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RESUMO

A Sindrome Metabdlica Equina (SME) se caracteriza por ser um distarbio metabdlico associado
a obesidade que predispde os cavalos a laminite, tendo como ponto central a resisténcia a insulina.
A grande maioria dos cavalos e poneis afetados pela SM apresentam o quadro de obesidade
generalizada ou regional. Entretanto, nem todos os cavalos com SME sdo obesos e nem todos 0s
animais obesos desenvolvem a desregulacdo insulinica (DI). A laminite originaria da SME tem
como principal caracteristica ter um perfil subclinico, com importantes alteracfes nas estruturas
do casco, antes mesmo de apresentar sintomas. O objetivo desta Tese foi estudar as alteraces
metabolicas provocadas pela obesidade em equinos, correlacionando-as com alteracGes teciduais
e morfométricas dos cascos através da inducdo do ganho de peso com a finalidade de obter
ferramentas para a realiza¢do de um diagnostico precoce para a SME. Foram utilizados 9 equinos
adultos entre eles 4 machos castrados e 5 fémeas, com escore corporal (ECC) inicial médio (£DP)
de 2,941, esses animais foram submetidos a uma dieta hipercal6rica para a indugdo do ganho de
peso durante um periodo experimental de 150 dias, atingindo o ECC de 8,3+1. Para a avaliacdo
das variaveis plasmaticas em intervalos de 15 dias foram utilizadas amostras de sangue de origem
venosa para a mensuracao dos valores de HDL-c, LDL-c, VLDL-c, AGNE, frutosamina, glicose,
colesterol e triglicérides. Para a avaliacdo da condicdo corporal foi mensurada em intervalos de
15 dias o peso dos animais, o escore corporal, 0 acimulo de tecido adiposo na regido da crina, 0
actimulo de gordura na base da cauda com o uso de ultrassonografia e com o uso de fita métrica
foi aferida a circunferéncia do pescogo em trés pontos pré-definidos com 25, 50 e 75% em relacdo
a medida do comprimento. Para a analise histopatoldgica foram coletados os dados antes e apds
150 dias da inducéo da obesidade, as amostras para a analise histopatolégica foram obtidas com
a realizacdo de biopsia da parede dorsal do casco. Para a analise radiografica foram coletados os
dados antes do fornecimento da inducdo da obesidade e a cada 30 dias durante o periodo
experimental, os digitos foram radiografados na projecéo lateromedial, ap6s a digitalizacdo das
imagens foi utilizado o programa computacional Metron Hoof. Os resultados do presente estudo
sinalizaram que o MCP 50% e a UBC demonstraram o acumulo de gordura regional primeiro,
mas o ECP e as MCP 25% e 75% também evidenciaram o acumulo de gordura de maneira
conjunta, mas de forma tardia. Entre os biomarcadores o LDL-c, HDL-c, o colesterol e a insulina
apresentaram valores significativos. Os proxies e 0 TBDGO manifestaram resisténcia a insulina
compensada. Os exames radiograficos e histopatolégico revelaram que a terceira falange
modificou seu arranjo espacial no estojo corneo e apresentou modificagdes morfoldgicas no
tecido laminar. Levando a conclusdo de que durante o periodo de ganho de peso os animais
desenvolvem modificacdes metabdlicas e morfoldgicas do casco, comprovando que é necessario
fazer um acompanhamento clinico criterioso em animais obesos, mesmo sem a presenca de
sintomas.

Palavras Chave: Biomarcador, Bidpsia, Laminite endocrinopética, Resisténcia a insulina,
Sindrome Metabdlica Equina.
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ABSTRACT

Equine Metabolic Syndrome (EMS) is characterized by being a metabolic disorder associated
with obesity that predisposes horses to laminitis, with the central point being insulin resistance.
The great majority of horses and ponies affected by MS present generalized or regional obesity.
However, not all horses with EMS are obese and not all obese animals develop insulin
deregulation (ID). Other phenotypic components that may be associated with EMS, such as the
upregulation of inflammatory indicators, propensity to develop arterial hypertension, infertility,
hypertriglyceridemia and hyperleptinemia have been proposed. Laminitis originating from EMS
has as main characteristic to have a subclinic profile, with important alterations in the structures
of the hull, before even presenting symptoms. The objective of this thesis was to study the
metabolic alterations caused by obesity in equines, correlating them with tissue and
morphometric alterations of the hooves through the induction of weight gain in order to obtain
tools for an early diagnosis for EMS. A total of 9 adult horses, 4 castrated males and 5 females,
with mean initial body score (x SD) of 2.9 £+ 1, were submitted to a hypercaloric diet for the
induction of weight gain during one Experimental period of 150 days, reaching ECC of 8.3 £+ 1.
Blood samples of venous origin were used to evaluate the plasma variables at 15-day intervals
for the measurement of HDL-c, LDL-c, VLDL-c, NEFA, fructosamine, glucose, cholesterol and
triglycerides. Body weight was measured at 15-day intervals for body weight, adipose tissue
accumulation in the horsehair region, fat accumulation at the base of the tail with the use of
ultrasonography and the use of Measure tape was measured at the circumference of the neck at
three predefined points with 25, 50 and 75% relative to the length measurement. For the
histopathological analysis data were collected before and after 150 days of obesity induction, the
samples for the histopathological analysis were obtained with a biopsy of the dorsal wall of the
hull. For the radiographic analysis, the data were collected prior to the supply of obesity
induction and every 30 days during the experimental period, the digits were radiographed in the
lateromedial projection, after the scanning of the images, the Metron Hoof computer program
was used. The results of the present study indicated that 50% MCP and UBC demonstrated
regional fat accumulation first, but ECP and 25% and 75% MCP also showed fat accumulation
together, but late. Among the biomarkers, LDL-c, HDL-c, cholesterol and insulin presented
significant values. Proxies and TBDGO showed resistance to compensated insulin. The
radiographic and histopathological exams revealed that the third phalange modified its spatial
arrangement in the corneal case and presented morphological modifications in the laminar
tissue. We conclude that during the period of weight gain the animals develop metabolic and
morphological modifications of the hull, proving that it is necessary to follow a clinical criterion
in obese animals even without the presence of symptoms.

Keywords: Biomarkers, Biopsy, Endocrinopathic laminitis, Equine Metabolic Syndrome, Insulin
resistance.
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1. INTRODUCAO GERAL

O Brasil é quarto pais em nimero de equinos do mundo, ficando atras apenas dos Estados Unidos
da América, China e México (FAO, 2011). O ultimo senso realizado pelo IBGE no ano de 2012,
demonstrou que o Brasil possui 5.363.185 equinos, 902.716 asininos e 1.221.756 muares,
distribuidos em todas regides do pais, sendo que aproximadamente 1.100.000 de equinos sdo
utilizados para o esporte e cerca de 3.900.000 de animais para o trabalho (IBGE, 2012, Lima,
Cintra, 2015).

Em adicdo ao destaque quanto ao nimero de equinos que o Brasil possui, o0 agronegécio equino
é responsavel pelo emprego direto e indireto de aproximadamente 3,2 milhdes de pessoas, a
equinocultura origina rendimentos nas &reas econdmicas de sela, carga e tracdo, também
desempenha papéis sociais como no esporte, lazer e equoterapia. Criando um complexo de
agronegocio como fornecedores de insumos, produtos e servicos para a criagcdo, guarnecendo com
medicamentos, ragdes, selas e acessorios. Junto a isso 0 agronegocio de equinos também oferece
servicos de ferrageadores, veterinarios, treinadores, transporte animal, ensino e pesquisa (Lima et
al., 2006, Lima e Cintra, 2015).

Ante a sua importancia o agronegdcio equino originou cerca de R$ 16,15 bilhdes no ano de 2015,
empregando diretamente cerca de 607.329 pessoas e criando até 2.429.316 empregos indiretos. O
segmento esportivo € responsavel por empregar diretamente cerca de 125.700 pessoas,
acarretando valores na ordem de R$ 6,5 bilhdes por ano. No ano de 2015 a renda gerada com
exportacdo e importacdo de cavalos vivos foi de aproximadamente R$ 8,9 milhdes e o comércio
de carne de equinos brasileiro gerou o valor equivalente de R$ 80 milhdes (Lima e Cintra, 2015).

Com esse potencial econdmico, é necessario evitar perdas econbmicas e esportivas, criando
melhores condigdes de sanidade e manejo dos animais, objetivando um melhor desempenho. A
principal causa de inatividade atlética em equinos sdo as afec¢des nos membros locomotores,
sendo responsavel por acometer entre 35,8 a 51,9% entre as causas que levam a perda de
performance em equinos (Alves et al., 2007, Rossdale et al., 1985, Stashak, 1996).

As claudicacOes sdo as principais causas de prejuizo em cavalos Puro Sangue Inglés, sendo
responsavel pela perda de até 45% dos dias de treinamento dos animais, causando um prejuizo
financeiro de até U$ 23.000 por cavalo por temporada de treinamento (Hernandez e Hawkins,
2001).

Mediante a esses fatos, um dos grandes causadores de claudicacdo em cavalos € a laminite, tendo
como consequéncia a rotagdo e deslocamento ventral da falange distal (Baxter, 1994). A laminite
é uma afeccdo que acomete os cascos dos equinos sendo basicamente uma inflamacao das laminas
sensitivas responsaveis pela unido entre a muralha e a falange distal (Moore et al., 1989).

Em um estudo que avaliou a presenca de achados patol6gicos consistentes de laminite crénica em
1119 fosseis de equideos, datados de até 3,5 milhGes de anos, foi observado que em 75,25% dos
fosseis analisados possuiam lesBes consistentes a laminite cronica, demonstrando que essa
patologia sempre esteve presente nesta espécie (Wallett, 2013).

Acredita-se que 15% da populacgdo de equinos sera acometida por laminite ao longo de suas vidas,

sendo que 75% desses animais podem desenvolver claudicacdo crbnica ou severa, podendo levar
a perdas econdmicas no valor estimado de US$ 8 milhdes ao ano (Stokes, 2003). Segundo Pollitt
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(2001) a laminite é a segunda maior causa de morte em equinos, ficando atrds somente da
sindrome célica. Podendo inviabilizar até 75% dos animais acometidos com laminite para a
atividade atlética (Hunt, 1993).

Entre os casos de laminite existe uma forma mais branda de laminite cronica, atribuida a
influéncia endocrinopética, esta laminite € comumente identificada em cavalos e poneis. Nesta
manifestacdo, a apresentacdo da sensibilidade dolorosa dos cascos na separacdo cronica na
interface laminar do animal é menor, se caracterizando por sinais brandos de dor e uma sutil
remodelacédo da interface laminar do casco (Johnson et al., 2004).

As duas anormalidades enddcrinas em equinos mais comumente associadas a laminite sdo o
aumento nas concentragdes sanguineas de glicocorticoides associada aos quadros de disfuncéo da
pars intermedia da hipofise (DPPI) ou a hiperinsulinemmia, associada a sindrome metabélica
equina (SME), comumente verificada em animais obesos (Johnson et al., 2004). A obesidade é
considerada hoje, a causa mais comum de alteragdo do metabolismo da insulina e,
consequentemente, de laminite em equinos (Treiber et al., 2006).

O termo sindrome metabdlica equina é sugerido para cavalos obesos cujos resultados de exames
clinicos e laboratoriais sugerem um risco aumentado para o desenvolvimento de laminite
(Johnson, 2002). Esse termo foi adotado devido a sua semelhang¢a com a sindrome metabdlica em
humanos, que é um conjunto de fatores de risco utilizados para prever a ocorréncia de doenga
arterial coronariana e “diabetes mellitus” tipo 2 em humanos (Fulop et al., 2006).

2. OBJETIVOS

Estudar as alteragbes metabolicas e inflamatdrias provocadas pela obesidade em equinos
correlacionando-as com alteracfes teciduais e morfométricas dos cascos, de forma a conhecer
melhor a fisiopatologia e proporcionar o diagndstico precoce da laminite endocrinopatica.

3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Induzir obesidade em equinos normais por meio de uma dieta hipercalérica.

Caracterizar a deposi¢do de gordura regional (principalmente na crista do pescogo e base da
cauda) em equinos com obesidade induzida.

Caracterizar alterac6es no perfil hormonal e metabolico de equinos com obesidade induzida.
Caracterizar possiveis alteracdes morfométricas na relacdo espacial entre falange distal e estojo
corneo em equinos com obesidade induzida.

Caracterizar alteragdes no tecido laminar de equinos com obesidade induzida.

Correlacionar as alteracGes de adiposidade, de perfis hormonal e metabdlico sistémicos com
alterac0es teciduais e morfométricas do casco.

Determinar metodologias para a identificacdo do risco de ocorréncia da SME e a laminite
endocrinopatica
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4. HIPOTESE
O desenvolvimento de obesidade em equinos promove alteracdes metabdlicas e de biomarcadores

sistémicos que se correlacionam positivamente e proporcionalmente com alterac@es patoldgicas
do tecido laminar.
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CAPITULO 1

SINDROME METABOLICA EQUINA: REVISAO DE LITERATURA

1. INTRODUCAO

As caracteristicas que um cavalo deve possuir para se enquadrar com sindrome metabdlica em
equinos sdo: aumento da adiposidade em locais especificos como o acimulo de gordura regional
na base da cauda e na regido do pescoco, hiperinsulinemia tornando esses animais com uma
predisposicdo de desenvolver laminite clinica ou sub-clinica, na auséncia de causas conhecidas,
como sobrecarga de gréos, colica, colite ou retengdo placentéria (Frank et al., 2010).

A desregulacéo insulinica (DI) é o ponto central dos mecanismos fisiopatologicos da sindrome
metabolica equina, a grande maioria dos cavalos e pOneis afetados apresentdo o quadro de
obesidade generalizada ou regional. Entretanto, nem todos os cavalos com SME s&o obesos e nem
todos os animais obesos desenvolvem a DI (Treiber et al., 2006). Ainda que alguns pesquisadores
acreditem que o quadro de laminite ndo deve ser considerado um diagndéstico para a sindrome
metabolica (Vick et al., 2007). Mesmo pela caracteristica de que o quadro de laminite em equinos
com a SME apresente apenas claudicacao leve, ou mesmo imperceptivel pelo proprietario, com a
sensibilidade do casco menor ou ndo aparente se compararmos com a laminite aguda que ocorre
subsequentemente a quadros sépticos. Contudo, invariavelmente, o animal apresenta
deformidades nas linhas externas de crescimento do casco e alteracdes radiograficas
caracteristicas da laminite (Longland, Byrd, 2006, Longland, 2007).

2. SINDROME METABOLICA EQUINA (SME)

A SME ndo é uma doenca propriamente dita, € um conjunto de anormalidades clinicas
identificadas coletivamente em um Unico paciente, com uma probabilidade maior de desenvolver
laminite, se comparado com outro animal que ndo possui essas alteragdes (Johnson, 2002). Esse
termo foi adotado devido a sua semelhanca com a Sindrome Metabolica em Humanos, que é um
conjunto de fatores de risco utilizados para prever a ocorréncia de doenca arterial coronariana e
“diabetes mellitus” tipo 2 (Fulop et al., 2006).

O uso do termo Sindrome Metabdlica Equina é utilizado para diferenciar equinos com DPPI ou
hipotireoidismo. O que diferencia um equino com SME de um com DPPI s&o os valores elevados
de adrenocorticotropina (ACTH) plasmatica ou pelos testes enddcrinos dinamicos. Os animais
com SME podem estar predispostos & desenvolver DPPI, sendo necessario a monitora¢do desses
animais quanto ao risco de apresentarem sinais clinicos de disfungdo da hipdfise (Reeves et al.,
2001, Johnson, 2002, Schott, 2002, Matos et al., 2003, Donaldson et al., 2004).

