Leonardo Rodrigues de Lima

REPARIXINA, UM ANTAGONISTA DE CXCR1 E CXCR2, NA LAMINITE
EXPERIMENTAL DE EQUINOS

Belo Horizonte

Tese apresentada ao Programa de Pos-
Graduag@o em Ciéncia Animal da Escola de
Veterindria da UFMG como requisito parcial
para obten¢do do titulo de Doutor na area de
concentracao Medicina e Cirurgia
Veterindria.

Orientador: Prof. Rafael Resende Faleiros.

Escola de Veterinaria da UFMG

2013






Tese defendida e aprovada em 01 de abril de 2013, pela Comissdao Examinadora constituida por:

Prof. Rafael Resende Faleiros (Orientador)

Professora Adriana Helena de Souza

Professora Eliane Gongalves de Melo

Professor Mauro Martins Teixeira

Professor Carlos Augusto Aratjo Valadao



DEDICATORIA

Dedico essa obra a minha familia: Primeiro aos meus pais por que me deram tudo que eu
precisei para chegar até aqui. Aos meus irmaos Ricardo, Eduardo e Carolina pelo amor que nos
mantem unidos. A minha querida esposa Helen por me apoiar sempre e manter a retaguarda
enquanto avancamos juntos. Aos meus amados filhos Enzo e Luca por se tornarem a razado de
seguir progredindo.



AGRADECIMENTOS
A Deus por me inspirar e me dar os instrumentos materiais e intelectuais necessarios.
Ao meu Orientador Professor Rafael Resende Faleiros pelo carinho e sabedoria com que conduz
seus orientados. Pelo exemplo de responsabilidade cientifica e, sobretudo de conduta humana.

Minha eterna gratidao.

A minha colega de Doutorado e amiga Heloisa Mendes Falcao que me ajudou
incondicionalmente e sem seu apoio nada seria possivel.

Ao Professor e co-orientador Geraldo Eleno Silveira Alves por me trazer a essa escola e abrir
essa inestimavel oportunidade.

Ao professor Fernando Queiroz de Almeida pela sua valorosa contribuicdo na pré-defesa desse
trabalho.

Ao professor Fernando Antonio Bretas Viana pelos preciosos ensinamentos na oftalmologia
veterinaria.

A professora Fabiola de Oliveira Paes Leme por nos ceder os servigos do Laboratorio de
Patologia Clinica, além de sua contribui¢do para minha qualificagdo.

Ao professor Frederico Soriani pela sua importante contribui¢do com as analises de PCR e com
minha qualificacao.

Ao professor Roberto Mauricio Carvalho Guedes pela sua participagao na qualificacao.
Ao professor Mauro Martins Teixeira pelo compartilhamento do farmaco usado nesse trabalho.

Aos colegas de pos-graduagdo Bruno Zambelli, Ingrid Rios Lima, Bruno Andrade, Fabiane
Cassou, Ramon Aranzales, pelos ensinamentos compartilhados e pela amizade.

Aos colegas Leandro Meirelles, Joana Volpe, Jessica F. Magalhdes, Ludmila Markowitz e
Carolina B. Cavalcanti pela preciosa ajuda durante o experimento.

Aos amigos Juarez e Pitdgoras da Fazenda Escola de Pedro Leopoldo, por sua solicitude e apoio
com os animais do experimento. Aos funcionarios Luiz, Carlos e Tido pelo apoio aos meus
trabalhos.

A equipe do Hospital Veterinario Estrada Real por garantirem nosso sustento enquanto nos
dedicamos a esse trabalho. Obrigado Helen, Taciana, Vivian, Polyana, Leandro, Joana, Willane,
Sheila, Vanesca, Rosangela e Haroldo. A todos os funcionarios e estagiarios que contribuem
com nosso trabalho.

Aos zelosos Irmaos espirituais que me orientam silenciosamente a caminho do progresso.

Aos animais experimentais. Sem saber de onde vieram ou mesmo seus nomes, me lembrarei
sempre de cada um e de suas dores, na esperanga que seus sofrimentos ndo tenham sido em vao.



SUMARIO

CAPITULO 1.

