o.
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Tabela 19 — Média e desvio padrdo do teor do fibrinogénio peritoneal (mg/dL) em
equinos dos grupos GAS (controle), GCS (controle CHO), GCT (CHO-
tampéo), GAT (controle tampé&o) ao longo de 48 horas apds a indugédo da
laminite por sobrecarga de CHO.

GRUPOS Basal Tempo ap6s administragdo do CHO (h)
8 12 24 48

GAS 7,42 8,5% 8,22 7,32 8,0°
[0,6] [2,0] [1,3] [0,5] [1,1]

GCS 7,22 7,22 7,02 6,92 10,62
[0,8] [0,8] [0,5] [0,3] [6,9]

GCT 6,82 6,82 7,32 7,72 7,92
[0,0] [0,0] [1,3] [1,2] [1,7]

GAT 7,52 7,32 7,92 8,52 9,02
[1,2] [0,9] [1,8] [2,7] [3.3]

letra distinta denota diferenga entre os grupos (teste Tukey, p<0,05).
* diferente do valor basal; [ ] desvio padr&o.

Tabela 20 — Média e desvio padrdao do teor de proteinas totais peritoneais (g/dL) em
equinos dos grupos GAS (controle), GCS (controle CHO), GCT (CHO-
tampéo), GAT (controle tampéao) ao longo de 48 horas apds a indugédo da
laminite por sobrecarga de CHO.

GRUPOS Basal Tempo ap6s administragdo do CHO (h)
8 12 24 48

GAS 2,12 1,82 1,82 1,82 1,82
[0,7] [0,5] [0,4] [0,4] [0,5]

GCS 1,42 1,42 1,72 232 242
[0,6] [0,5] [0,8] [1,1] [1,0]

GCT 1,32 1,42 1,52 2,32 3,02
[0,3] [0,3] [0,4] [0,5] [0,9]

GAT 1,82 1,92 2,02 2,02 2,08
[0,6] [0,9] [0,9] [1,0] [1.1]

letra distinta denota diferenga entre os grupos (teste Tukey, p<0,05).
* diferente do valor basal; [ ] desvio padr&o.
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Tabela 21 — Média e desvio padrdo da enzima AST peritoneal (U/L) em equinos dos
grupos GAS (controle), GCS (controle CHO), GCT (CHO-tampao), GAT
(controle tamp&o) ao longo de 48 horas apds a indugao da laminite por

sobrecarga de CHO.

GRUPOS Basal Tempo ap6s administragdo do CHO (h)
8 12 24 48
GAS 65,992 59,712 58,66% 63,902 62,702
[29,75] [19,46] [15,00] [18,30] [15,00]
GCS 47,142 44,002 60,762 73,332 70,702
[20,95] [17,22] [28,83] [36,48] [38,83]
GCT 44,522 46,272 53,252 72,282 107,342
[23,37] [21,32] [18,27] [27,55] [54,69]
GAT 52,382 60,232 65,482 67,232 79,622

[22,71] [34,54] [36,11] [39,27] [43,42]
letra distinta denota diferenga entre os grupos (teste Tukey, p<0,05).
* diferente do valor basal; [ ] desvio padr&o.

Tabela 22 — Média e desvio padrao da enzima CK peritoneal (U/L) em equinos dos
grupos GAS (controle), GCS (controle CHO), GCT (CHO-tampéao), GAT

(controle tampéo) ao longo de 48 horas apds a indugdo da laminite por

sobrecarga de CHO.
GRUPOS Basal Tempo ap6s administragdo do CHO (h)
8 12 24 48

GAS 48,5% 52,22 58,22 58,22 63,12
[0,0] [11,8] [13,3] [13,3] [32,6]

GCS 63,12 58,32 63,12 102,02 115,42
[21,7] [21,7] [21,7] [71,6] [75,2]

GCT 48,6% 85,02 97,12 72,92 87,42
[15,4] [62,9] [55,4] [17,2] [36,8]

GAT 64,72 60,72 64,72 56,6° 72,82
[12,5] [13,3] [12,5] [12,5] [29,7]

letra distinta denota diferenga entre os grupos (teste Tukey, p<0,05).
* diferente do valor basal; [ ] desvio padr&o.
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Tabela 23 — Média e desvio padrdo da densidade do liquido peritoneal em equinos dos
grupos GAS (controle), GCS (controle CHO), GCT (CHO-tampéao), GAT