As caracteristicas fenotipicas de um equino com sindrome metabdlica devem possuir segundo
uma revisdo da “American College of Veterinary Internal Medicine” (ACVIM) publicado em
2010 sdo:
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e Obesidade generalizada e aumento da adiposidade em locais especificos (adiposidade
regional) como um aumento da quantidade de gordura que envolve o ligamento da nuca
ou em locais que ndo sdo tdo comuns como perto da base da cauda, por trés da paleta ou
na regido da glandula mamaria ou prepucio,

e Quadro de resisténcia a insulina, caracterizada por hiperinsulinemia e glicemia anormal
e respostas anormais da insulina e da glicose a desafios de glicose por via oral ou intra-
Venosa,

e Possuindo entre 50 a 80% de chande de desenvolver laminite, na auséncia de outros
fatores reconhecidos como sobrecarga de gréos, retencdo de placenta, colite, colicas ou
pleuropneumonia.

Com o0 avango dos estudos sobre a fisiologia da SME tem sido incluido como componentes
fenotipicos por varios autores caracteristicas como a supra regulacdo de marcadores
inflamatdrios, propensédo de desenvolver hipertensao arterial, infertilidade, hipertrigliceridemia e
hiperleptinemia (Rugh et al., 1987, Vick et al., 2007, Vick et al, 2008, Bailey et al., 2008, Carter
etal., 2009, Frank et al., 2010).

o Hipertrigliceridemia ou dislipidemia podem ser componentes da SME, com aumento das
concentracgdes de lipoproteinas e triglicérides (Treiber et al., 2006, Frank et al., 2006),

e Hiperleptinemia ocorre como resultado do aumento da secregdo do hormonio leptina
pelos adipécitos, em resposta ao estado de resisténcia a insulina e resisténcia a leptina. A
leptina é considerada como um fator de saciedade, com a funcdo de sinalizar no
hipotadlamo de que existe um excesso de energia no organismo (Cartmill et al., 2003,
Houseknecht, Spurlock, 2003),

e Hipertensdo arterial foi observada em equinos que apresentaram laminite durante os
periodos de verdo (Bailey et al., 2008, Carter et al., 2009),

e Infertilidade em éguas pela observacdo da alteragdo de seu ciclo reprodutivo, pela
diminuicdo do periodo ovulatério sazonal e pelo periodo prolongado do periodo inter
ovulatorio, sinais esses foram observados em éguas obesas com resisténcia a insulina
(Gentry et al., 2004, Vick et al., 2006),

¢ Aumento dos mediadores inflamatorios, associados com animais obesos (Vick et al.,
2007).

Salientando que a SME pode prenunciar o desenvolvimento de outras afeccdes além da laminite,
como a sindrome hiperlipidémica equina (lipidose hepatica), osteocondrose, “diabetes mellitus”
tipo 2, contudo, a laminite ainda representa a doenga crénica com maior risco de se desenvolver
em animais com essa sindrome (Johnson, 2002, Frank et al., 2010, Frank, 2011).

A sindrome hiperlipidémica e hipertrigliceridemia equina ocorre de forma similar a esteato-
hepatite ndo alcodlica humana e é mais comumente encontrada em ragas de equinos
metabolicamente eficientes, principalmente em certas ragas de cavalos e poneis, por exemplo
o“American Miniature Horse”, Puro Sangue Arabe, “Stockt”, ” Miniature Sicilian Donkey” e o
“Draft horse” (Waitt et al., 2009). Ja a osteocondrose afeta mais comumente equinos jovens em
fase de crescimento, alimentados com dietas muito enérgicas e comitantemente associado a
hiperinsulinemia (Johnson et al.,2012).

Como ocorre em humanos, os cavalos podem desenvolver “diabetes mellitus® tipo 2, como
consequéncia a resisténcia a insulina e a SME. Mas ndo € comumente identificado, provavelmente
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pelo fato dessa espécie ser herbivora e com um tempo de vida relativamente curto (Johnson et al.,
2009, Waitt et al., 2009, Johnson et al.,2012).

Modernamente, tem-se utilizado a terminologia Desregulacdo Insulinica (DI) para definir os
distrbios do metabolismo da insulina caracteristicas de animais com SME, como a
hiperinsulinemia em jejum e uma resposta exagerada da insulina ap6s o fornecimento de glicose
por via oral ou intravenoso. A obesidade pode ndo ser considerada como sinal principal, mas sim
uma caracteristica de uma disfuncdo metabdlica, que dependendo de fatores ambientais como
alimentacéo e a atividade fisica podem servir como inicio de seu desenvolvimento. A indugéo da
perda de peso é uma importante ferramenta de tratamento para animais com SME, mas em
contrapartida, a disfuncdo metabdlica pode persistir mesmo apds o emagrecimento desse animal.
O que se tem observado, é que as relagdes entre as caracteristicas fenotipicas primarias e as
medidas de diagnostico para a SME sdo complexas, sendo influenciadas pelo ambiente e
variagdes nas medidas entre os individuos como a raca, idade, sexo, fatores esses, que dificultam
a criagdo de critérios para diagndsticos claros (Geor et al., 2013).

Em alguns trabalhos foi observado que os animais das ragas “Welsh”, “Dartmoor”, “Morgans”,
“Tennesse Walking Horses”, Arabe, Paso Fino, Crioula, Mangalarga Marchador, Campolina e
animais pertencentes a ragas de cavalos com origem britanica como os cavalos pertencentes a raca
“Thoroughbred”, sdo mais suscetiveis & desenvolver SME quando comparados aos cavalos com
origem ndrdica (“Icelandic horses™), cavalos com sangue gquente e frio (Manso Filho, et al., 2009,
Karikoski et al., 2011, Geor, et al., 2013, Magalhdes, et al., 2014, Drumond, et al., 2016).

Bem como a raca a idade é outro fator que pode ser determinante para o desenvolvimento de
SME, existe a possibilidade de até 15% dos equinos acima de 15 anos de vida de desenvolverem
SME, essa incidéncia pode aumentar em até 20% para cada ano vivido acima dos 15 anos. (Schott
etal., 2001, Donaldson et al., 2002, McGowan e Neiger, 2003).

3. OBESIDADE

A obesidade é definida pela Organizagdo Mundial de Saide como um acimulo anormal ou
excessivo de tecido adiposo no corpo do animal (Geor, 2008). Segundo o sistema de mensuracao
do escore de condicéo corporal (ECC) desenvolvido por Henneke et al. (1983), cavalos e poneis
com ECC 7 podem ser considerados com sobre peso e com ECC 8 ou 9 ja sédo considerados obesos
(Wild e Byrne, 2006).

Com o efeito de se caracterizar um problema para a criacdo dos equinos, tanto que muitos
proprietarios consideram até certo grau de obesidade como normal, aceitavel ou até desejavel.
Em algumas competicGes, o animal é avaliado por meio de suas caracteristicas fisicas. Nessas
condicbes, se 0 animal apresentar um grau de obesidade pode ser considerado uma vantagem
(Johnson et al., 2009).

Em paises desenvolvidos, a prevaléncia de obesidade pode estar estimada em torno de 19 a 40 %
em uma populagéo de equinos (Wyse et al., 2008, Thatcher et al., 2012). Para demonstrar como
a obesidade é uma situacdo comum nesta espécie, um estudo avaliando 300 animais adultos,
constatou a taxa de 19% de animais obesos (ECC entre 8 a 9) e 32% apresentaram sobrepeso
(ECCentre 6,5a7,5) (Allan et al., 2000). Foi salientado em outro estudo onde uma populagéo de
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319 animais selecionados ao acaso, foi constato que 45% desses animais foram considerados
obesos ou muito obesos (Robertson, 2003).

A inducdo da obesidade ocorre com fornecimento de dietas ricas em grdos e forrageiras (capim e
feno) com altos teores de carboidratos ndo estruturais, se tornando assim uma consequéncia do
fornecimento em excesso de alimentacédo, propiciando o excesso das exigéncias metabdlicas para
0 seu nivel de atividade fisica. (Schott et al., 2001, Johnson, 2002).

Em virtude da obesidade, os animais apresentam quadros de intolerancia ao exercicio, ineficiéncia
termorregulatoria, desempenho reprodutivo anormal e aumento da probabilidade de
desenvolvimento de lipomas mesentéricos (Henneke et al, 1983, Cymbaluk e Christison, 1990,
Garlinghouse e Burrill, 1999, Garcia-Seco et al., 2005).

Quando os adipdcitos atingem sua capacidade maxima de armazenamento, tém inicio alteracdes
como ineficiéncia energética, processos inflamatérios e estresse celular. Até mesmo quadros de
hipéxia podem ocorrer nos tecidos adiposo. Isso ocorre por meio do acumulo de gordura em
excesso no interior dos adip6citos, que por consequéncia se expandem, comprometendo assim o
transporte de oxigénio por meio da compressao de capilares adjacentes. Junto com essa situacao,
o0 endotélio desses capilares pode ndo responder ao estimulo do 6xido nitrico, diminuindo sua
vasodilatagdo. Esses quadros de hipoxia dos adipécitos vdo comprometer a agdo mitocondrial e
por consequéncia acabam estimulando o processo inflamatério, liberando citocinas e proteinas
quimiotaxicas de macréfagos (Goossens, 2008).

Importante ressaltar que o tecido adiposo ndo pode ser mais considerado como um 6rgao que
apenas armazena energia, mas como um 6rgao enddcrino com acdo paracrina e autocrina. Esse
tecido é responsavel por produzir horménios como as adipocinas ou adipocitocinas, que séo
liberadas dos adipdcitos e de outras células residentes no tecido adiposo. Os adipdcitos podem
excretar leptina, resistina, adiponectina, visfatina e apelina. Além disso, libera citocinas
inflamatdrias como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-), as interleucinas 1 (IL-1) e 6 (IL-6),
proteinas quimiotaticas dos macréfagos (MCP-1), fator de inibicdo do macréfago (MIF), além de
proteinas inflamat6rias como haptoglobina, inibidor do ativador de plasminogénio 1 (PAI-1) e a
proteina soro amiloide A (SAA) (Gerhardt et al., 2001; Sartipy e Loskutoff, 2003, Rajala e
Scherer, 2003; Trayhurn e Wood, 2004, Rasouli e Kern, 2008).

3.1. AVALIACAO DO GRAU DE OBESIDADE

O método mais comum para avaliacao da obesidade em equinos é por meio da avaliagdo do escore
de condigéo corporal (ECC) desenvolvido por Henneke e colaboradores (1983). Esse método
utiliza a analise da deposicao da gordura na regido subcutanea, pela observacéo visual ou palpacao
do pescoco, espaduas, dorso e garupa, e sua pontua¢do segue uma escala de 9 pontos, demonstrado
na Tabela 1 e Figura 1.

O ECC nédo é muito preciso quando queremos mensurar acumulo de gordura regional. Essas
deposicdes de gordura ocorrem muitas vezes de maneira assimétrica, dificultando a determinacgao
real da situacéo corporal do animal (Geor, 2008). Esse dado é evidenciado pelo trabalho de Mottet
etal. (2009), onde foi avaliado se 0 uso de ECC reflete alteracdes do acimulo de gordura regional,
sendo considerado uma técnica pobre, com um coeficiente de correlagdo de apenas 23,7%.
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Para contornar essa deficiéncia existem outras formas para avaliar o acimulo de adiposidade
localizada, dentre elas, pode-se citar a mensuragédo da deposicdo de gordura na crista do pescogo
(Figura 2), mensuracédo do escore da circunferéncia do pesco¢o (ECP) (Figura 3) e a aferi¢do da
espessura do tecido adiposo localizado na base da cauda, através do exame ultrassonografico,
esses padrbes de determinacdo de acimulo de gordura ja foram confirmados como boas
referéncias através de comparagdes com carcagas necropsiadas (Kane et al., 1989, Westervelt et
al., 1976).

Tabela 1: Demonstracéo das caracteristicas fisicas utilizando a escala de escore de condigéo corporal (ECC) segundo
Henneke et al., 1983.

1- Magreza Extrema

Processo espinhoso, costela, inser¢do da cauda, ilio e isquio proeminentes. Estrutura 6ssea da cernelha,
espadua e pescogo facilmente visiveis. Nao se observa presenc¢a de gordura em nenhuma parte do
corpo do animal.

2- Muito magro

Gordura cobrindo a base dos processos espinhosos. Extremidade dos processos transversos das
veértebras lombares arredondadas. Costelas, insercdo da cauda, ilio e isquio proeminentes. Estruturas
6sseas da cernelha, espadua e pescogo menos visiveis

3- Magro

Gordura cobrindo a metade dos processos espinhosos. Processos transversos das vértebras lombares
ndo sdo palpaveis. Pouca gordura cobrindo as costelas. Processo espinhoso e costelas totalmente
visiveis. Insercio de cauda proeminente, porém, as vértebras ndo sio visiveis. lleo e isquio
arredondados, porém ainda visiveis. Estruturas ésseas da cernelha, espadua com alguma cobertura de
gordura.

4- Moderadamente magro

Sulco ao longo da regido lombar. Espaco entre as costelas visiveis. Gordura pode ser palpada na
insercdo da cauda e sua proeminéncia depende da conformacao do animal. llio e isquio ndo séo
visiveis. Estrutura dssea da cernelha, espddua com alguma cobertura de gordura.

5- Moderado (ideal)

Costelas ndo séo visiveis, porém, facilmente palpadas. Gordura na insercéo da cauda se torna
esponjosa. Cernelha arredondada, cobrindo o processo espinhoso. Espadua e pescoco ligados
suavemente ao corpo do animal.

6- Moderadamente gordo

Pode haver sulco suave ao longo da regifo dorsolombar. Gordura cobrindo as costelas. Gordura mais
macia na insercdo da cauda. Gordura comega a ser depositada atras e sobre a espadua e pescogo.

7- Gordo

Pode haver um sulco suave ao longo da regido dorsolombar. Costelas podem ser palpadas
individualmente, com depdsito de gordura entre elas. Gordura mais macia na insercédo da cauda.
Gordura depositada atras e sobre a espadua e pescoco.
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8- Obeso

Depressdo ao longo da regido dorsolombar. Costelas sdo dificeis de serem palpadas. Gordura da
inser¢do da cauda torna-se muito macia. Area ao redor da cernelha e atras da espadua com muita
gordura. Pescogo espesso. Gordura depositada na parte interna das patas traseiras do animal.

9- Muito obeso

Depresséo evidente ao longo da regido dorsolombar. Acimulo de gordura sobre as costelas, formando
placas. Acimulo de gordura sobre a insercdo da cauda, atras da espadua e pescocgo, formando dobras
na pele. Gordura depositada na parte interna dos membros traseiros do animal, formando dobras.

Figura 1: Imagens demonstrando o0 ECC seguindo a escala de Henneke et al., 1983, modificado de Faleiros,
2002.
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3.2.ACUMULO DE ADIPOSIDADE LOCALIZADA

Em varios estudos realizados observou-se que o acumulo de gordura regional esta intimamente
correlacionado com quadros de DI, hiperinsulinemia, dislipidemia, elevacao da concentracdo de
leptina, elevagdo dos acidos graxos ndo esterificados, expressdo do gene pro-inflamatorio de
citocina, aumento da concentracdo de proteina em sangue periférico e aumento do risco de
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desenvolver laminite (Johnson, 2002, Sutherland et al., 2004, Vick et al., 2007, Vick et al., 2008,
Carter et al. 2009).