CAPITULO 2

CAPITULO 3

CAPITULO 4

Laminite equina: revis@o de literatura
Introdugao

Microestrutura lamelar

Eventos microestruturais na laminite
Fisiopatologia da laminite

Eventos vasculares

Eventos enzimaticos

Eventos metabdlicos

Eventos inflamatorios

Quimiocinas

Quimiocinas cxc e laminite
Antagonismo de cxcrl/2 como alvo terapéutico
Inducao experimental de laminite
Referéncias

Sinais clinicos e hematologicos de equinos submetidos ao modelo
de laminite induzida por oligofructose, tratados ou ndo com um
agente antagonista de receptores CXCR1/2

Resumo

Abstract
Introdugao
Material e Métodos
Resultados
Discussdo
Conclusdo
Referéncias

Alteragdes histologicas e imunohistoquimicas das lamelas do casco de
equinos submetidos a0 modelo de laminite induzida por oligofrutose,
tratados ou ndo com um agente antagonista de receptores CXCR1/2
Resumo

Abstract

Introdugao

Material e Métodos

Resultados

Discussao

Conclusao

Referéncias

Efeitos de um agente antagonista de receptores CXCR1 e CXCR2 sobre a
expressao de IL1-beta, IL-6 e CXCLI nas lamelas do casco de equinos
submetidos ao modelo de laminite por oligofrutose

Resumo

Abstract

Introdugao

Material e Métodos

11
11
11
12
13
14
14
15
16
18
19
20
21
22

29

29
29
30
31
32
35
37
37

41

41
41
42
43
45
47
49
50

52

52
52
53
54



Resultados 56
Discussdo 56
Conclusao 57
Referéncias 58
CONSIDERACOES FINAIS 62
LISTA DE FIGURAS
CAPITULO 1 Figura 1- Parte interna da parede do casco demonstrando as lamelas 12
epidermais primarias (PEL) e as lamelas epidermais secundarias (SEL)
(Pollit 2007b).
Figura 2- Fotomicrografia de corte histologico das lamelas epidérmicas 12
secundarias (SEL) normais demonstrando a membrana basal marcada em
magenta.
Figura 3- Fotomicrografia das lamelas secundarias demonstrando 13
alteracdes histologicas de grau 1.
Figura 4- Fotomicrografia das lamelas secundéarias demonstrando 13
alteracdes histoldgicas de grau 2.
Figura 5 - Fotomicrografia das lamelas secundarias demonstrando 13
alteracdes histologicas de grau 3.
Figura 6- Estrutura quimica da reparixina. 20
CAPITULO 2 Figura 1. Variacdo na frequéncia cardiaca em equinos com laminite 32
induzida por oligofrutose.
Figura 2. Variacdo na temperatura retal em equinos com laminite induzida 33
por oligofrutose .
Fig 3. Variacdo no grau de claudicacdo segundo Obel (1948) em equinos 33
com laminite induzida por oligofrutose
Fig 4. Varia¢do na leucometria em equinos com laminite induzida por 33
oligofrutose
Figura 5. Varia¢do no hematdcrito em equinos com laminite induzida por 33
oligofrutose.
Figura 6. Variagdo na contagem de hemadcias totais e concentracdo de 34
hemoglobina em equinos com laminite induzida por oligofrutose.
Figura 6. Variagdo nos niveis de glicose em equinos com laminite 34
induzida por oligofrutose .
Figura 7. Variagao nos niveis de creatinina e uréia em equinos com 34
laminite induzida por oligofrutose.
Figura 8. Variacdo nos niveis de ALT e Bilirrubina em equinos com 35
laminite induzida por oligofrutose.
CAPITULO 3 Figura 1- Remogio do extrato corneo com furadeira e broca para obtengio 44
de biodpsia do casco.
Figura 2- Uso do Punch acoplado a furadeira para remocdo do tecido 44
lamelar.
Figura 3- Intensa hemorragia ap6s a remog¢do das amostras de tecido 45
lamelar.
Figura 4- Remogdo da amostra de tecido lamelar obtidas através do uso de 45



punch acoplado a uma furadeira.

Figura 5- Amostras de tecido lamelar obtidas através do uso de punch 46
acoplado a uma furadeira.

Figura 6 - Escore de alteragdes histologicas no tecido lamelar em equinos 46
com laminite induzida por oligofrutose (10g/kg) e tratados ou ndo com
reparixina .

Figura 7 — Fotomicrografia de lamela secundaria apresentando escore 1. 46
Figura 8 — Fotomicrografia de lamela secundaria apresentando escore 3 46
Figura 9- Escore de Calprotectina como marcador de lesdo das células 47
epiteliais no tecido lamelar em equinos com laminite induzida por
oligofrutose (10g/kg) (p<0,05).