(controle tampéao) ao longo de 48 horas apds a indugdo da laminite por

sobrecarga de CHO.
GRUPOS Basal Tempo ap6s administragdo do CHO (h)
8 12 24 48

GAS 1,016% 1,016*  1,016* 1,016® 1,017°
[0,002] [0,002] [0,002] [0,002]  [0,002]

GCS 1,0142 1,052 1,016  1,019%  1,0212
[0,002] [0,001]  [0,001]  [0,004]  [0,004]

GCT 1,016% 1,017%  1,017* 1,018  1,019?
[0,004] [0,004] [0,005] [0,005]  [0,008]

GAT 1,0152 1,014%  1,015*  1,019%  1,020°
[0,003] [0,001] [0,003] [0,005]  [0,006]

letra distinta denota diferenga entre os grupos (teste Tukey, p<0,05).
* diferente do valor basal; [ ] desvio padr&o.

Tabela 24 — Média e desvio padrao do pH do liquido peritoneal em equinos dos grupos
GAS (controle), GCS (controle CHO), GCT (CHO-tampé&o), GAT (controle

tampé&o) ao longo de 48 horas apéds a indugao da laminite por sobrecarga de

CHO.
GRUPOS Basal Tempo ap6s administragdo do CHO (h)
8 12 24 48

GAS 7,502 7,502 7,502 7,502 7,402
[0,50] [0,50] [0,50] [0,50] [0,55]

GCS 7,252 7,202 7,002 7,002 7,402
[0,76] [0,45] [0,71] [1,22] [1,08]

GCT 6,872 7,002 6,922 7,252 7,002
[0,55] [0,45] [0,49] [0,42] [0,61]

GAT 7,202 7,202 7,202 7,202 7,002
[0,57] [0,45] [0,57] [0,45] [0,82]

letra distinta denota diferenga entre os grupos (teste Tukey, p<0,05).
* diferente do valor basal; [ ] desvio padr&o.
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Tabela 25 — Média e desvio padrédo da concentragdo de timina (pug/mL) obtidos em
conteludo cecal de equinos dos grupos GAS (controle), GCS (controle
CHO), GCT (CHO-tampao), GAT (controle tampéao) ao longo de 48 horas
apoés a inducao da laminite por sobrecarga de CHO.

GRUPOS Basal Tempo ap6s administragdo do CHO (h)
8 12 24 48

GAS 0,092 0,002 0,002 1,65° 1,182
[0,00] [0,00] [0,00] [0,00] [0,00]

GCS 0,002 0,002 0,002 0,002 0,372
[0,00] [0,00] [0,00] [0,00] [1,48]

GCT 0,062 0,002 0,002 0,002 0,002
[0,00] [0,00] [0,00] [0,00] [0,07]

GAT 0,002 0,002 0,002 0,002 0,002
[0,00] [0,00] [0,00] [0,00] [0,00]

letra distinta denota diferenga entre os grupos (teste Tukey, p<0,05).
* diferente do valor basal; [ ] desvio padr&o.

Tabela 26 — Média e desvio padrdo da concentragcdo de serotonina (ug/mL) obtidos em
conteudo cecal de equinos dos grupos GAS (controle), GCS (controle
CHO), GCT (CHO-tampao), GAT (controle tampé&o) ao longo de 48 horas

apdés a inducgdo da laminite por sobrecarga de CHO.

GRUPOS Basal Tempo ap6s administracdo do CHO (h)
8 12 24 48

GAS 0,032 0,002 0,002 0,242 0,39%
[0,05] [0,00] [0,00] [0,38] [0,58]

GCS 0,012 0,002 0,042 0,002 0,002
[0,02] [0,00] [0,09] [0,00] [0,00]

GCT 0,042 0,002 0,002 0,002 0,002
[0,09] [0,00] [0,00] [0,00] [0,00]

GAT 0,042 0,002 0,002 0,002 0,002
[0,08] [0,00] [0,00] [0,00] [0,00]

letra distinta denota diferenga entre os grupos (teste Tukey, p<0,05).
* diferente do valor basal; [ ] desvio padr&o.
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Tabela 27 — Média e desvio padrdao da concentragcdo de agmatina (ug/mL) obtidos em
contetudo cecal de equinos dos grupos GAS (controle), GCS (controle
CHO), GCT (CHO-tampao), GAT (controle tampéao) ao longo de 48 horas
apds a inducao da laminite por sobrecarga de CHO.