Tendo em visto de que existe uma correlacdo positiva entre adiposidade regional e 0 aumento do
risco de desenvolver doengas metabdlicas, mesmo que independente do seu escore corporal,
corroborando essa idéia Geor (2008) observou o desenvolvimento de laminite em equinos com
ECC< 7 que ingeriram gramineas, mas com acimulo de gordura regional localizados no pescoco,
torax e na base da cauda. Carter et al., (2009) também constataram que o sistema de Henneke et
al. (1983) ndo conseguiu demonstrar uma relagdo intima com as varidveis sanguineas da insulina
como observado com a mensuracdo da deposicao de gordura da crista do pescoco.

O aumento da deposicdo de gordura na crista do pescogo e 0 aumento da circunferéncia do
pescoco estdo intimamente correlacionado com quadros de resisténcia a insulina, Packer et al.
(2010) observaram correlagdo com o acimulo de gordura retro abdominal em equinos com a
expressao de genes de leptina. Xavier et al. (2014) constataram correlagdo positiva com a analise
de gordura por via ultrassonografica na regido da base da cauda e o ECC com alteracdes
radiograficas inidicadoras de laminite.

Dessa forma, ¢ demonstrado que os adipécitos localizados em diferentes partes do organismo
possuem caracteristicas diferentes entre si, sendo que alguns adipécitos secretam sinais
enddcrinos que podem causar DI e hipertensdo. Em muitas espécies verifica-se que os adip6citos
presentes no omento e na regido retroperitoneal possuem atividades enddcrinas ativas, esses sinais
endocrinos observados sdo as adipocinas, podendo ser incluidas neste grupo a angiotensina,
resistina, leptina, &cidos graxos ndo esterificados, adiponectina e certas citocinas pro inflamatérias
(Chaldakov et al., 2003, Lyon et al., 2003).

Consequentemente o0s tipos de adip6citos produzidas por qualquer depdsito adiposo é variavel,
nado obstante, certos depositos de tecido adiposo (por exemplo, 0 omento e a gordura mesentérica
em pacientes humanos obesos) séo caracterizados pela aquisicdo de uma populacdo de
macrofagos ativos, que secreta citoquinas pro-inflamatorias no sistema circulatério. Em animais
obesos, estas citocinas derivadas de leucécitos sdo liberadas em grandes quantidades exercendo
acdo sistémica, causando uma sinalizacdo pré-inflamatéria exacerbada. (Matsuzawa, 2008;
Weisberg et al., 2003; Xu et al., 2003).

Outra caracteristica dos adipOcitos omentais € a presenca de conversores esteroidais, entre eles, a
enzima 11B-hidroxiesterdide desidrogenase — 1 (1 - 11p — HSD), responsavel por converter a
cortisona inativa para o cortisol ativo. Esse cortisol derivado do tecido adiposo esta intimamente
ligado na patogénese da resisténcia insulinica e SM (Masuzaki et al., 2001).

Visto que a expressao local de moléculas inflamatérias no tecido adiposo é considerada como um
dos papéis fundamentais para o desenvolvimento local e sistémico de resisténcia a insulina em
equinos obesos. Foi observado que a gordura acumulada no pescogo de equinos apresenta uma
maior expressdo dos genes de IL-1p e IL-6, ja na gordura visceral foi observado uma maior
quantidade de macrdfagos e leptina (de Luca et al., 2008, Vick et al., 2008, Weber et al., 2013,
Maury, Brichard, 2010, Burns et al., 2010).

Dessa forma existem duas teorias que inter-relacionam a obesidade com a RI. A primeira pela

diminuicdo da sinalizacdo da insulina causada pela acdo das adipocinas e citocinas produzidas
pelo tecido adiposo. A segunda pelo acumulo intracelular de lipidios nos tecidos sensiveis a
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insulina. Essa situacdo pode ocorrer apds o fornecimento de uma dieta rica em glicose, sendo
convertida em gordura através da lipogénese. O aumento da concentracdo de gordura circulante
sera armazenado na regido intracelular de tecidos ndo-adiposos como o musculo esquelético,
figado e pancreas. Isso ocorre quando a capacidade de armazenamento do tecido adiposo é
excedida, levando ao acimulo de lipidios dentro dessas células e causando alteragdes nas fungdes
normais, como o comprometimento da sinalizag&o de insulina (Summers, 2006).

4. INSULINA

Entende-se como resisténcia a insulina (R1) a insensibilidade da superficie celular e de desordens
intracelulares de tecidos insulino dependentes, principalmente nos tecidos musculares, adiposo e
hepético. Kahn (1978) propds que a Rl pode ocorrer em trés niveis, antes do receptor celular, no
receptor celular e apds o receptor celular de isulina (Kronfeld et al., 2005a).

A DPPI e a SME sdo considerados fatores de risco para o desenvolvimento de RI (Walsh et al.,
2009). As consequéncias causadas pela RI sdo a absor¢do deficiente de glicose pelos tecidos,
elevagdo da sintese hepética da glicose pela via da gliconeogénese, aumento da lipdlise tendo
como resultado o aumento das concentracdes de acidos graxos livres plasmaticos e triglicérides
(Waller et al., 2011, Frank e Tadros, 2014).

Cavalos com altas concentragdes de insulina plasmatica (> 188uUI/mL) possuem maior chance
de desenvolver laminite, possuindo tempo de vida estimado de até 2 anos apds seu diagnostico.
A associagdo entre equinos com quadros de resisténcia & insulina com o desenvolvimento de
laminite foi observado pela primeira vez nos anos 80, sendo confirmado em outros estudos no
decorrer dos anos (McGowan et al., 2004, Laat et al., 2010).

4.1.SINTESE E SECRECAO DA INSULINA

A insulina € um hormonio liberado pelas células B presentes nas ilhotas de Langerhans
pancreaticas, que é excretada em resposta a hiperglicemia. A insulina é produzida como uma
molécula de pro-hormdnio (pro-insulina). Essa molécula sofre uma acdo proteolitica, sendo
convertida em um hormdnio ativo. A sua liberacdo ocorre quando a glicose entra nas células 3
pancredticas atraves do receptor do transportador de glicose 2 (GLUT2). Ap0s sua excregdo, a
insulina atua através de receptores de insulina que estdo presentes nos tecidos insulino
dependentes. Ela tem como funcéo estimular a captagédo de glicose para o interior dos tecidos. Os
tecidos insulinos dependentes sdo o musculo esquelético, tecido adiposo e o figado (Saltiel e
Pessin, 2003).

Esse hormonio é sintetizado através da clivacdo da pré-insulina em granulos secretores,
originando duas moléculas distintas, a insulina e o peptideo C. Esse peptideo de ligacdo é
metabolicamente inerte, mas é liberado em quantidades equivalentes & insulina, podendo ser
utilizado como um marcador da producéo da insulina (Engelking, 2010).

A insulina tem alto peso molecular, e € uma proteina composta por duas cadeias, a cadeia o. com
21 aminoéacidos (aa) e a cadeia B com 30 aa, que séo ligadas por duas pontes de dissulfeto. A
variabilidade da insulina entre as espécies é pequena, desta maneira, suas atividades biologicas
ndo diferem. Esse hormdnio é responsavel por desempenhar papel fundamental para manutengéo
da homeostase da glicose, do crescimento e diferenciacdo celular (Carvalheira et al., 2002).
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Os valores da insulina basal em equinos que passaram por um periodo de jejum prévio variam
entre 5 a 30 pUI/mL. Esses valores sdo relativamente constantes, independente da dieta e do
estado fisioldgico. Se observado valores de insulina fora desse intervalo, pode ser um indicativo
de anormalidade de seu metabolismo. Quanto a resposta da insulina ap6s um desafio de glicose
ou apo6s o fornecimento de um alimento, sua secre¢do pode ser influenciada pelo tempo da Gltima
refeicdo, pelo tipo de alimento, pelo estado fisioldgico do animal e pela concentracdo de cortisol
presente na circulacdo do animal (Hintz, 1978, Ralston, 2002, Sticker et al., 1999, Walsh et al.,
2009).

Embora a glicose pareca ser o fator priméario de estimulo da insulina, também existem outros
compostos que atuam em sua secrecdo como VAarios aminoacidos essenciais (arginina, lisina e
leucina), &cidos graxos volateis de cadeia curta (acetato, propionato e butirato) e corpos ceténicos.
A influéncia desses componentes estimulantes depende do tipo de nutricdo e estado nutricional
do animal (Engelking, 2010).

4.2.ACOES E EFEITOS DA INSULINA

Apds a sua liberagdo pelas células B, a sinalizagdo intracelular da insulina comeca através da
ligacdo a um receptor especifico, presente nas membranas celulares, conhecido como receptor de
insulina (InsR). Esse receptor esta presente em quase todos os tecidos dos mamiferos, com sua
concentracdo variando entre eles. Por exemplo, os eritrocitos possuem até 40.000 unidades,
enquanto que os hepatocitos e os adipdcitos possuem cerca de 200.000 desses receptores. A
insulina, ao se ligar a esse receptor, induz uma autofosforilagdo, gerando uma cascata de reacoes
de fosforilizacdo e defosforilizacéo, exercendo efeitos metabdlicos e de crescimento (Haber et al.,
2001).

Como efeito & ligacdo da insulina com seu receptor, a cascata de fosforilagdo se inicia,
promovendo a producdo de multiplos residuos de tirosina, através da ativacéo da fosfoinositide—
3 quinase do receptor. Dessa forma, o sinal é transmitido do receptor ao efetor final, promovendo
a translocacédo de vesiculas contendo os transportadores de glicose tipo 4 (GLUT4), da regido
intracelular para a membrana plasmatica. Noventa por cento dos GLUT4 estdo presentes no
interior das células e sdo translocados para as membranas celulares pela acdo da insulina ou
atividades fisicas (Zecchins et al., 2004, Holman e Kasuda, 1997).

O processo de transporte da glicose, que ¢ uma molécula insolivel na membrana plasmatica, da
via extracelular para a intracelular ocorre através da difusdo facilitada, dependente de proteinas
transportadoras (GLUT), e é o gradiente do substrato que ira determinar a direcdo desse
transporte. Essas proteinas estdo presentes na superficie de todas as células. Contudo, nas células
do intestino delgado e do tabulo renal, o processo de absorcao e reabsorcdo da glicose ocorre de
maneira diferente, por meio de um processo de transporte acoplado ao ion de sddio, sendo
realizado pelas proteinas transportadoras SGLTS, que estdo presentes na borda em escova da
célula epitelial (Machado et al., 2006).

Outros estimulos podem ser responsaveis pela translocacdo dos GLUT4 para a membrana celular
além da insulina, como:
e Oexercicio fisico, que pode estimular o transporte de glicose por recursos independentes
da fosfoinositide 3 quinase, possivelmente pela ativagdo da quinase 5AMP.
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e O hormbnio tireoidiano, que quando estimulado pela acdo da insulina pode aumentar a
captacdo da glicose basal, por meio do aumento da expressdo do GLUT4.

e A levotiroxina, que melhora a sensibilidade a insulina nos cavalos e diminui as
concentracdes de lipidios plasmaticos.

e A leptina, que melhora a absorcdo de glicose de forma indireta, possivelmente pelo
aumento da oxidacgdo dos &cidos graxos (Abel et al., 1996, Muoio et al., 1997, Shepherd,
Kahn, 1999).

A insulina controla a concentracdo de glicose no sangue, protegendo o organismo contra os efeitos
adversos da hiperglicemia pds-prandial, mas também pode ter outras a¢6es, que variam de acordo
com o tecido estimulado. A insulina e a leptina possuem acesso ao cérebro a partir do plasma,
controlando o apetite e o balanco energético. Quando a insulina é fornecida em excesso ao sistema
nervoso central sua acdo é comprometida ndo exercendo fung@o no controle do apetite (Saltiel e
Pessin, 2003, Sowers e Frohlich, 2004).

No figado, a insulina promove o armazenamento de energia nos hepatocitos, por meio da
estimulacdo da sintese do glicogénio, inibindo a gliconeogénese e a glicogenolise. Essa agdo
ocorre devido a reducdo da exportacdo de glicose do figado, promovendo assim a formagdo dos
precursores dos acidos graxos e estimulando a glicolise. Este horménio estimula a lipogénese do
figado, estimulando a secrecdo do VLDL e fornecendo triglicérides para o tecido adiposo. A
insulina inibe a producéo do glucagon, mas em contrapartida o glucagon estimula a sua producéo
(Engelking, 2010).

No tecido muscular a insulina estimula a entrada de K* dentro das células, promovendo o
armazenamento de glicose dentro do tecido, estimulando a glicélise e promovendo a sintese de
tecido proteico.

No tecido adiposo, a insulina estimula a producdo dos adipécitos, ao incentivar a atividade da
lipoproteina lipase (LPL). Tal processo ocorre pela acdo nos acidos graxos livres e no VLDL
circulantes. Ao interagir com os adipdcitos, a insulina inibe a lipdlise através da diminuicdo da
lipase, aumentando assim a producéo de gordura no organismo do animal (Engelking, 2010).

Considera-se que a insulina pode agir como fator pro-inflamatorio. Em estudos de inducédo de
laminite por hiperinsulinemia, foi constatado um aumento da infiltragdo de leucdcitos no tecido
lamelar, elevacdo da concentracdo de matriz metaloproteinase 9 (MMP-9) plasmatica e elevacao
de até 20% nos valores de TNFo e IL6 plasmaticos (Suagee et al., 2011). As alteracBes da
atividade dos MMPs podem promover cancer, osteoartrites e laminite. Acredita-se que essa
elevacdo pode ser resultado da ativacdo do receptor de insulina e por vias de sinalizacdo
mitogénica (ativagdo mitogénica através da proteina quinase — quinase) nos monocitos
(Fischoeder et al., 2007, Laat et al., 2011).

4.3.RESISTENCIA A INSULINA (RI)

A resisténcia & insulina parece ser uma situacdo frequente em equinos. Foi observada
hiperinsulinemia, com uma correlagdo positiva com o escore corporal e a medi¢do da crista do
pescoc¢o, em 10 % de uma populacdo de equinos selecionados aleatoriamente em uma pesquisa
realizada nos Estados Unidos da América (Geor et al., 2007). Outro estudo, realizado na Australia,
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mostrou que 28% de equinos de varias racas de pbneis apresentavam hiperinsulinemia
(McGowan, 2008).

A resisténcia a insulina pode ser uma resposta fisiolégica em situacGes como a gravidez e em
momentos de estresse. Em éguas gestantes, é observado aumento no valor de insulina plasmatica
basal em conjunto com a elevagao da concentragdo de glicose plasmatica pés-prandial, elevagdo
da producdo da glicose hepética enddgena basal e maior gliconeogénese. Essas alteracbes sdo
atribuidas as concentracdes crescentes de prolactina, cortisol e glucagon. A insulina também sofre
elevacdo em resposta a acGes de contra-regulagdo dos pos-receptores de insulina para a
progesterona, estradiol, horménio do crescimento, lactogénio placentario, e citocinas placentarias.
As éguas gestantes apresentam essa caracteristica para o fornecimento continuo de nutrientes para
o feto em desenvolvimento (Fowden et al., 1984, Johnson, 2008, Geor, 2010, George et al., 2011).