Figura 10- Escore 0 de Calprotectina no tecido lamelar em equinos com 47
laminite induzida por oligofrutose (10g/kg)

Figura 11- Escore 3 de Calprotectina no tecido lamelar em equinos com 47
laminite induzida por oligofrutose (10g/kg)

CAPITULO 4  Figura 1 —Expressdo de IL-1B no tecido lamelar em equinos com laminite 56
induzida por oligofrutose (10g/kg) e tratados (T) ou ndo (NT) com
reparixina.

Figura 2- Expressao de IL-6 no tecido lamelar em equinos com laminite 56
induzida por oligofrutose (10g/kg) e tratados (T) ou ndo (NT) com
reparixina.

LISTA DE TABELAS

CAPITULO 3 Tabela 1. Escores de lesdes microscopicas em amostras de tecido lamelar 44
coradas com PAS

CAPITULO 4 Tabela 1 — Sequéncias de primers utilizados para PCR em tempo real 55

LISTA DE ABREVIATURAS

CXCR1 Receptor 1 para quimiocinas da familia CXC ERL +

CXCR2 Receptores 2 para quimiocinas da familia CXC ERL +

IL- 1B Interleucina 1

IL- 6 Interleucina 6

IL-8 Interleucina 8

CXCL1 Fator estimulador do crescimento de melanoma 1

SEL Lamela epidérmica secundaria

PEL Lamela epidérmica primaria

SDL Lamela dérmica secundaria

ALT Alamino transferase

AST Aspartato transferase

GGT Gama glutamil transferase

FA Fosfatase alcalina

T Tratados

NT Nao tratados

PAS Coloracao histologica de “Periodic Acid Schiff”



RT-PCR
¢VMIB
MMP
ADAMTS-4
SME
GLUT-H4
TNF-a
SIRS
BWE
PAMP
DAMP
ECM
ERL+
ELR-
CXC
CXCL5
CXCL6
CXCL7
CXCL2
CXCL3
CXCL9
CXCL10
CXCL11
CXCL13
GPCR
GTP
mRNA
MMP-9
I/R

LPS
g/Kg p.v
pm
EDTA
G

°C

VG

CK

rpm

P

mg/kg
CXC ERL+
CETEA
UFMG
n

T

v
MODS
PO

PCR

Real time polimarese chain reaction

Membrana basal

metaloproteinase

a disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin motifs tipo 4
Sindrome metabolica equina

Transportador de glicose dependente de insulina
Fator de Necrose de Tumoral Alfa

Sindrome da resposta inflamatdria sistémica
Black Walnut Extract — extrato de nogueira preta
Padrdes Moleculares Associados a Patogenos
Padrdes Moleculares Associados a Danos Teciduais
Matriz Extracelular

tripéptido Glutamina-Leucina-Arginina positivo
tripéptido Glutamina-Leucina-Arginina negativo
Familia de quimiocina CXC

Proteina epitelial ativadora de neutro6filos 5
Peptideo 2 quimiotaxico de granuldcitos
Proteina epitelial ativadora de neutrofilos 7

Fator estimulador do crescimento de melanoma 2
Fator estimulador do crescimento de melanoma 3
Chemokine (C-X-C motif) ligand 9

Chemokine (C-X-C motif) ligand 10

Chemokine (C-X-C motif) ligand 11

Chemokine (C-X-C motif) ligand 13

Proteina G

Guanosine-5'-triphosphate

Acido ribonucléico mensageiro
Metaloproteinase da matrix tipo 9
Isquemia/Reperfusdo

lipopolissacarideos

Gramas por quilo por peso vivo

Micrometro

Acido Etileno Diamino Tetracético

Unidade de forga gravitacional

Graus Celsius

Volume Globular

Creatina Kinase

Rotacdes por minuto

Grau de significancia

Miligramas por quilo

Quimiocinas CXC glutamina-leucina-arginina positivas
Comité de Etica sobre Experimentagio Animal
Universidade Federal de Minas Gerais

Numero de animais

tempo

intravenosa

Disfungdo Multipla de Orgdos (multiple organ disfuction syndrome)
Per Os - via oral