GRUPOS Basal Tempo ap6s administragdo do CHO (h)
8 12 24 48

GAS 0,022 0,002 0,002 0,092 0,03%
[0,03] [0,01] [0,00] [0,10] [0,05]

GCS 0,082 0,172 0,122 0,272 0,112
[0,14] [0,32] [0,13] [0,48] [0,24]

GCT 0,002 0,282 0,302 0,102 0,022
[0,00] [0,37] [0,44] [0,21] [0,03]

GAT 0,122 0,042 0,042 0,012 0,142
[0,26] [0,06] [0,08] [0,03] [0,29]

letra distinta denota diferenga entre os grupos (teste Tukey, p<0,05).
* diferente do valor basal; [ ] desvio padr&o.

Tabela 28 — Média e desvio padrdo da concentragdo de espermidina (ug/mL) obtidos
em conteudo cecal de equinos dos grupos GAS (controle), GCS (controle
CHO), GCT (CHO-tampao), GAT (controle tampé&o) ao longo de 48 horas

apds a inducdo da laminite por sobrecarga de CHO.

GRUPOS Basal Tempo ap6s administragdo do CHO (h)
8 12 24 48

GAS 0,402 0,15% 0,572 0,842 0,53%
[0,03] [0,25] [0,43] [0,17] [0,57]

GCS 0,592 0,452 0,592 0,572 0,592
[0,39] [0,30] [0,72] [0,43] [0,47]

GCT 0,272 0,272 0,412 1,052 0,312
[0,23] [0,26] [0,56] [1,04] [0,35]

GAT 0,462 0,352 0,172 0,312 0,642
[0,45] [0,30] [0,13] [0,21] [0,47]

letra distinta denota diferenga entre os grupos (teste Tukey, p<0,05).
* diferente do valor basal; [ ] desvio padr&o.
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Tabela 29 — Média e desvio padrdo da concentracao de feniletilamina (ug/mL) obtidos
em conteldo cecal de eqlinos dos grupos GAS (controle), GCS (controle
CHO), GCT (CHO-tampao), GAT (controle tampéao) ao longo de 48 horas
apoés a inducao da laminite por sobrecarga de CHO.

GRUPOS Basal Tempo ap6s administragdo do CHO (h)
8 12 24 48

GAS 0,06% 0,002 0,022 0,002 0,002
[0,10] [0,00] [0,03] [0,00] [0,00]

GCS 0,002 0,002 0,002 0,052 0,082
[0,00] [0,00] [0,00] [0,12] [0,12]

GCT 0,022 0,03% 0,012 0,002 0,002
[0,04] [0,07] [0,02] [0,00] [0,00]

GAT 0,042 0,002 0,062 0,052 0,002
[0,10] [0,00] [0,09] [0,08] [0,00]

letra distinta denota diferenga entre os grupos (teste Tukey, p<0,05).
* diferente do valor basal; [ ] desvio padr&o.

Tabela 30 — Média e desvio padrdo da concentragdo de histamina (ug/mL) obtidos em
conteudo cecal de equinos dos grupos GAS (controle), GCS (controle
CHO), GCT (CHO-tampao), GAT (controle tampéao) ao longo de 48 horas

apds a inducdo da laminite por sobrecarga de CHO.

GRUPOS Basal Tempo ap6s administragdo do CHO (h)
8 12 24 48

GAS 0,072 0,002 0,002 0,122 0,072
[0,13] [0,00] [0,00] [0,20] [0,12]

GCS 0,262 0,042 0,052 0,252 0,122
[0,52] [0,06] [0,09] [0,29] [0,18]

GCT 0,172 0,102 0,162 0,342 0,092
[0,41] [0,11] [0,25] [0,35] [0,13]

GAT 0,242 0,202 0,032 0,032 0,132
[0,33] [0,45] [0,05] [0,06] [0,25]

letra distinta denota diferenga entre os grupos (teste Tukey, p<0,05).
* diferente do valor basal; [ ] desvio padr&o.
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