Mas a resisténcia a insulina também pode possuir causas patolégicas como a obesidade,
inflamacéo sistémica, hiperadrenocorticismo e acromegalia. 1sso ocorre devido a uma falha da
sinalizacdo dos receptores de insulina nas paredes celulares, prejudicando a ligacdo da insulina
em seus receptores, principalmente nos tecidos muscular e adiposo. Esses casos tém como
consequéncia a diminuigdo da absor¢éo da glicose e dos acidos graxos ndo esterificados (AGNE),
podendo também haver acdo da insulina sobre o 6xido nitrico, promovendo vasodilatacdo (Corry
e Tuck, 2001).

Essa ineficacia da acdo da insulina possui causas diversificadas. Pode haver comprometimento
das vias de transmisséo do sinal de insulina devido & diminuigao da ocorréncia de seus receptores.
Mas também pode haver ineficiéncia da fosforilagdo da fosfoinositide-3-quinase, falha na
atividade dos receptores de insulina (InsR-1, InsR -2), falha da migracdo dos GLUT-4 e também
comprometimento da atividade das enzimas intracelulares (Rhodes, 2005).

Alguns fatores que interferem na eficiéncia da insulina nas células alvos sdo os clicocorticéides
(GCs), os acidos graxos livres e as adipocinas. Quando a capacidade da insulina em facilitar a
remogdo da glicose circulante é prejudicada, a concentragdo da glicose no plasma tende a se
elevar, causando a estimulacdo continua das ilhotas pancreéticas, levando a uma hiperinsulinemia
(Fonseca et al., 2004).

Uma vez que 0s GCs s@o hormoénios com agao antagonica a insulina, em vista disso, eles exercem
efeito sobre 0 metabolismo intermediario, principalmente sobre os tecidos hepatico, muscular e
adiposo. Isso ocorre pela inibicdo da via de sinalizagdo da insulina por diversos mecanismos,
como a inibicdo da translocacdo de GLUT4 para a membrana celular e pela inibigdo da atividade
da lipoproteina lipase (LPL), tendo como consequéncia a diminuigdo da captacdo de triglicérides
na circulagdo (Weinstein et al., 1995; Ong et al., 1995).

Como se ndo bastasse as a¢fes de outros fatores na agdo da insulina, seu receptor possui um
“feedback” negativo em relagdo ao seu volume circulante. Quanto maior a quantidade de insulina
plasmatica, menor seré a disponibilidade de receptores nas membranas celulares. Essa agdo ocorre
pela diminuicdo de sua afinidade, pela redugéo de receptores expostos nas paredes celulares e
pela diminuicao da eficcia do receptor como transmissor de sinais estimulatérios (Shanik et al.,
2008). Dessa forma, a hiperinsulinemia, por si s6, promove resisténcia insulinica.

Visto que 0 mecanismo para que um animal fique insensivel a insulina possivelmente seja pela
ndo exposicdo de seus receptores de insulina para a superficie celular. Essa falha pode ser
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resultante de sua ndo exteriorizacdo ou através de sua degradacdo. Pode ocorrer através da
diminuicdo da acdo do receptor quinase, em decorréncia do conjunto de varios fatores, como a
fosforilacdo dos residuos do receptor de serina, a desfosforilagdo da tirosina pelas fosfatases e
atraves da ligacdo das moléculas inibitorias nos receptores (Krebs et al., 2003).

Além disso a diminuicdo da sensibilidade a insulina também pode ser uma resposta a alguns
compostos presentes na circulagdo sanguinea. Entre eles, o0 TNF-a, que possui potentes efeitos
inibitérios da sinalizacdo da insulina no tecido muscular e adiposo. Também os acidos graxos
livres presentes em altas concentragdes no plasma, observado em equinos obesos, podem diminuir
a absorcdo de glicose nos tecidos periféricos pela diminuicdo da capacidade de estimular a
atividade da fosfoinositide-3-quinase. Acrescentando a esses fatores, o cortisol em excesso pode
reduzir a translocacdo de GLUT4 (Hotamisligil e Spiegelman, 1994, Dimitriadis, 1997, Boden,
1997).

Paralelamente a essas observagoes, estudos recentes tém correlacionado o aumento da ativagao
do receptor toll-like (TLR) com a resisténcia a insulina. A ativacdo dos TLRs esta intimamente
correlacionada com o comprometimento da regulacdo dos GLUT. Os TLRs séo sinalizadores do
sistema imunoldgico inato e séo responsaveis pela regulagéo da sinalizag&o e ativagéo de citocinas
inflamatorias como a IL6 ¢ TNFa (Konner e Bruning, 2011). Os TLRs podem ser ativados pela
acdo dos acidos graxos livres e dos lipopolissacarideos, ambos apresentam aumento em suas
concentragdes em quadros de resisténcia & insulina (Dasu et al., 2010, Laat et al., 2014).

Como resultado ao processo de RI, os niveis normais de insulina sdo insuficientes para uma
resposta normal a insulina nos adipdcitos, nos midcitos e hepatdcitos. Esse quadro acontece
somente em células insulino dependentes, acarretando em falha no reconhecimento do horménio
por parte dos receptores da insulina (Kahn, 1978). Isso promove comprometimento da sinalizacdo
da insulina com a atividade do receptor da insulina tirosina quinase e redugdo das etapas de
fosforilizagdo pds-receptores, que incidem sobre os efeitos metabdlicos e vasculares da insulina
nos tecidos alvo da insulina (Kashyap e Defronzo, 2007).

Rossdale (2004) conjectura que quadros prolongados de Rl causam mudangas no sistema nervoso
central (SNC). Em individuos obesos, a gordura localizada na regido do omento pode ativar o
eixo hipotalamo-hip6fise—adrenal por meio de diversos mecanismos neuroendécrinos. Quando
um animal esta sadio, a insulina secretada pelo pancreas apds uma resposta glicémica age no
hipotalamo ventromedial e suprime o apetite, inibindo o ganho de peso. Ja em quadros de RI, essa
acdo pode estar comprometida. A leptina também exerce uma funcgéo de saciedade no SNC e a
falha de seu sinal no hipotalamo (resisténcia de leptina) também pode ser considerada como um
fator causador de ganho de peso. Em um ciclo vicioso, animais obesos ficam resistentes a insulina
e a resisténcia a insulina induz ao ganho de peso.

Visto que a acdo comprometida da insulina desencadeia uma intolerancia a glicose, pode ser
observado um aumento relativo na glicemia. Entretanto, em equinos que apresentam quadros de
RI, os valores de hiperglicemia sdo brandos. Essa situacdo pode ser explicada em equinos pelo
fato que a elevacéo da producdo da insulina parece compensar sua acdo reduzida. O aumento da
exposicdo das células que ndo séo insulino dependentes a glicose, pode levar a glicotoxicidade,
mesmo com um leve aumento das concentracGes de glicose plasmatico (Cosentino e Luscher,
1998).
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As lesBes causadas pela acdo da glicotoxicidade sdo mais observadas em tecidos endoteliais,
induzindo alteracGes como hipertensdo e aterosclerose. Essa elevacdo da glicose provoca
glicolisacdo das proteinas celulares normais, formando produtos finais de glicagdo avancgada
(AGEs). Esses AGEs desencadeiam uma peroxidacdo lipidica intracelular, originando espécies
reativas de oxigénio (ROS), como os radicais de superoxido (Hayden e Tyagi, 2003, Valgimigli
et al., 2003, Rossdale, 2004).

O excesso de ROS se traduz em estresse oxidativo, tendo como resultado a diminuicdo da
producdo do 6xido nitrico, a elevacdo da producéo de endotelina e a elevagdo de uma atividade
pré-coagulativa. Em decorréncia a esses fatores, observa-se aumento da vasopasticidade,
hipercoagulabilidade e interferéncia da perfusdo capilar. Esses fatores podem ser considerados
como risco para o desenvolvimento da laminite em equinos, sendo confirmado nos estudos de
Zhang et al. (2012) e de Laat et al. (2014), que observaram que a elevacéo de glicose plasmatica
pode ser responsavel pelo aumento da secrecdo de insulina endogena e alteragdo da atividade
endotelial. Contudo, nesses estudos ndo foram observados efeitos diretos da glicolisacdo dos
amino4cidos.

Além das outras alteracGes que podem levar ao desenvolvimento da laminite endocrinopética a
resisténcia a insulina também pode estimular fatores pro-tromboticos como o inibidor do ativador
do plasmiogénio-1, fator de Von Willebrand, fibrinogénio, fator VIl e a concentragéo circulante
do complexo de trombina-antitrombina, e os fatores que sdo diminuidos sdo antitrombina Ill,
proteina S e a proteinas C (Juhan-Vague et al., 2002; Johnson et al., 1998).

4.4 DESREGULACAO DA INSULINA

Atualmente, o termo desregulacdo da insulina tem sido mais utilizado para descrever as alteragdes
no metabolismo que resultam em hiperinsulinemia persistente com valores de glicemia normais
(Boston e Nicholas, 2013). Considera-se que equinos apresentam quadro de hiperinsulinemia
quando as concentragdes plasmaticas de insulina forem maiores do que 200 pUI/mL (Ralston,
1995, Ralston, 2002).

Anteriormente acreditava-se que a hiperinsulinemia estaria ligada apenas a Rl promovida pela
diminuigdo da resposta normal dos tecidos a niveis normais de insulina circulante, aumentando o
tempo que o hormdnio fica na circulacdo (Boston e Frank, 2013). Contudo, pesquisas em equinos
demonstraram que tanto o aumento da secre¢do como a diminuicdo da depuracdo da insulina sdo
fatores determinantes para levar a hiperinsulinemia.

Sabe-se também que existem outras substancias que podem ser liberadas pelo organismo
interferindo nesse metabolismo. As incretinas sdo um bom exemplo. Entre esses hormdnios
destacam-se o peptideo glucagon — like 1 e o peptideo insulinotrépico glicose-dependente, que
sdo secretados pelas células L e K presentes na mucosa intestinal e sdo degradados pela enzima
peptidase dipeptidil, ap6s a ingestdo de acgucares, aminoécidos e gorduras. As incretinas
estimulam a secre¢do de insulina pelas células [ pancreaticas e diminuem a velocidade do
esvaziamento estomacal, interferindo na hiperglicemia pos-prandial. Assim, quadros de
hiperinsulinemia em animais com SME podem ser decorrentes da estimulagdo da producdo das
incretinas ou pela falha da acdo da enzima peptidase dipeptidil. Foi observado em ratos que as
incretinas promovem a hiperplasia das células  pancreaticas (Drucker, 2003, Mudaliar e Henry,
2010).
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Outra teoria sobre a elevacdo dos valores da insulina plasmatica seria sobre a intervencao da
liberacdo de insulina pelo figado em animais com SME. Vomo um volume maior do que 70% da
insulina produzida pelas células p do pancreas e é liberado pelo acesso portal antes de ser
distribuido para a circulacao periférica, o figado com lipidose interfere na liberacéo insulina no
organismo (Toth et al., 2010).

4.5.DIAGNOSTICO

O diagndstico da desregulacdo insulinica e sua insensibilidade pode ser realizado por meio de
testes que consideram tanto a insulina e como a glicose, ja que ambos constituintes tém seu
comportamento modificado. Varios procedimentos foram elaborados para executar essas
mensuracdes. E necesséario a determinacio exata dos intervalos normais para cada teste de
diagndstico com varios fatores que podem interferir nos resultados como a idade, raca,
condicionamento fisico e tipos de dieta (Valberg e Firshman, 2009).

Existem basicamente dois tipos de testes. Os estaticos, que se baseiam em valores basais de
glicose e insulina. E os testes dinamicos, que se baseiam na resposta do organismo a aplicacéo de
glicose e/ou insulina. Os dindmicos sdo mais complexos e envolvem coletas seriadas de sangue,
contudo sdo considerados mais fidedignos. Os testes dindmicos demonstram uma imagem
completa dos valores de insulina e glicose. Embora um teste ideal ainda néo foi determinado, 0s
testes dindmicos sdo mais sensiveis para determinar quadros de RI do que os valores basais (Frank
etal., 2010).

45.1. MENSURACAO DA CONCENTRACAO DE INSULINA BASAL

Os valores de glicose basal raramente estéo elevados em equinos com resisténcia a insulina, isso
pode acontecer devido & produgdo compensada de insulina, tentando reverter a resisténcia a
insulina nos tecidos (Morgan et al., 2015).

J& a mensuracdo da insulina basal é uma pratica Util, auxiliando no diagndstico e monitoracéo da
SME. O valor basal de insulina pode ser utilizado para determinar se existe um fator de risco para
desenvolver laminite e assim orientar quando é o melhor momento de intervir (Morgan et al.,
2015).

Antes de coletar as amostras sanguineas para a mensuracao da insulina, o animal deve passar por
um periodo minimo de jejum alimentar prévio de no minimo 6 horas e elas deverdo ser realizadas
pela manhd. Se forem existir coletas repetidas é de grande importancia que todas as coletas devam
ser realizadas de maneira padronizada (Carter et al., 2009, Frank et al, 2010, Morgan et al., 2015).

O acompanhamento dos valores de insulina basal pode ser relevante porque a hiperinsulinemia
compensatoria € uma caracteristica comum em equinos com RI. Mas existem situa¢fes em que
esse teste pode falhar, por exemplo, quando o quadro de RI esta no inicio ou brando e a elevagdo
de insulina compensatéria ainda ndo se estabeleceu ou se o valor da insulina plasmatica é ainda
muito baixo. Essa caracteristica pode ser evidenciada ainda pelo fato de que os intervalos dos
valores de referéncia s&éo muito amplos.
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Dependendo do laboratério de pesquisa, existe uma grande variacdo dos valores de referéncia
para se determinar se o animal esta apresentando um quadro de hiperinsulinemia. O laboratério
da Universidade de Tennessee considera que um animal esta hiperinsulinémico quando os valores
da concentracdo da insulina plasmatica forem acima de 30 pUI/mL. J& o centro de diagndstico de
Saude Animal da Universidade Estadual de Michigan utiliza 43 pUIl/mL como valor de referéncia
(Frank, 2006).

Apesar da medicao de insulina ser uma ferramenta viavel para os clinicos que trabalham a campo,
esse procedimento ndo é considerado totalmente confiavel, devido a existéncia de muitos fatores
que interferem nos valores de insulina plasmatica. Por exemplo, o tipo da dieta que é fornecida a
esses animais. Se a dieta € rica em concentrados, pode haver elevacdo dos valores de insulina
basais. Estresse fisiologico causado por exercicios agudo ou quadros de dor podem diminuir 0s
valores de insulina, isso pode ser causado possivelmente por um aumento de catecolaminas na
circulagdo, que agem inibindo a produgéo de insulina pelo pancreas (Gordon et al., 2007, Borgia
et al, 2011),

Outros fatores que podem interferir nas concentracdes de insulina e glicose séo a idade, sexo,
estado nutricional, tornando necessario o desenvolvimento de métodos mais precisos para o
diagndstico de RI.

4.5.2. INDICADORES INDIRETOS (PROXIES) COM BASE NAS
CONCENTRACOES BASAIS DE GLICOSE E INSULINA BASAIS

Os indicadores indiretos ou “proxies” sdo valores obtidos por férmulas que utilizam os valores
basais de insulina e glicose para determinar se 0s animais apresentam quadros de sensibilidade
ou de resisténcia a insulina. Eles avaliam modelos de homeostase, fornecendo estimativas
padronizadas, que foram correlacionados com testes que avaliam a sensibilidade a insulina. A
grande vantagem do uso dos “proxies” € pelo fato de se utilizar os valores de glicose e insulina
plasmaticas, sendo uma forma préatica de demonstrar se 0 animal estd apresentando um estado de
RI (Treiber et al., 2006). Os célculos sdo simples e utilizam os valores basais de glicose e insulina
para a interpretagdo em “quintiles”, onde 1 é considerado baixo e 5 alto (Kronfeld, 2006).