Polymerase chain reaction



cDNA
LIMHO
DEPC
ANOVA
MAIL

10

complementary DNA

Laboratorio Interagdo Microorganismo-Hospedeiro
Dietilpirocarbonato

Anélise de variancia

Molecule possessing ankyrin-repeats induced by lipopolysaccharide



CAPITULO 1

LAMINITE EQUINA: REVISAO DE LITERATURA

INTRODUCAO

Laminite ¢ uma manisfestagdo secundaria a
enfermidade sitémica que resulta em
faléncia estrutural do mecanismo de
aderéncia do casco ao esqueleto apendicular
(Noschka et al., 2009, Eades 2010; Pollit e
Visser, 2010), provocando dor e perda da
funcdo locomotora (Belknap et al., 2007).
Dessa maneira, laminite ¢ uma condigao
devastadora para a carreira do cavalo
acometido, provocando perdas financeiras
significativas a equideocultura, além das
implicacdes sobre o bem estar (Bailey et al.,
2004; Allen, 2004). Além disso, quando os
sinais clinicos sdo reconhecidos, as lesdes
no casco ja estdo estabelecidas e as opgdes
terapéuticas sdo limitadas. De acordo com
um levantamento feito nos EUA, depois da
colica, a laminite é a segunda causa pela
qual o veterindrio ¢ requisitado. Cerca de
13% dos proprietarios relataram terem tido
problemas relacionados com laminite ao
longo de um ano e 5% dos animais
acometidos morreram ou foram sacrificados
(USDA-NAHMS, 2000).

Apesar dos inegaveis avangos na
compreensdo da fisiopatologia da laminite,
medidas terapéuticas e profilaticas eficazes
ainda precisam ser desenvolvidas. O
conhecimento detalhado da fisiopatologia
da laminite ¢ a chave para o
desenvolvimento de estratégias terapéuticas
eficientes.

MICROESTRUTURA LAMELAR

Os equideos sdo singulares quanto a
estrutura da parte distal de seus membros.
Milhares de anos de evolugdo resultaram
em membros relativamente leves, apoiados
sobre um tnico dedo e sobre uma estrutura
ungueal extremamente especializada. Seus
cascos protegem as estruturas internas mais

vulneraveis, absorvem ¢ distribuem o
impacto recebido pelo membro durante o
apoio do peso e permitem o deslocamento
por longas distdncias, mesmos em altas
velocidades e sobre terrenos duros e
acidentados. Dessa forma, os equideos sdo
altamente dependentes de uma conexdo
saudavel entre o casco e o esqueleto
apendicular (Pollitt, 2007a).

A funcionalidade do casco equino ¢
associada a sua macro € micro anatomia,
composta, grosso modo, por um estojo
cérneo conectado & falange distal por cerca
de 560 a 600 lamelas longitudinais
primdrias. As lamelas corneas primarias do
casco sdo entremeadas por correspondentes
lamelas dérmicas primarias que se originam
no tecido conjuntivo interposto entre o
casco e osso falange distal. Cada lamela
primdria por sua vez possui ao logo de seu
eixo longitudinal cerca de 150 a 200
endentacdes, chamada lamelas secundarias,
com suas correspondentes dérmicas e
epidérmicas se entremeando (Pollitt 2007a).
Essa especializacdo histologica ¢ tnica dos
equideos e tem como consequéncia a
ampliagdo da interface dermoepidérmica,
aumentando a adesdo do estojo cérneo ao
esqueleto apendicular (Figura 1).

A estrutura microscopica lamelar normal
consiste de células basais epidérmicas
contendo um ntcleo eliptico situado no
polo apical da célula. O pélo apical situa-se
opostamente a membrana basal. O eixo
longo do ntcleo celular ¢ orientado
perpendicularmente a membrana basal. A
membrana basal, comumente identificada
através de coloragdo de PAS (Periodic Acid
Schiff), penetra profundamente nas criptas
formadas por duas lamelas epidermais
secunddrias, contornando o topo afilado da
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Figura 1 — Parte interna da parede do casco demonstrando as
lamelas epidermais primarias (PEL) e as lamelas epidermais
secundarias (SEL) (Pollit 2007b).

lamela em dire¢do ao eixo ceratinizado
(lamela epidermal primaria) e a base
arredondada voltada para a lamela dérmica
primaria. A distancia entre a membrana
basal e o eixo ceratinizado ¢ de 1 a 2
células epidermais basais (Figura 2).

EVENTOS MICROESTRUTURAIS NA
LAMINITE

Embora os cascos dos equideos sejam
extremamente resistentes as exigéncias do
meio externo, a destruicdo de sua
microestrutura pela laminite tem
consequéncias  catastréficas para a
sobrevivéncia do individuo acometido.

A perda da integridade da juncdo
dermoepidérmica resulta na falta de adesdo
do casco ao esqueleto, permitindo variados
graus de deslocamento entre o estojo
corneo e a falange distal, produzindo
incapacidade de sustentagdo do peso e de
locomogao.

Desde o inicio das pesquisas com laminite,
tem se estabelecido uma forte correlagdo
entre os danos microestruturais e a
gravidade dos sinais clinicos (Pollit, 1996).
A medida que a laminite se desenvolve,
uma sequéncia de eventos microscopicos se
segue. Com base nesses eventos, trés graus
histolégicos foram propostos para descrever
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a gravidade das lesdes nas lamelas do casco
(Pollitt 1996; Pollitt e Daradka 1998).
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Figura 2- Fotomicrografia de corte histologico das lamelas
epidérmicas secundarias (SEL) normais demonstrando a
membrana basal marcada em magenta. O topo da lamela
epidérmica secundaria ¢ arredondado e voltado para a
lamela dérmica primaria (setas). O topo da lamela dérmica
secundaria ¢ afilado (SDL) (cabeca de seta) e proximo da
lamela epidérmica primaria (PEL) ou eixo ceratinizado. As
células epidérmicas basais tém o nucleo oval e orientado
perpendicularmente & membrana basal (asterisco) (Pollitt
2007b).

Grau 1: Durante a fase de desenvolvimento
da laminite, as células epidérmicas basais e
parabasais tornam-se alongadas e parecem
deslizar umas sobre as outras na medida em
que a lamela epidérmica secundaria se
adelgaca e tem seu topo afilado ao invés de
arredondado (French e Pollitt 2004; Pollitt
1996). Nesse momento, a membrana basal
perde sua ades@o as células basais no topo
da lamela epidérmica secundéaria dando
origem a pequenos bulbos em forma de
tetos de vaca. Os ntuicleos das células basais
tornam-se arredondados e situados mais
proximos da base celular e da membrana
basal. Alguns nucleos que permanecem
alongados podem ter sua orientagdo
paralela ao invés de perpendicular ao eixo
da lamela epidérmica secundéria. O topo
afilado da lamela dérmica secundaria
permanece proximo do eixo ceratinizado
(Figura 3).
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Figura 3- Fotomicrografia das lamelas secundarias
demonstrando alteragdes histologicas de grau 1. O topo das
lamelas epidérmicas secundarias (SEL) assume a forma
afilada ¢ a membrana basal (setas), corada por PAS se
destaca das células basais nessa regido (asteriscos) (Pollitt,
2007b).

Grau 2: A medida que o descolamento da
juncdo dermoepidérmica avanca a cada
ciclo de apoio de peso do cavalo, a
membrana basal se torna ausente na base da
lamela epidérmica secundaria (Pollitt e
Daradka 1998). A membrana basal se retrai
entre as lamelas epidérmicas secundarias e
leva consigo o tecido conjuntivo e capilares
da lamela dérmica secundaria. As células
epidérmicas basais que perderam sua
conexdo a membrana basal ndo parecem
sofrer necrose.
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Figura 4- Fotomicrografia das lamelas secundarias
demonstrando alteragdes histologicas de grau 2. O topo das
lamelas epidérmicas secundarias assume a forma afilada ¢ a
membrana basal (setas), corada por PAS se destaca ainda
mais das células basais, formando pequenas capas vazias em
forma de teta de vaca (setas). A membrana basal
desapareceu da base das lamelas epidérmicas secundarias e
existe pouco tecido conjuntivo e capilares entre elas. A
membrana basal no topo da lamela dérmica agora esta longe

da lamina epidérmica primaria ou eixo ceratinizado (Pollitt,
2007b).

Grau 3: Nesse estdgio, bainhas de
membrana basal sdo totalmente arrancadas
de sua conexdo as lamelas epidérmicas
secundérias e formam agregados no meio
do tecido dérmico préximo das lamelas
epidérmicas. As lamelas epidérmicas
secundarias sdo vistas como colunas
isoladas sem nenhuma conexdo com o
tecido dérmico.

PEL

Figura 5 - Fotomicrografia das lamelas secundarias
demonstrando alteragdes histologicas de grau 3. Apenas
vestigios da membrana basal (cabegas de setas) permanecem
entre as lamelas epidérmicas secundarias. As lamelas
dérmicas primarias se encontram totalmente desconectadas
do tecido dérmico agora separado pela membrana basal
arranjada em tiras livres coradas em marrom por
imunohistoquimica para colageno tipo IV ( Pollitt, 2007b).