Treiber (2005) adaptou alguns “proxies” para serem utilizados em equinos, utilizando valores
basais de glicose (mg/dL) e insulina (LU/L) eles estdo descritos abaixo:

HOMA = (glicose — insulina)/22,5
HOMA — IR = glicose (mg/dL) x 0,0555 x insulina (uU/ml) / 22,5
RISQI = 1/ Vinsulina = insulina®®
G:1 = glicose/insulina
MIRG = (800 - 0,3 [insulina — 50]2) / (glicose — 30)]
QUICKI = [log (glicose x insulina)]™*

No “proxie” HOMA-IR, o animal é considerado com diagnéstico positivo a Rl quando apresenta
um valor superior a 2,71 (Geloneze e Tambascia, 2006).

Os animais s3o considerados sadios quando os valores do “proxie” RISQI for maior do que 0,32,

se os valores forem menores do que 0,32 pode ser um indicativo de Rl e se o valor observado for
menor do que 0,22 considera-se como quadro de RI severa.
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Quando se utiliza o “proxie” MIRG ¢ o valor observado € menor do que 5,6 o animal é
considerado sadio, mas mesmo se os valores de MIRG e os valores da relacdo entre a glicose com
ainsulina (G:I) forem considerados normais deve-se observar os valores basais de glicose, se eles
estiverem acima de 100 mg/dL é um indicativo de RI.

Se o valor da relacdo de G:I for menor do que 4,5 o animal esta apresentando um quadro severo
de RI, se estiver no intervalo entre 4,5 a 10 o animal é considerado com um quadro de RI
compensatoria e se o valor for maior do que 10 o animal é considerado saudavel (Treiber et al.
2005, Treiber et al., 2006).

Brojer et al. (2015) observaram que os “proxies” QUICKI , RISQI e o HOMA - IR apresentaram
boa correlagdo com o sistema considerado “ouro” para o diagnostico da sensibilidade a insulina,
o clamp hiperinsulinémico — euglicémico (EHC), mas ndo conseguiram ter uma boa correlagdo
durante o periodo de ganho de peso dos animais.

Segundo Morgan et al., (2015), os “proxies” mais utilizados em equinos sao o RISQI e 0 MIRG.
Lembrando que esses “proxies” utilizam valores basais, estando sujeitos as limitagdes ja
observadas anteriormente, mas como eles convertem valores nao lineares para valores lineares é
mais recomendado utiliza-los para acompanhar animais por longos periodos.

4.5.3. TESTES DINAMICOS

4.5.3.1.Clamp Euglicémico Hiperinsulinémico

Considerado como padrdo de referéncia para determinar a resisténcia insulinica, contudo muito
trabalhoso para ser utilizado rotineiramente. Esse teste € realizado através de uma taxa de infuséo
de glicose, com a finalidade de manter o animal com os valores de glicemia normais durante um
periodo de hiperinsulinemia induzido, realizando mensuragdes seriadas de glicose e insulina. Ele
é iniciado ap6s um periodo de jejum de 12 horas. Uma amostra de sangue é coletada 5 minutos
antes do inicio do teste para anélise de glicose e insulina basais. As mensuragdes da concentragdo
de glicose sedo realizadas nos tempos: 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8,9, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 30, 40, 50, 60,
70, 80, 90, 100, 120, 150 e 180 minutos, e as mensuragdes de insulina sdo realizadas nos tempos:
0,2,4,6,8,10, 14, 18, 20, 30, 60, 90, 120, 150 e 180 minutos (Frank e Tadros, 2014, Pratt et al.,
2005).

A insulina é infundida através de bomba, por via IV na dose de 40 pU/min/kg de peso vivo. A
glicose seré oferecida concomitantemente na dose de 0,5g/kg de peso vivo, IV com o intuito de
manter o animal euglicémico, com o valor de glicemia plasmatica de 0,2 mmol/L, se ocorrer
variacdo neste valor deve ser corrigido empiricamente. Os valores da glicose plasmaticas devem
ser acompanhados através do uso de glicosimetro (Vick et al., 2007).

O periodo de infusdo sera de 180 minutos. Os primeiros 90 minutos sao considerados um periodo
de equilibrio e os 60 minutos finais sdo utilizados para calcular a taxa de absor¢éo de glicose pelo
corpo do animal. Como a concentracéo da glicose ndo é constante, é necessario um célculo de
corregdo (“space correction” [SC]), o SC sera determinado pela formula a seguir:

SC= (G2 - G1) x (0,19xPA)/(T x PA) (Frank e Tadros, 2014).
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A unidade do SC sera de mmol/kg/min, G é a concentracdo da glicose basal e do tempo do
intervalo, o T é o intervalo que est& sendo calculado, PA é o peso do animal. Para mensurar a
quantidade de glicose que foi infundida (M) é utilizado a férmula descrita abaixo:

M = GIR - SC. GIR ¢ a taxa de infusdo da glicose (mmol/kg/min) e o SC é o espaco de corre¢ao.
O caélculo da concentragdo de Insulina (I) é através da média das concentra¢fes de insulina
mensuradas no soro dos 60 minutos finais do teste.

A determinacdo do indice de sensibilidade & insulina é através da relagdo de M/I. O animal é
considerado resistente a insulina quando o volume de glicose infundido for menor quando
comparado com animais considerados normais (Pratt et al., 2005).

4.5.3.2.Teste de Tolerancia a Glicose Intravenosa (TTGIV)

O objetivo deste teste de diagnostico € acompanhar como as concentragdes de insulina e glicose
se comportam ap6s a administracdo em “bolos” de glicose por via intravenosa. Apos um periodo
prévio de jejum alimentar de 12 a 24 horas serd iniciado o teste. Uma solucdo de glicose na
concentragdo de 50% devera ser administrada por via intravenosa no volume de 0,5g de glicose
por kg de peso vivo, durante um periodo de 10 minutos (Mehring, Tyznik, 1970, De La Corte et
al., 1999). Amostras de sangue venoso serdo coletadas nos momentos 0, 5, 15, 30, 60, 90, 120,
180, 240, 300 e 360 minutos ap6s a administracao da glicose para determinacdo da concentragéo
plasmatica de glicose e da insulina. O resultado sera calculado através do uso das medidas da
meia vida da eliminacgdo da glicose e da taxa de rotatividade fracionaria para a determinacdo de
um quadro de resisténcia a insulina (Kaneko, 1989).

Animais sadios apresentardo um aumento imediato na concentracdo de glicose plasmatica e um
posterior retorno aos niveis basais dentro do periodo de 60 min. apds a administracao da glicose.
Um animal com um quadro de RI tem o potencial de produzir um pico mais alto de glicose no
sangue e um atraso consistente no retorno ao valor basal superior a 2 horas (Garcia e Faia, 1986).

Quando se analisa a curva da insulina em animais sadios, ela deve ter um comportamento
correspondente a curva de glicose, com um pico aproximadamente 30 minutos apds a
administracdo da glicose. Se o animal apresentar a fungdo das células B do pancreas prejudicada
sera observado uma curva de glicose tardia e a resposta a insulina pode ser tardia. O TTGIV ndo
é um meio sensivel de medir a resposta pancreatica debilitada (Firshman e Valberg, 2007)

4.5.3.3.Teste Combinado de Glicose-Insulina (TCGI)

O TCGI é um teste que utiliza uma aplicagdo em “bolos” de glicose por via intravenosa, seguido
pela infusdo de insulina. O volume de glicose (50%) a ser administrado é de 150 mg/kg de peso
vivo e 0 volume de insulina é de 0,10 Ul/kg de peso vivo. A insulina deve ser fornecida
imediatamente apds a infusdo de glicose. As amostras sanguineas serdo colhidas nos momentos
0,1,5, 25, 35, 45, 60, 75, 90, 105, 120 e 135 minutos apos a administragdo dos farmacos.

A glicose é mensurada com a utilizacdo de um glicosimetro. Quando o valor da glicemia se
apresentar acima do valor basal durante um periodo de 45 minutos é um indicativo de RI. Mas se
nos primeiros 45 minutos do teste os valores de glicose continuarem proximos dos valores basais
e os valores de insulina forem superiores a 100 pUI/mL, esse também é um indicativo de RI
concomitante a um indicio de hiperplasia das células  do pancreas. Isso se deve a uma producéo
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elevada de insulina compensatdria para tentar manter a homeostase da glicemia. J& quando um
animal apresentar altos valores de glicose com baixas concentragdes de insulina, isso pode
significar um quadro de RI descompensada (Frank e Tadros, 2014).

Existe a possibilidade de ocorrer um episodio de hipoglicemia. Assim é recomendado manter duas
seringas de 60 ml contendo glicose (50%) para serem utilizadas caso o animal apresentar
fasciculagbes musculares ou fraqueza profunda, ou se as concentracBes de glicose plasmatica
forem menores do que 40 mg/dL (Eiler et al., 2005, Frank, 2006).

4.5.3.4.Teste de Tolerancia a Insulina (TTI)

O TTI mensura a resposta da glicose sanguinea frente a administragio “bolos” de insulina. E uma
medida direta da sensibilidade dos tecidos a dose de insulina. A metodologia desta técnica deve
ser realizada ap6s um periodo de 12 horas de jejum alimentar prévio.

A dose da insulina vai variar entre 0,2 a 0,6 Ul/kg de peso vivo. As amostras serdo coletadas nos
momentos 0, 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50, 60, 90 e 120 minutos e a area sob a curva devera ser
calculada. Ou podem ser analisadas as concentragdes de glicose. Em um animal sadio, os valores
de glicose devem diminuir em até 50% em relagdo ao valor basal, no periodo entre 20 a 30
minutos, e devem retornar aos valores normais ap6s 90 a 120 minutos. Em um animal com RI o0s
niveis de glicose plasmatica ndo diminuem a niveis t&o drasticos em comparacédo ao valor basal e
irdo retornar aos valores basais mais rapidamente (Kaneko, 1989, Ribeiro et al. 2004). O teste de
resposta glicémica a insulina é a forma simplificada deste teste (Bertin e Sojka-Kritchevsky,
2013).

4.5.3.5.Teste de Resposta Glicémica a Insulina (TTI)

Uma simplificacdo do TTI. Esse teste é realizado apés a aplicacdo de insulina por via intravenosa,
para observar o indice de absorc¢do de glicose. Para ser realizado deve ser respeitado um periodo
de jejum prévio de 12 horas. ApoGs esse jejum serd coletada uma amostra de sangue basal
considerada coleta tempo 0, para analisar a glicose através de um aparelho de glicosimetro.
Imediatamente apds a coleta basal de sangue, serda administrado por via intravenosa insulina
recombinante regular humana (Humulin, Eli Lilly and Company, Indianapolis, IN) na dose de 0,1
Ul/kg de peso vivo. Ap6s 30 minutos da administracdo de insulina, serd coletada uma segunda
amostra de sangue venoso para analise da glicose através do glicosimetro.

Para determinar se o equino é considerado resistente a insulina, a concentracdo da glicose
plasmética da amostra coletada 30 minutos apos a aplicagdo de insulina deve estar maior do que
50% do valor da glicose da amostra da coleta do tempo 0 (Caltabilota et al., 2010, Bertin e Sojka-
Kritchevsky, 2013).

Se o animal apresentar um valor menor ou igual a 20 mg/dl de glicose deve ser administrado 150
mg/kg de peso vivo de glicose a 50%. Se 0s animais apresentarem sinais clinicos de hipoglicemia
como sudorese, fasciculagbes musculares ou ataxia, deve ser oferecida alimentagdo rica em
carboidrato, os animais devem ficar em observacao o fim destes sintomas de hipoglicemia (Bertin
e Sojka-Kritchevsky, 2013).
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4.5.3.6.Teste de Tolerancia a Glicose Oral (TTGO)

Na atualidade € considerado o teste mais pratico e completo, pois avalia a absorcao de glicose
pelo intestino delgado, a absorcdo de glicose hepética, a fun¢do enddcrina do pancreas e a
resisténcia a insulina. Para a realizacdo do teste o animal precisa estar em jejum alimentar prévio
de 12 horas. Neste teste a glicose deve ser fornecida por via oral na dose de 1g/kg, utilizando
sonda nasogastrica, as amostras sanguineas sdo coletadas nos intervalos de 0, 30, 60, 90, 120,
180, 240, 300 e 360 minutos apds a administracdo de glicose para analisar os valores de glicose
e insulina plasmaticas (Valberg e Firshman, 2009). Contudo pode ser simplificado com coleta
com até 120 minutos.

E observado um aumento méaximo nos valores de glicose plasmatica entre os periodos de 90 a
120 minutos ap6s a administragdo da glicose. Em animais saudaveis as concentragdes da glicose
devem retornar ao valor basal entre 4 a 6 horas depois da administracdo de glicose por via oral.
Quando observamos um aumento da concentracdo de glicose e o valor de insulina sérica for maior
do que 60pUI/mL é sugestivo de reducdo da fungdo pancreética ou RI (Johnson et al., 2012). O
teste pode sofrer interferéncia pelo periodo de jejum sofrido pelo animal, idade, dieta e estresse
(Roberts, 1973, Ralston, 2002, Kronfeld et al., 2005b).

4.5.3.7.Teste de Baixa Dose de Glicose Oral (TBDGO)

Esse teste pode demonstrar a capacidade de secre¢do de insulina, quadros de sensibilidade do
tecido & agdo da insulina e a capacidade do intestino de absorver o desafio de glicose de um
equino. O TBDGO é delineado por meio do fornecimento de glicose na dose de 0,25g/kg por via
oral, através do uso de seringa misturada com agua ou a um suco de maca. Serdo coletadas
amostras de sangue venoso nos momentos 0, 30, 60, 90, 120, 150 e 180 min. ap6s a administracdo
da glicose.

Serdo analisados a glicose e a insulina plasmatica. Em animais sadios a glicose apresentard um
pico de 90 a 120 mg/dL entre as coletas realizadas nos momentos 60 e 90 min. e a insulina devera
estar abaixo de 20uUl/mL ap6s as amostras coletadas nos momentos 60 e 90 min. (Ralston, 2002).

Respostas com valores de insulina e glicose muito abaixo da normalidade podem significar uma
diminuicdo do esvaziamento gastrico ou comprometimento da absorcdo da glicose e respostas
com valores elevados ou prolongados de glicose e insulina podem ser observados em animais
com disfuncdo na hipofise, obesos, idosos, genética com predisposicdo a Rl ou animais com
quadros de RI (Ralston, 2002, Ralston, 1995, Krusic et al., 1997).

5. BIOMARCADORES METABOLICOS

Como visto anteriormente, as técnicas para diagnosticar a Rl se caracterizam, muitas vezes, por
serem complexas e de alto custo para o seu uso no cotidiano clinico. Assim, a identificacdo de
métodos mais acessiveis para serem utilizados na prética clinica € imprescindivel para tornar
possivel intervencgdes precoces e uma melhor avaliacdo e acompanhamento dos animais com SME
(Vasques et al., 2009).
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Os biomarcadores podem ser definidos como fatores que sdo mensurados de maneira objetiva,
possuindo como fungdo definir processos fisiologicos ou patoldgicos para uma intervencao
terapéutica precoce, podendo ser utilizados para o diagndstico de varias afec¢bes. Dependendo
de qual finalidade, eles podem ser classificados como de suscetibilidade, de exposicéo e de efeito,
sendo uma ferramenta para a identificacdo de uma doenca ou de uma condi¢do adversa com certa
antecedéncia (Amorim, 2003, Galantino-Homer et al., 2013).

Para a SME, os potenciais biomarcadores a serem utilizados sdo: as células de dano tecidual
inespecifico, estresse celular, biomarcadores de resposta inflamatéria, de resposta de lesdo de
tecido especifico, hipertensédo, lipoproteinas e a RI. Apesar de que marcadores inespecificos
possam estar alterados em decorréncia de outras alteracBes, é possivel definir um padrdo
especifico da expressao desses biomarcadores e desenvolver ensaios multiplos para a sua detecgdo
simultanea (Treiber et al., 2006, Carter et al., 2009, Galantino-Homer et al., 2013).

5.1.PRESSAO ARTERIAL (PA)

A PA é a forca exercida pelo sangue contra a area da parede arterial, ela pode ser demonstrada
como PA sistélica (PAS), PA diastolica (PAD) e PA média (PAM), com a unidade dos valores
em milimetros de mercurio (mmHg) (Cortadellas, 2012).

Os fatores que regulam a pressdo arterial sdo o débito cardiaco e a resisténcia periférica dos vasos,
e quando alguns desses fatores ou os dois estdo comprometidos sdo observadas alteragdes em seus
indices. Diferentes mecanismos de controle da pressdo vascular sdo responsaveis por sua
manutencdo, atraveés da regulacdo do calibre e a reatividade vascular, a distribui¢do do fluido
dentro e fora dos vasos e o débito cardiaco. Existe um equilibrio entre esses mecanismos e quando
ocorre uma desarmonia entre eles, principalmente nos fatores pressores, tem inicio a hipertensdo
priméaria. O aumento da resisténcia periférica € o principal fator para induzir hipertensdo, sendo
influenciada pela regulagdo da luz dos vasos ou pela espessura de sua musculatura (Folkow,
1982).

Diversos fatores funcionais podem atuar no aumento da resisténcia periférica, como a atividade
simpatica modulada pelas aferéncias de diferentes reflexos, por agdes de substancias
vasopressoras ou vasodepressoras circulantes ou por meio de fatores produzidos pelas proprias
células da musculatura lisa dos vasos. Existem evidéncias de que diferentes horménios pressores
estimulam o aumento da parede vascular, enquanto as substancias vasodilatadoras tém efeito
oposto, inibindo a sua proliferacdo celular. Entre os horménios, a angiotensina I1, a norepinefrina,
a vasopressina e a insulina podem promover essas alteracfes. A hipertensao primaria é o resultado
do desequilibrio entre os fatores vasoconstritores, promovendo o crescimento da musculatura
vascular, com os fatores vasodilatadores, que inibem esse crescimento (Krieger et al., 1999).

Como a hipertenséo é resultante do desequilibrio da atuag&do dos diferentes reguladores, pode ser
considerada como uma doenga multifatorial ou uma sindrome quando estd acompanhada de
obesidade, alterac6es do metabolismo lipidico e glicosidico e resisténcia a insulina (Krieger et al.,
1999).

Como ja foi observado nesta revisao, equinos podem desenvolver a sindrome metabélica equina,

cuja as caracteristicas fenotipicas sdo obesidade generalizada, RI, hipertrigliceridemina, elevacao
dos mediadores inflamatérios, predisposi¢do a desenvolver laminite e quadros de hipertensdo
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arterial (Vick et al., 2007, Vick et al, 2008, Bailey et al., 2008, Carter et al., 2009, Rugh et al.,
1987, Frank et al., 2010).

Bailey et al. (2008) constataram em seu experimento uma elevacdo na pressdo diastélica e
sistolica em cavalos com as alteracGes fenotipicas da SME, com um valor médio de 89,6 mmHg,
enquanto os animais controle apresentaram um valor médio de 76,8 mmHg, teorizando que a
hipertenséo é observada frequentemente em humanos com sindrome metabdlica, concluindo que
equinos também podem desenvolver esse quadro e que, possivelmente, possam possuir a mesma
causa, que é uma disfungdo endotelial vascular.

Existem quatro mecanismos envolvidos na hipertensdo induzida por RI: A retencdo de Na*, a
hiperatividade do sistema nervoso simpatico, a alteracdo do transporte de ions da membrana e a
proliferagdo das células do musculo liso vascular, que promovem altera¢des no calibre dos vasos
(DeFronzo e Ferrannini, 1991). Além disso, disfuncdo arterial em humanos pode induzir
alteracOes arteriotrombaticas, como a proliferacdo do musculo liso vascular, a expressdo de
moléculas pro-inflamatorias e a trombose (Flammer e Lucher, 2010).

Animais com hiperinsulinemia e com RI geralmente possuem altos valores de lipidios sanguineos,
entre eles 0 VLDL e os triglicérides que possuem a¢do aterogénica. A aterogénese é uma condigdo
de reacdo do endotélio que promove aterosclerose. Essa é uma doenca inflamatdria cronica
multifatorial, que ocorre em resposta a lesdes do endotélio. A geragdo da placa aterosclerética
tem inicio ap0s a agressao ao endotélio vascular, pela acdo de lipoproteinas aterogénicas (LDL,
IDL, VLDL, remanescentes de quilomicrons) e pela hipertensao.

Essa lesdo aumenta a permeabilidade para as lipoproteinas plasmaticas, causando sua retencdo no
espaco sub-endotelial. O LDL estando no espaco sub-endotelial comeca a sofrer oxidacdo se
tornando imunogénico, estimulando a agregacgdo dos leucdcitos na superficie endotelial. Essas
moléculas de adesdo atraem os monacitos e os linfocitos, os monacitos migram até ao espago sub-
endotelial. No espaco sub-endotelial 0 mondcito se diferencia em macréfago, que acaba por
fagocitar as LDL oxidadas. Esses macrdfagos repletos de lipidios sdo denominados de células
espumosas e sdo o principal componente das estrias gordurosas, lesdes macroscépicas iniciais da
aterosclerose (Sposito et al., 2007).

A propria insulina tem efeitos aterogénicos ao estimular a sintese de varios fatores de crescimento.
Esse efeito ocorre pelo estimulo da proliferacdo celular do masculo liso da parede das artérias,
pelo aumento da sintese do colageno endotelial e pelo estimulo na formacéo e na dimunicdo da
regressdo das placas lipidicas (DeFronzo e Ferrannini, 1991).

Alguns mediadores inflamatérios estimulam a migracgdo e a proliferacdo das células musculares
lisa da camada média arterial, produzindo matriz celular que gerara a capa fibrosa da placa
aterosclerotica. Essa capa aterosclerdtica é formada por elementos celulares componentes da
matriz extracelular, possuindo ndcleo lipidico. A ruptura dessa capa libera material lipidico
altamente trombogénico, podendo levar a alteragdes clinicas da aterosclerose (Sposito et al.,
2007).

Existem evidéncias de que a disfuncdo endotelial pode predispor ao desenvolvimento de laminite

em equinos com SME. Também j& se observou que equinos obesos e com RI podem apresentar
hipertensdo (Bailey et al., 2008, Robertson et al., 2009, Katz e Bailey, 2012).
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Além da sua agdo aterogénica, a insulina pode promover vasodilata¢cdo ou vasoconstricdo na
parede endotelial. Em humanos saudaveis, a insulina se liga aos seus receptores no endotélio,
causando a fosforilacdo do substrato do RIns-1, através da via fosfoinositide-3-quinase, ativando
oxido nitrico sintase e promovendo vasodilatacdo (Venugopal et al., 2011).

Entretanto, também j& se verificou em camundongos com RI, que a insulina pode ativar as
proteino-quinases ativadas pelos mitdgenos gerados pela elevacdo da secrecdo do vasoconstritor
endotelina -1. Essa inibicdo pode promover desequilibrio, acarretando em quadros de
vasoconstri¢do. A vasoconstricdo foi observada em equinos, onde foi constatado a presenca da
proteino-quinases ativadas por mitdégenos nos vasos laminares do casco, sendo observado uma
maior vasoconstricdo das veias do que nas artérias laminares (Potenza et al., 2005, Peroni et al.,
2006, Venugopal et al., 2011).

Outra via de agdo indireta da RI no tecido endotelial seria pelo aumento relativo da concentragdo
da glicose plasmatica, expondo as células que ndo sdo insulino dependentes a glicose em excesso
(Cosentino e Luscher, 1998). As lesdes causadas por essa glicotoxicidade sdo mais testemunhadas
em tecidos endoteliais, favorecendo a hipertensdo e a aterosclerose.

Os AGES também podem estar envolvidos, causando estresse oxidativo. Os ROS causam a
diminuicdo da produg&o do 6xido nitrico, com uma elevagdo da producédo de endotelina e aumento
da atividade pré-coagulativa. Em decorréncia a esses fatores, observa-se aumento da
vasopasticidade, hipercoagulabilidade e interferéncia da perfusdo capilar com consequente
hipertensdo arterial (Hayden e Tyagi, 2003, Valgimigli et al., 2003, Rossdale, 2004).

5.2.METABOLISMO LIPIDICO

Os lipidios de maior importancia para o uso clinico e fisioldgico sdo os fosfolipidios, o colesterol,
as triglicérides e os acidos graxos. Os fosfolipidios sdo os constituintes basicos das membranas
celulares. O colesterol é o predecessor da vitamina D, dos horménios esteroidais e dos acidos
biliares, agindo também na ativacdo enzimatica. Os triglicérides possuem trés acidos graxos em
sua base ligados a uma molécula de glicerol e tém como fungdo o armazenamento de energia no
tecido adiposo e muscular. Os acidos graxos podem ser classificados dependendo do nimero de
ligacdes duplas entre seus atomos de carbono, podendo ser chamados de saturados quando néo as
possuem, de monoinsaturados quando possuem apenas uma ligagdo e polinsaturados quando
possuem mais de uma ligag&o (Sposito et al., 2007).

5.2.1. LIPOPROTEINAS

As lipoproteinas sdo responsaveis pela solubilizag&o e pelo transporte dos lipidios, podem possuir
diferencas em tamanho, densidade e composi¢do quimica, podendo ainda possuir diferencas em
suas acdes “in vivo” na oxidacao, glicagdo e dessializacdo, agindo no metabolismo lipidico e no
processo aterogénico. Segundo Correa e Correa (1985), as lipoproteinas séo esféricas, tendo como
sua composicdo lipidios neutros (triglicérides e ésteres de colesterol), fosfolipidios e colesterol
associados com apoproteinas (apos). O colesterol e os triglicerideos sdo encontrados no nicleo
das lipoproteinas, cobertos por uma camada de fosfolipidios, colesterol ndo esterificado e uma ou
mais apoproteinas especifica. (Champe e Harvey, 1996).
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Os tipos de apos conhecidos sdo A-l, A-11, A-4, B-48, B-100, C-I, C-II, C-1Il, D e E. Cada uma
possui uma funcdo especifica nas lipoproteinas, por exemplo, as apoliproteinas responsaveis pela
formacdo intracelular das particulas de lipoprotinas sdo as B-100 e B-48. Os apos responsaveis
pela ligacdo aos receptores das membranas sdo as B-100 e E, e as apos que possuem co-fatores
enzimaticos sdo as C-Il, C-111 e A-I (Lehninger et al., 1980, Sposito et al., 2007).

As lipoproteinas podem ser classificadas em quatro classes, separadas em dois grupos. O grupo
das que séo ricas em triglicérides, maiores e menos densas, € constituido de quilomicrons de
origem intestinal e as lipoproteinas de muito baixa densidade também denominadas de “very low
density lipoprotein” (VLDL) com origem hepatica. JA& 0 outro grupo é constituido por
lipoproteinas ricas em colesterol, como as lipoproteinas de baixa densidade “low density
lipoprotein” (LDL) e as lipoproteinas de alta densidade “high density lipoprotein” (HDL). As
albuminas néo participam do grupo das lipoproteinas, mas sdo incluidas como transportadoras de
acidos graxos no sangue (Stryer, 1996, Sposito et al., 2007).

5.2.2. METABOLISMO DAS LIPOPROTEINAS

A gordura é ingerida em sua maior por¢do como triglicérides. Apds a sua ingestao, as triglicérides
passam por um processo de hidrolise realizado pelas lipases pancredticas, sendo transformados
em 4acidos graxos livres, monoglicerideos e diglicerideos. Os sais biliares presentes na luz
intestinal emulsificam esses lipidios oriundos da dieta e da circulacdo hepética, dando origem as
micelas, facilitando assim seu transporte pela borda em escova do epitélio intestinal (Xavier et
al., 2013).

No interior do epitélio intestinal os lipidios, principalmente os &cidos graxos, sdo utilizados para
a producgdo dos quilomicrons, tendo em sua conformacdo as apos B-48 e B-100. Depois 0s
quilomicrons sdo secretados no sistema linfatico chegando ao sistema circulatério e entrando no
ducto torécico. No sistema circulatério, os quilomicrons sofrem hidrolise pela lipase lipoproteica,
enzima essa que se localiza na parede endotelial dos capilares do tecido adiposo e muscular. Esse
processo de hidrélise libera os acidos graxos, o glicerol core e o colesterol ndo esterificado na
superficie do endotélio. Os &cidos graxos sdo absorvidos pelas células musculares e adipdcitos,
sendo convertidos em tecido de armazenamento de triglicérides.

Os remanescentes dos quilomicrons e acidos graxos sdo absorvidos pelo figado e sdo utilizados
para a formagdo de VLDL (Xavier et al., 2013). O colesterol livre quando presente na via
intracelular ¢ esterificado por meio da enzima acil colesterol-acil transferase (ACAT), migrando
para a embrana celular. Na membrana celular, as VLDL fazem a troca das triglicérides pelos
ésteres de colesterol com as HDL e LDL, pela acdo da proteina de transferéncia de colesterol
esterificado ou “cholesterol ester transfer protein” (CETP).

Esse colesterol livre presente nas HDL sofre o processo de esterificacido pela acdo da lecitina-
colesterol-aciltransferase (LCAT), que possui como cofator a apo A-l. Isso é essencial para o
HDL, possibilitando sua estabilizagdo e transporte. A HDL também possui funcdo de protecdo do
leito vascular contra a aterogénese. Esse mecanismo ocorre pela remocéo de lipidios oxidativos
da LDL, pela inibi¢do das moléculas de adesdo e mondcitos no endotélio e pela estimulagdo da
liberacdo de d6xido nitrico (Olson, 1998).
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5.2.3. METABOLISMO DAS LIPOPROTEINAS NO FIGADO

O transporte dos lipidios por via hepética é realizado através das VLDL e LDL. As VLDL séo
proteinas ricas em triglicérides e contém a apo B-100 como sua apolipoproteina principal. As
VLDL sdo metabolizadas no figado, sendo necessario uma acéo da proteina de transferéncia de
triglicérides microssomal ou “microsomal triglyceride transfer protein” (MTP), levando oS
triglicérides até a apo B-100. Apo6s sua formacdo a VLDL é eliminada na circulacdo periférica,
sofrendo hidrdlise pela lipase lipoproteica, disponibilizando os &cidos graxos para que possam ser
utilizados como armazenamento pelo tecido adiposo ou servindo de fonte energética para o tecido
muscular. Os remanescentes das VLDLs sdo removidos pelo tecido hepatico ou sofrem uma
hidrélise continua até a formacao das LDLs, apds a perda da apo E, que possuem uma meia vida
longa no plasma (Xavier et al., 2013).