FISIOPATOLOGIA DA LAMINITE

A progressdo dos eventos biomecanicos
ocorridos dentro do casco parece ser
semelhante, independente da causa inicial
que deflagrou a laminite. Dessa forma, ¢
provavel que exista um padrdo ou evento
comum que possa ser ativado por uma
grande variedade de condigdes clinicas
associadas ao aparecimento da doenca
(Peroni et al., 2006). A lise da membrana
basal (MB) e a perda da adesdo com as
células epidérmicas basais parecem ser os
eventos  histolégicos  principais  que
caracterizam a faléncia estrutural capaz de
levar & perda da sustentacdo da falange
distal dentro do casco (Pollitt, 1996).
Contudo, o0s eventos iniciais que
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desencadeiam a lise da MB ainda ndo sdo
totalmente  conhecidos e tém sido
profundamente  discutidos no  meio
cientifico. Parecem existir quatro grandes
teorias sobre a origem da laminite. No
passado, cada uma delas foi defendida
individualmente em detrimento das outras.
Atualmente, entretanto, pode-se considerar
a complexa fisiopatologia da laminite como
um processo envolvendo multiplas vias.
Essas vias interagem e assumem maior ou
menor importdncia de acordo com o
periodo considerado ou mesmo com o
evento desencadeador. Com proposito
didatico, os eventos fisiopatologicos serdo
considerados separadamente a seguir.

EVENTOS VASCULARES

A expectativa da existéncia de isquemia das
lamelas do casco foi apoiada por evidéncias
de venoconstricdo em estudos com digitos
isolados (Allen et al., 1990, Peroni et al.,
2006). A producdo e subsequente absorgdo
de aminas vasoativas no intestino grosso a
partir da fermentagdo de carboidratos
hidrolisaveis por bactérias gram positivas
tém sido apontadas como um evento inicial
da  laminite aguda. Estudos tém
demonstrado o aumento na producdo de
feniletilamina, isoamilamina, putrescina e
cadaverina a partir de 26 tipos diferentes de
bactérias cecais , incluindo Streptococcus
bovis e Lactobacillus sp (Baley et al., 2002;
Baley et al., 2003). O baixo pH cecal
induzido pela produ¢do aumentada de acido
lactico promove alteragdo da
permeabilidade intestinal com consequente
absorcao de aminas e toxinas
potencialmente deflagradoras da falha
lamelar. Uma vez presentes na circulagdo
digital, essas substancias mimetizam a agdo
de aminas  endogenas, como as
catecolaminas e serotonina, levando a
vasoconstri¢ao e isquemia do tecido lamelar
(Crawford et al., 2007). Contudo, estudos
de pelo menos trés laboratorios
independentes, concordam atualmente que
na fase de desenvolvimento da laminite
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existe vasodilatacdo e que a vasoconstri¢do
pode prevenir o desenvolvimento da
laminite. Além disso, terapias destinadas a
isquemia tém sido consistentemente falhas
(Pollit e Visser, 2010).

EVENTOS ENZIMATICOS

Evidéncias da desintegracdo da jungdo
dermoepidérmica (membrana basal) e da
expressdao aumentada de metaloproteinases
(MMP) em cavalos com laminite
experimentalmente  induzida ou de
ocorréncia natural foram demonstradas.
MMP ativadas seriam capazes de degradar
a estrutura protéica da membrana basal
(Pollitt e Daradka, 1998), causando a
separacdo entre as lamelas dérmicas e
epidérmicas (Pollitt, 1996). Um estudo em
que foi utilizado o explante de tecido
lamelar exposto ao sobrenadante da cultura
de Streptococcus bovis, demonstrou a
separacdo dermoepidérmica e a ativacdo de
MMP-2 ¢ MMP-9 (Mungall et al., 2001).
De fato, apdés a chegada de substratos
hidrolisaveis ao ceco, ocorre a rapida
proliferacdo de Streptococcus bovis (ou
lutetiensis) e  Streptococcus  equinus,
resultando em uma queda brusca do pH
cecal (Garner et al.,, 1978). A acidez do
conteudo cecal provoca lesdes na mucosa,
permitindo a translocagdo de bactérias e
produtos bacterianos para a circulacdo
(Krueger et al., 1986). Contudo, faltam
evidéncias de que substratos soluveis
derivados de S. lutetiensis sejam o0s
responsaveis pelos eventos iniciais da
separacdo dermoepidérmica em casos de
laminite. Além disso, em um estudo recente
foi demonstrado que a marcante expressao
de MMP-9 se d4 na forma inativa e a
ativacdo de MMP-2 ocorre apds 12 horas
do inicio da desintegragdo da membrana
basal (Visser e Pollit, 2012)

Atualmente, a marcante expressdo do gene
ADAMTS-4 em estagios precedentes aos
da ativagdo das MMP, sinaliza para o
envolvimento de outra enzima capaz de



modificar os componentes proteoglicanos
da membrana basal (Pollitt e Visser, 2010).
Os defensores dessa teoria acreditam que os
eventos inflamatdrios que se seguem sdo
uma consequéncia da injuria inicial a
membrana basal. Isso se deve ao fato de
que cortes histologicos rotineiros (corados
com hematoxilina e eosina) obtidos de
cavalos na fase de desenvolvimento da
laminite ndo demonstraram uma expressiva
presenca de leucdcitos, que s6 passam a ser
mais bem percebidos apo6s evidentes
alteracdes na membrana basal (Pollitt,
1996).

EVENTOS METABOLICOS

Independente dos fatores predisponentes ja
reconhecidos da laminite como as doencas
do sistema gastrointestinal e outras
condicdes sépticas, evidéncias clinicas tém
demonstrado uma associagdo frequente de
quadros de laminite com animais obesos e
com resisténcia insulinica (Treiber et al.,
2006; Frank et al., 2006; Bailey et al., 2007;
Bailey et al., 2008). Embora a descri¢do
fenotipica dos animais predispostos ao
desenvolvimento da laminite varie, as
caracteristicas mais reconhecidas sdo
obesidade generalizada ou localizada
(principalmente na face dorsal do pescogo,
base da cauda, axilas e prepucio ou
glandulas mamarias), resisténcia insulinica,
hiperinsulinemia e hipertrigliceridemia.
Esse fenotipo coincide com o da sindrome
metabdlica em seres humanos que agrupa
sinais  predisponentes para  doencas
cardiovasculares e diabetes tipo 2,
incluindo obesidade visceral, hipertensao,
resisténcia insulinica e dislipidemia (Geor e
Frank, 2009). Assim, tais caracteristicas
fenotipicas consideradas em conjunto
suplantam o risco que cada uma
individualmente  representa  para o
desenvolvimento da laminite em cavalos,
bem como doencas cardiovasculares e
diabetes em humanos. Por essa razdo, o
termo Sindrome Metabodlica Equina (SME)

foi sugerido por Jonhson (2002) para
agrupar caracteristicas fenotipicas e clinicas
predisponentes ao desenvolvimento da
laminite equina. Além disso, o uso do termo
SME ¢ util para distinguir animais
acometidos pela Sindrome de Cushing ou
por hipotireoidismo (Jonhson et al., 2010).
Animais com essas caracteristicas sdo
predispostos a desenvolverem laminite ou
terem recidivas agudas em casos cronicos
quando encontram certas condi¢cdes de
pastagem em paises de clima temperado
(laminite associada ao pasto). Um estudo
comparando dados metabolicos de 54
poneis com laminite e 106 sem a doenga,
demonstrou que o escore corporal e os
niveis de insulina e triglicérides foram
maiores nos animais com laminite (Treiber
et al., 2006).

O mecanismo fisiopatologico pelo qual as
endocrinopatias desencadeiam a laminite
nao é completamente conhecido.
Perturbagoes endocrinas como
hiperadrenocorticismo, gestacdo, obesidade
e a resisténcia insulinica parecem ser um
componente comum. A falha do mecanismo
de utilizagdo de glicose pelos ceratindcitos
foi capaz de causar a separagdo da jungdo
dermo-epidérmica em tecido lamelar
explantados de equinos (Pass et al., 1998).
Por outro lado, foi  demonstrada
recentemente a auséncia do transportador
de glicose dependente de insulina (GLUT-
4) nos ceratindcitos lamelares, de forma que
a insulina parece ndo participar diretamente
do mecanismo de entrada de glicose nessas
células (Asplin et al., 2007). Dessa forma, ¢
possivel que a faléncia da juncdo dermo-
epidérmica nos distirbios da regulagdo
glicémica ndo envolva a participacdo da
insulina.