Aproximadamente 50% das VVLDL séo catabolizadas no figado e o restante e transformados em
LDL no plasma. A LDL possui pequena quantidade de triglicérides e € composta quase que por
completo em colesterol e apo B-100. Essa lipoproteina é removida no figado pelos receptores
B/E. A expressao desses receptores é o principal responsavel pelo nivel de colesterol plasmatico,
dependendo da acdo enzimatica de hidroxi-metil-glutaril (HMG) CoA redutase. A LDL é uma
fonte de colesterol, atendendo os requisitos extra-hepaticos para a sintese de membranas e
horménios esteroides (Grundy, 1996).

524. LDLeHDL

A LDL possui em sua composicdo um residuo de triglicérides, tendo o colesterol como seu
principal constituinte e a apo B-100. Elas sdo capturadas pelas células hepaticas e periféricas
através do receptor de LDL (LDL-R). No interior das células o colesterol livre resultante dos
LDLs sofre o processo de esterificacdo pela agdo da enzima acil-CoA:colesteril aciltransferase
(ACAT) (Xavier et al., 2013).

As HDL sdo formadas no tecido hepatico, no intestino e na circulagdo, possuindo em sua
composicao as apos A-l e A-11, e baixo contetdo lipidico. Ela é distribuida através da circulagdo
sanguinea e linfatica. As principais fungdes desta lipoproteina séo de coletar o colesterol livre das
membranas, esterificar e transportar esse colesterol de volta para o figado através dos receptores
SR-B1 presentes no tecido hepatico. A apo A-l é o cofator da enzima lecitina-
colesterolaciltransferase (LCAT). Essa enzima € responsavel pela esterificacdo do colesterol livre
originario das membranas celulares (Garcia e Oliveira, 1992).

A via de transporte do colesterol dos tecidos periféricos para o tecido hepatico é chamada de
transporte reverso do colesterol. A agdo do complexo “ATP binding cassete A1” (ABC-Al) tem
grande importancia neste processo, pois facilita a extragdo do colesterol das células, por meio das
HDLs. A HDL também tem outras a¢des que contribuem para a protecdo da parede vascular,
contra a aterogénese, através da remocao de lipidios oxidados da LDL, a inibicdo da fixacdo de
moléculas de adesdo dos mondcitos ao endotélio e pela estimulacdo da liberacdo de 6xido nitrico
(Xavier et al., 2013).

46



5.2.5. DISLIPIDEMIAS NA SME

Dislipidemia ¢ um distdrbio dos niveis de lipidios e lipoproteinas plasmaticas, podendo ser
denominadas de hiperlipidemia ou hiperlipoproteinemia. Essa anormalidade pode ser considerada
como um fator de risco para o desenvolvimento de doencas como a sindrome metabdlica e a
resisténcia a insulina (Xavier et al., 2013).

A obesidade em equinos pode ser associada ao aumento dos valores plasmaticos de insulina e
lipidios, e essa elevacao pode estar correlacionada ou sobre influéncia das citocinas circulatorias.
Tem sido observado em ratos que os lipidios plasmaticos alteram a expressdo da IL-6 e TNF
(Ajuwon e Spurlock, 2005, Treiber et al., 2006, Carter et al, 2009).

O aumento de lipideos circulantes nos equinos € uma resposta fisiolégica para mobilizar as
reservas energéticas das reservas de gordura presentes no organismo do animal. Os fatores
considerados como desencadeadores desse processo sdo quadros de estresse e falha na
manutenc¢do da homeostase energética. 1sso ocorre por meio de mecanismos como o0 aumento da
producdo de horménio corticotrépico, hormdnio do crescimento, catecolaminas, glicocorticoide
e glucagon. Tais alteracBes favorecem a supressdo da producgdo da insulina, tornando o animal
intolerante a glicose. Como consequéncia ocorrem a lip6lise, a glicogendlise e o catabolismo de
proteinas (Durham, 2008, McKenzie, 2011).

O acumulo de quilomicrons e de VLDL no plasma é considerado hipertrigliceridemia. Isso ocorre
como consequéncia & diminuig&o da hidrdlise dos triglicérides da VLDL pela lipase lipoproteica
ou pelo aumento de sua producédo. A hipercolesterolemia é o aumento das lipoproteinas ricas em
colesterol como a LDL no plasma, sendo resultado de doengas monogénicas como o defeito do
gene receptor de LDL ou no gene apo B-100 em humanos (Sposito et al., 2007).

Em equinos a hiperlipidemia cléssica é o aumento da concentracéo dos triglicérides plasmaticos
com valores até 500 mg/dL. Quadros clinicos de hiperlipidemia sdo comumente observados em
pdneis ou asininos que passaram por uma restricdo alimentar, quadros de prenhes, lactacdo ou
doencas que levam a anorexia (Schotman e Kroneman, 1969, Naylor, 1982).

Quando ocorre um fator ou a associacdo de varios fatores causadores de hiperlipidemia em
equinos, as triglicérides presentes no tecido adiposo sdo liberadas na circulagdo e metabolizadas
em &cidos graxos livres e glicerol, sendo liberados para a corrente sanguinea. Esses acidos graxos
livres e as lipoproteinas, originarias da conversdo dos acidos graxos livres, acabam ficando em
excesso na circulacdo, dificultando os mecanismos homeostaticos que regulam o metabolismo
energético.

Dentre os mecanismos homeostaticos afetados, observa-se a interferéncia nas a¢oes da insulina,
suprimindo a atividade do horménio sensivel a lipase (HSL). O resultado é o0 aumento da lip6lise
nos tecidos, que tem como consequéncia a piora no quadro de hipertrigliceridemia. Também pode
ocorrer acumulo dos acidos graxos livres e das lipoproteinas no tecido muscular e hepatico,
causando resisténcia a insulina. Este mecanismo tem como consequéncia a diminuicdo da
captacdo de glicose por esses tecidos, interferindo na gliconeogénese hepatica (Jeffcot e Field,
1985, McKenzie, 2011).

Em muitos estudos, em que as mensuragdes das concentracdes de lipidios plasmaticos foram
realizadas em equinos obesos, 0s valores de triglicérides e colesterol total ndo diferiram entre o
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grupo controle com o grupo de animais hiperinsulinémicos. Contudo, correlagdo positiva entre
concentragdes plasmaticas de insulina e triglicérides tem sido documentadas em equideos com
casos naturais de hiperlipidemia (Freestone et al., 1992, Forhead et al., 1994, Frank et al., 2006).

Frank et al. (2006) observaram elevacdes nos valores plasmpaticos de VLDL - triglicérides
(P=0,019), VLDL (P=0,012), HDL (P= 0,029) e AGNE (P=0,028) em equinos obesos com
resisténcia a insulina quando comparados ao grupo de animais ndo obesos.

Em humanos tem sido observada uma elevacdo dos AGNE na obesidade e no sedentarismo. Essa
elevacdo pode ser relacionada a saturacdo da capacidade de armazenamento de AGNE nos
adipdcitos e aos efeitos inibitorios da insulina na horménio-reposta da lipase. Dessa forma,
haveria aumento da concentracéo dos acidos graxos nos tecidos e acimulo dos diacilgliceréis nas
células. Tal fenbmeno pode ser denominado como lipotoxidade e ocorre porque os lipidios
presentes no meio intracelular irdo exercer efeito na sinalizacdo dos receptores de insulina nos
midcitos ou nas células f do pancreas (Boden e Laakso, 2004, Frank et al., 2006).

O aumento da concentragdo de VLDL em equinos tem sido associada & privagdo de alimentacéo
e hiperlipidemia em animais que apresentaram elevacdo dos valores plasmaticos de AGNE. A
elevacdo de VLDL pode ser uma resposta & uma maior absor¢do de acidos graxos pelo figado,
aumentando a disponibilidade de triglicérides para a sintese do VLDL (Watson et al., 1992, Frank
etal., 2006). Altas concentracfes e HDL em equinos obesos tem sido associadas a maior atividade
da lipase lipoproteica, enzima responsavel pela transferéncia do colesterol da VLDL em excesso
para o HDL (Watson et al., 1993, Geelen et al., 2001).

6. LAMINITE EM EQUINOS

A laminite & a mais grave doenga observada no casco dos equinos, sendo responsavel por
alteracbes anatbmicas e fisiologicas que promovem perda da funcdo. Em um estudo
epidemioldgico realizado no Reino Unido, foi observado que a prevaléncia de laminite é de 0,5
caso/100 equinos/ano, sendo mais observada nos dois membros toracicos (Wylie et al., 2013).

Existem evidéncias de que 0s equinos ja apresentavam lesdes caracteristicas da laminite a milhdes
de anos antes de serem domesticados, sendo observadas alteragdes sugestivas de laminite cronica
em até 75,25% dos fdsseis estudados. Entre esses animais foram constadadas lesdes consistentes
de laminite crénica severa em 6,08%. As lesbes mais observadas foram rugosidade dos sitios de
fixacdo tendineas e do tecido laminar, com proliferacdo e alargamento vascular anormal, com
cerca de um terco das falanges distais analisadas com considerdvel remodelacdo dssea (Wallett,
2013).

A laminite pode ser definida como o enfraquecimento ou a falha da ligagdo entre a falange distal
com a parede interna do casco. Isso comumente ocorre pelo dano da arquitetura do tecido lamelar
da parede interna do casco, que tem como funcéo fixar a falange distal na superficie interna da
capsula do casco. Nessa situacdo a massa corpOrea do animal e as forgcas originadas pela
locomogdo deslocam a terceira falange no sentido distal, danificando o corio da sola. Também,
pela agdo do tendao flexor profundo, a falange distal rotaciona em torno de seu eixo lateromedial
(transverso), fazendo com o que a pin¢a da falange migre em direcdo a sola e que 0 processo
extensor migre em direcdo a borda coronaria dorsal. O animal com laminite apresenta um quadro
de dor de grande magnitude e sinais de claudicacédo caracteristicos dessa afec¢do (Pollitt, 2008).
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O enfraquencimento dessa conexdo tem sido relacionada a lesdo da membrana basal e & perda de
seus hemidesmossomos, comprometendo a unido entre a lamina densa da membrana basal com
as celulas epidérmicas. A membrana basal estd localizada entre as laminas dérmicas e
epidérmicas, fixando a falange distal a parede do casco (Pollitt e Daradka, 1998, French e Pollitt,
2004). A membrana basal é um componente da matriz extracelular (MEC) que liga o tecido
dérmico da falange distal com as células epidérmicas basais da parede do casco. A membrana
basal é uma estrutura complexa composta de colagenos tipo IV e VII, glicoproteinas como a
laminina, que formam filamentos de ancoragem que juntamente com 0s hemidesmossomos,
auxiliam na aderéncia da membrana basal com as células epidérmicas basais (Pollitt, 1996).

As metaloproteinases da matriz (MMPs) formam a familia de proteinases dependentes de zinco,
envolvidas na degradacdo fisioldgica e patologica da matriz extracelular (Mignatti e Rifkin,
1993). As MMP2 (gelatinase A) e MMP9 (gelatinase B) sdo capazes de degradar o colageno tipo
IV, um dos principais constituintes da membrana basal lamelar do casco (SATO et al., 1994).
Kyaw-Tanner e Pollitt (2004) observaram grande quantidade de MMP-2 e MMP-9 nos tecidos
lamelares de equinos acometidos por laminite. Giannelli et al. (1997) constataram que
componentes da membrana basal, como a laminina, sdo substratos para os MMPs.

Existem diversas teorias que tentam elucidar a etiopatogenia da laminite em equinos, a
enzimatica, a vascular, a trombogénica, a inflamatéria e a metabdlica. Entretanto fica claro que
existe uma relagdo entre essas teorias, demonstrando que essa afeccao pode possuir caracteristica
multifatorial (HOOD, 1999, Johnson, 2002, Moore, Belknap, 2009, Laskoski, 2009).

A teoria enzimatica é baseada na degradacgdo do colageno presente no tecido laminar, apds uma
acdo exacerbada das MMPs. O estimulo de sua acdo exarcebada pode ser explicado apds a agdo
de enzimas bacterianas absorvidas no sistema digestorio e também pela acdo de citocinas
inflamatdrias originarias de processos inflamatérios sistémicos como o fator de necrose tumoral
alfa (TNF — o). Entre as toxinas bacterianas responsaveis pela ativagdo dos MMPs pode-se citar
as exotoxinas orignarias dos Streptococos, principalmente a Streptococcus bovis, presentes no
sistema digestdrio dos equinos. As MMPs também podem ser liberadas pelos leucécitos que
migraram para os tecidos laminares (Pollitt, 1996, Han et al., 2000; Han et al., 2001, Belknap et
al., 2007).

A teoria vascular é baseada na hip6tese de que a vasoconstricao digital e a criacdo de anastomoses
arteriovenosas no tecido venoso do casco podem acarretar les6es do tecido laminar por meio da
estase sanguinea, resultando assim em edema do tecido e por fim em necrose. Existem evidéncias
de que a vasodilatagdo é observada no inicio dos quadros de laminite experimental por um periodo
de 12 a 40 horas ap6s a sobrecarga de carboidrato, contrastando com a teoria vascular. Mas o que
tem sido observado é que a vasoconstricdo estd presente apos o envolvimento de mediadores
inflamatdrios sistémico devido & agdo da citocinas e também em quadros da laminite metabdlica
através da agdo da insulina sobre o ¢xido nitrico, demonstrando que a laminite possui
caracteristicas multifatoriais (Noschaka et al., 2009, Bailey et al., 2008, Allen et al., 1990; Keen
et al., 2008).

A teoria trombogénica é baseada na acdo da agregacdo e adesdo plaquetaria sobre o endotélio
integro, associada a equinos apds quadros de abdémen agudo. Foi observado a formagédo de
microtrombos na parede dos vasos presentes no tecido laminar do casco em animais com laminite
com reducéo do fluxo sanguineo para o casco (Weiss et al., 1995).
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A teoria inflamatoria é fundamentada na acéo de citocinas inflamatorias, espécies reativas de
oxigénio e infiltracdo leucocitaria no tecido. O processo inflamatério sistémico pode ser
decorrente de um processo infeccioso, por acdo de endotoxinas ou pela injuria do tecido ap6s um
quadro de sindrome c6lica por exemplo (Hurley et al., 2006, Loftus et al., 2009, Noschka et al.,
2009, Faleiros et al., 2009). Ap6s o inicio do processo inflamatério ocorre a liberacdo de
mediadores inflamatdrios que vao atuar na estrutura de proteinas e carboidratos promovendo
quadro de estresse oxidativo (Halliwell, 1989, Campos e Yoshida, 2004).

A teoria endocrinometabdlica tenta explicar a laminite associada a problemas endocrinolégicos e
metabolicos como a DPPI, a SME e a administracdo de glicocorticéides. A laminite originaria
dessas sindromes pode ser chamada de laminite endocrinopética. Todas essas alteracdes sdo
associadas com disturbio da regulacéo da insulina com a glicose (McGowan, 2010). Tem sido
observada disfun¢es enddcrinas em 90% dos cavalos que desenvolveram laminite primaria
(Donaldson et al., 2004, Karikoski et al., 2011). Os mecanismos envolvidos nessa teoria estéo
detalhados mais adiante.

De modo geral, os principais fatores de risco que um equino pode apresentar para desenvolver
essa afeccdo sdo peso, idade, escore corporal (> 6), tipo de atividade fisica e 0 uso de analgésicos
(Orsini, et al., 2013). Entretanto, com relacéo a laminite endocrinopatica, devem ser considerados
a concentragdo plasmatica de triglicérides acima de 570 mg/l, os valores de sensibilidade a
insulina através do proxie RISQI < 0,32 mu/I®5 e MIRG > 5,6 Mpinsutin 2/[10-1-MJgiucose]), Valor
de insulina plasmatica > 32 my/l, a concentracdo plasmatica de leptina > 73 ng/ml, escores de
deposicdo de gordura na crista do pescogo > 4 (Carter et al., 2009, Borer et atl., 2012a, Borer et
al., 2012b).

6.1.LAMINITE ENDOCRINOATICA EM EQUINOS

Laminite endocrinopatica pode ser definida como a laminite que possui como agente causadoras
influéncias hormonais associadas a processos inflamatérios e alteracGes intestinais (McGowan,
2010). Existem duas condicdes que podem desencadear esse tipo de laminite:

1. Glicocorticoides: originariso da Disfuncdo da Pituitaria Pars Intermédia (DPPI) ou por
origem iatrogénica;

2. Resisténciaa insulina: originaria da Sindrome Metabdlica Equina ou por meio da laminite
associada a graminea.

6.1.1. LAMINITE ASSOCIADA AOS GLICOCORTICOIDES

Os quadros de laminite de origem iatrogénica causados pela administracdo de glicocorticoides
podem ser atribuidos a capacidade dos corticosteroides de induzir resisténcia a insulina. Uma
Unica dose de triancinolona (0,05 mg/kg) pode induzir um quadro de hiperglicemia por um
periodo de até 3 dias e uma dose elevada de 0,2 mg/kg pode levar a hiperglicemia e
hiperinsulinemia por até 6 dias. O mesmo pode ser observado quando administrados
dexametasona durante 3 semanas na dose de 0,08 mg/kg/48horas (Jornson et al., 2004, French e
Pollitt, 2000, Tiley, Geor, 2008).
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A DPPI é uma consequéncia da hiperplasia ou de uma neoplasia da “pars intermedia”. O fator
determinante para desenvolvimento de laminite em equinos com DPPI é o hiperadrenocorticismo,
com a producdo e secre¢cdo em excesso da adrenocorticotropina (ACTH), interferindo na resposta
da insulina e promovendo hiperinsulinemia e resisténcia a insulina. Essa alteracdo da resposta da
insulina é decorrente ao excesso da a¢do do cortisol (McGowan et al., 2004, McGowan, Neiger
2003). O ACTH estimula a secrecéo de cortisol das glandulas supra-renais (Schott, 2002, Miller
etal., 2008).

A DPPI é uma afeccdo comum em equinos idosos, podendo afetar até 15% dos animais com 15
anos ou mais de vida. As chances desses animais desenvolverem DPPI aumenta em 20% para
cada 1 ano a mais de vida. Entre esses animais que apresentam a DPPI, a chance de desenvolver
laminite pode ser entre 50 a 80%, com uma correlacdo alta com o ACTH elevado (Schottet al.,
2001, Donaldson et al., 2004, McGowan et al., 2007, Tadros e Frank 2013).

O hiperadrenocorticismo pode induzir alteragdes vasculares. Em humanos, é relatado reducéo da
vasodilatacdo da artéria braquial e remodelacao hipertrofica das artérias nos tecidos subcutaneos.
Esta informag&o, quando extrapolada para os equinos, pode representar deficiéncia na irrigacéo
lamelar e redugdo na capacidade de regeneragdo (Rizzoni et al., 2009, Baykan et al., 2007).
Alterages no comprimento de laminas primarias e secundérias tem sido relatada em equinos com
hiperadrenocorticismo.

6.1.2. LAMINITE ASSOCIADA A SME

Atualmente ja esta confirmado que a insulina com valores supra fisiol6gicos por um periodo de
48 a 72 horas pode promover laminite em equinos saudaveis. Quando a insulina se encontra dentro
de seus valores fisioldgicos, preferencialmente, se liga aos receptores de insulina (RIns). No
entanto, quando as concentracfes de insulina estdo elevadas, essa pode se ligar aos receptores do
fator de crescimento da insulina também denominado como “insulin-like growth fator — 1
receptor” (IGF-1R) e/ou no receptor hibrido do RI/IGF -1R. Quanto maior a concentragdo da
insulina, menos especifica ela fica podendo ativar maltiplos receptores. Acredita-se que esse é
um mecanismo implicito para o desenvolvimento da laminite endocrinopatica (Asplin et al, 2007,
Laat et al., 2010, Laat et al., 2013).

Sabe-se que a insulina possui alta afinidade por seus dois receptores de insulina, tanto o RIns-A
e RIns-B. Por outro lado, possui baixa afinidade com o receptor de IGF-1. O receptor hibrido-B
possui afinidade somente com o IGF-1 enquanto o receptor hibrido-A possui alta afinidade com
0 IGF -1 e IGF-2 e baixa afinidade com a insulina (Belfiore et al., 2009).

O receptor de insulina B (RIns-B) € considerado o mediador primario, ele é responsavel pelas
atividades metabdlicas da insulina. Ja o receptor de insulina A (RIns — A) é responsavel por sua
acdo mitogénica e por fungbes anti-apoptdticas (Frasca et al., 1999, Denley et al., 2003). Os
receptores do IGF-1 e os receptores hibridos sdo responsaveis por uma série de respostas
bioldgicas, dentre elas o estimulo do crescimento celular, a adesdo celular, a proliferacdo, a
diferenciagéo celular e a apoptose (Chitnis et al., 2008).

A insulina tem ac¢do de diminuir a expressao de seu receptor através de uma resposta negativa
com a concentracao da glicose, com o intuito de regular sua absorcao. Por meio desse mecanismo,
a diminuicdo da expressdo dos RIns tem sido observada em animais que apresentam
hiperinsulinemia e resisténcia a insulina. Em contrapartida, a elevacdo dos valores de insulina em
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conjunto com a obesidade com uma dieta rica em &cidos graxos nao esterificados elevam a
expressdo dos receptores de IGF-1. Também tem sido observado que animais com elevagdo dos
valores de insulina plasmatica apresentam um maior valor de IGF-1 livre circulante, podendo
sugerir alteracdo das fungBes metabdlicas da insulina com a glicose (Marshall et al., 1984,
Kellerer et al., 1993, Hursting, 2014, Chi et al., 2000, Boucher et al., 2010, Burns et al., 2013).

Como ja foi demonstrado no tecido lamelar dos equinos, existe grande quantidade de receptores
para IGF-1, insulina tipo A e receptores hibridos. Em tese, quando equinos apresentam
hiperinsulinemia, a insulina em altas concentracGes pode estimular os fatores de crescimento,
aumentar a adesdo celular em detrimento de suas a¢Ges metabdlicas, tornando assim um fator
ativador do processo da laminite (Kullmann et al., 2016).

Durante a fase de desenvolvimento da laminite induzida por insulina, observa-se proliferacdo das
células do tecido laminar, que praticamente inexiste em animais saudaveis. Essa proliferacdo em
excesso das células basais do tecido laminar secundario do casco pode enfraquecer o aparato de
sustentacdo lamelar, podendo desencadear o desenvolvimento da laminite endocrinopatica (Laat
et al, 2013, Daradka e Pollitt, 2004).

Além da acdo em cima de receptores para fatores de crescimento, outros mecanismos tém sido
postulados como importantes na laminite endocrinopéatica. Um deles se baseia no fato do tecido
adiposo poder secretar citocinas inflamatérias no sistema circulatério dos equinos, como o TNF
— a, adipocina e leptina, promovendo um estado inflamatério persistente. Essa situacdo pode
contribuir para o desenvolvimento de laminite nos animais obesos.

Por outro lado, sabe-se que um longo periodo de hiperinsulinemia pode resultar em importantes
disfungdes hemodindmicas. A insulina possui propriedades vaso reguladoras, pois estimula a
sintese de Oxido nitrico (NO) pelas células endoteliais, promovendo vasodilatacdo. No entanto, a
insulina também promove vasoconstrigdo, por meio da sintese da endotelina 1 (ET-1) e pela
ativacao do sistema simpatico (Muniyappa et al., 2007).

Em condigdes normais as a¢bes opostas do NO (vasodilatagdo) e da ET-1 (vasoconstri¢do) estéo
equilibradas devido as duas vias de sinalizacdo da cascata da insulina. O receptor de insulina
estimula as duas diferentes vias de sinalizacdo no interior do endotélio vascular. O NO é secretado
guando a via fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K) é ativada e a ET-1 é ativada quando a via da
proteina quinase mitogénica é ativada (MAPK) (Muniyappa et al., 2008).

Quando o equino apresenta RI, a via PI3K ¢ interrompida, comprometendo a capacidade de
vasodilatagdo do animal, enquanto que a via MAPK permanece totalmente funcional. O resultado
final é a predominancia da vasoconstricdo. J& quando o animal esta com hiperinsulinemia
compensatoria em resposta a R, a via de sinalizacdo de MAPK é estimulada, aumentando a
sintese de ET-1 (Kim et al., 2006). Desta forma, animais com RI crbnica podem ser mais
propensos a desenvolver laminite também por meio de vasoconstri¢do (Tadros e Frank, 2013).
Ainda mais sabendo-se que a vasoconstricdo contribui também com a ativacdo plaquetaria e a
adesdo leucocitéaria (Bailey et al., 2004, Kim et al., 2006, Eades et al., 2007, Milinovich et al.,
2010, Eades, 2010).

Tais alteragdes poderiam promover hipdxia lamelar, super-ativacdo de pré-enzimas

metalopoteinases e finalizando com uma lesdo no tecido laminar do casco. Carter et al. (2010)
observaram a expressdo de 17 proteinas lamelares diferentes do grupo controle em equinos que

52



passaram pelo tratamento prolongado de clamp euglicémico hiperinsulinémico. A diferenca na
expressao dessas proteinas é indicativa que esta ocorrendo um aumento da translocagéo, resposta
imune, estresse oxidativo, proliferacdo celular e diminuicdo da modificacdo da pos-transducdo e
estruturacao das proteinas das células de adesdo (Baron, 2002, Asplin et al., 2007).

Por outro lado, Asplin et al (2007) e Laat el al (2010) observaram que, ap6s a inducdo de
hiperinsulinemia, os equinos apresentaram sinais de laminite com grau 2 de Obel aumento da
temperatura da parede do casco. Tais fatos indicam que ocorreu uma vasodilatagdo no tecido
laminar do casco, sugerindo que a laminite foi induzida por meio do mecanismo de vasodilatacao,
podendo significar que a vasodilatacdo induzida pela hiperinsulinemia superaria a vasoconstri¢ao
causada pela resisténcia a insulina.

Laat (2010) e colaboradores teorizaram que a vasodilatacdo poderia desencadear um quadro de
laminite por meio do aumento do fornecimento de glicose para os tecidos, promovendo a
glicotoxicidade local do casco, causando a formagdo de produtos finais da glicacdo que podem
danificar os tecidos (Yamagishi, 2009).

O tecido do casco ndo é insulino dependente, ndo necessitando de insulina para aproveitar a
glicose. No casco ocorrem os receptores GLUT-1 como cadeias transportadoras de glicose,
demonstrando que a diminuicdo da captagdo de glicose pelo casco é uma causa improvavel para
o desenvolvimento da laminite. J& 0 aumento da capacidade de captar a glicose é uma alternativa
para a elucidacdo para a patologia desta afeccao (Clark et al., 2003, Asplin et al., 2007).

Corroborando essa teoria, estudos em humanos demonstraram que a vasodilatacdo e intimamente
associada ao metabolismo da glicose, sendo possivel que a captagdo de glicose através do GLUT-
1 no tecido laminar esteja aumentada em animais com hiperinsulinemia. Isso ocorre devido ao
aumento da perfusdo vascular, resultando na patologia laminar causada por glicotoxicidade. Em
humanos diabéticos observa-se um aumento da endoteliopatia glicotoxica através dos AGEs e
pela liberacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), que prejudica a defesa antioxidante e
ocasiona uma disfung@o microvascular (Asplin et al., 2007; Clark et al., 2003; Mather et al, 2000;
Yuan et al., 2007; Uemura et al., 2001).

A acdo da glicotoxicidade em pacientes com Rl pode ocasionar alteragbes vasculares, em
decorréncia da atividade pro-coagulante e pelo dano oxidativo do endotélio, tendo como
consequéncia danos vasculares, isquémia e efeitos pré-inflamatdrios que podem estimular a agdo
das metaloproteinases (McGowan et al., 2007).

A glicotoxicidade é mediada pela proteina glicosilada, originando os AGEs. Os AGEs sdo
formadas através das reacBes ndo enzimaticas irreversiveis (reacdo de Maillard) entre os
carboidratos, proteinas, lipidios ou &cidos nucleicos, formando grupos de aminas livres (Singh et
al., 2001). O acumulo dos AGEs pode modular as fungdes celulares, causando o aumento da
sinalizacdo da transducgdo dos receptores conhecidos como RAGE (Bucciarelli et al., 2002). A
ligacdo dos AGES com os receptores RAGE estimula a migracdo de citocinas pro6 inflamatdrias
e desencadeia o0 estresse oxidativo, trombose e 0 aumento da expressdo de varias proteinas de
matriz extracelular (MEC) como o colageno e a laminina. Assim, a acdo dos AGES também
poderia ser relevante no desenvolvimento cronico da laminite endocrinopética (Brownlee, 1992,
Simm et al., 2004, Gawlowski et al., 2009, Sick et al., 2010).
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Por fim, outra proposta para a fisiopatologia da laminite endocrinopatica seria pelo excesso de
peso desses animais, promovendo sobrecarga na interface dermo-epidérmico (Tadros e Frank,
2013). Entretanto, o mais provavel é que ocorram as alteracdes observadas em todas as teorias
acima citadas em conjunto, demonstrando que a patofisiologia da laminite endocrinopatica possui
natureza complexa e multifatorial.

6.1.3. ALTERACOES DA ARQUITETURA LAMELAR DO CASCO COM
LAMINITE ENDOCRINOPATICA

As alteracGes no tecido lamelar priméario e secundario descritas em equinos com laminite
endocrinopatica associada a hiperinsulinemia ndo apresentam lesdes extensas na membrana basal
(MB), nesses casos ndp ha desintegracdo generalizada da membrana basal. E ocorre minima
infiltracdo de neutrdfilos, se diferenciando das alteragdes histopatoldgicas observadas nos casos
de laminite de origem inflamatéria (Pollitt, 1996, Asplin et al., 2010, Karikoski et al., 2014).

As lesbes microscopicas observadas nos animais com laminite endocrinopatica cronica séo
localizadas predominantemente na porcéo abaxial do tecido lamelar primario, sendo observadas
fusdo lamelar, hiperplasia epidérmica, disqueratose e apoptose. Também foi observada separacdo
lamelar (ndo exclusiva da MB). Em quadros com caracteristicas agudas, na porcao axial o tecido
epidérmico lamelar apresentou formatos afilado, alongados e aumento da apoptose. Também foi
observado aumento da atividade mitética na fase aguda em modelos experimentais de
hiperinsulinemia (Asplin et al., 2010, Laat et al., 2011, Karikoski et al., 2015).

A severidade das lesbes observadas em casos naturais ndo foi correlacionada com a duragdo da
laminite. Os achados sugerem que a fase pré-clinica de desenvolvimento da lesdo pode ser
demonstrada pelos anéis de crescimento divergentes nos cascos, que foram observados antes do
inicio da claudicacao (Karikoski et al., 2015).
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