No estado de resisténcia insulinica, a
hiperglicemia, sustentada ao longo do
tempo, pode afetar diretamente o tonus
vascular e promover uma susceptibilidade a
trombose (Poitout e Robertson, 2002).
Dessa forma, hipoxia secundaria a
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alteracdes vasculares pode desencadear a
faléncia da interface dermo-epidérmica
devido a uma endoteliopatia glicotoxica
(Jonhson et al.,, 2010). Contudo,
hiperglicemia ¢ um achado raro em cavalos
com Sindrome Metabolica, tornando essa
hipétese pouco plausivel (Eades, 2010).

Recentemente, foi demonstrado que a
manutencdo de  niveis  sanguineos
suprafisiologicos de insulina foi capaz de
induzir o quadro de laminite. Contudo, no
modelo utilizado, as concentragcdes de
insulina alcancadas foram bem acima
daquelas observadas em casos naturais de
resisténcia insulinica. Entretanto, uma
hiperinsulinemia em concentragdes mais
baixas, porém de longa duragdo, poderia
causar laminite (Asplin et al., 2007
Nourian et al., 2009). O mecanismo pelo
qual a hiperinsulinemia causa laminite ndo
¢ conhecido. A hipoxia lamelar causada por
desequilibrio microvascular e ativagdo de
proteases através da agdo da insulina tem
sido sugerida (Asplin et al., 2007).

Obesidade também tem sido sugerida como
fator causal ou predisponente ao
desenvolvimento da laminite. A sobrecarga
de peso sobre os cascos, a resisténcia
insulinica  obesidade-dependente e a
secre¢do de mediadores quimicos pro-
inflamatorios sdo as explicagdes
comumente apresentadas (Jonhson et al.,
2010)

O tecido adiposo desempenha um papel
importante nas funcdes metabolica, imune e
vascular via produgcdo de adiponectina,
leptina, TNF-a e citocinas (Geor e Frank,
2009). Em condi¢des normais os adipocitos
secretam uma grande variedade de citocinas
(adipocinas) que exercem  fungdes
autocrinas e paracrinas no tecido adiposo.
Na presenca de actimulos anormais de
gordura corporal no estado de obesidade,
essas mesmas adipocinas sdo secretadas em
quantidades suprafisiologicas e tém acesso
a circulacdo sistémica, onde irdo exercer
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acoes distantes do tecido de origem (fungdo
endocrina) (Jonhson et al., 2010). Grande
parte dessas adipocinas ¢ secretada por uma
populacdo de macrofagos recrutada ao
tecido adiposo excessivamente depositado
no estado de obesidade. Essas substancias
tém o potencial de causar laminite por suas
propriedades  pro-inflamatorias.  Como
exemplo, elevados niveis plasmaticos de
mRNA para TNFo e IL-1B foram
identificados em cavalos obesos (Vick et
al., 2007) e TNFa elevado foi identificado
como fator de risco em um grupo de poneis
propensos a laminite (Treiber et al., 2009).
Além disso, concentragcdes elevadas de
leptina, uma adipocina com potencial pro-
inflamatorio, foram encontradas no plasma
de cavalos acometidos por laminite (Radin
et al., 2009).

Afora a liberagdo sistémica de mediadores
inflamatoérios, os macréfagos do tecido
adiposo de seres humanos e animais de
laboratorios tém a propriedade de
converterem cortisona em cortisol através
da enzima 11B-
hydroxiesteroidedesidrogenase-1. Elevados
niveis de cortisol contribuem para o quadro
de resisténcia insulinica hepatica além de
expandir as reservas adiposas pela
conversdo de preadipocitos em adipocitos
ativos (Jonhson et al., 2010). Além disso, o
tecido adiposo libera grandes quantidades
de acidos graxos livres na circulagdo, onde
contribuem para a resisténcia insulinica e
estimulam o  processo  inflamatorio
exercendo ac¢do sobre macrofagos (Jonhson
etal., 2010).

EVENTOS INFLAMATORIOS

Leucécitos precocemente recrutados ao
tecido lamelar podem ser os responsaveis
pela cascata de eventos que resulta em
danos a membrana basal e separacdo
dermo-epidérmica (Belknap, 2010).
Recentemente, foram encontradas
evidéncias da infiltragdo de leucdcitos
através de anticorpos anti Calprotectina e



CD163, antes do aparecimento de
alteracdes nas células epidérmicas basais e
na membrana basal durante a fase de
desenvolvimento (Faleiros et al., 2011b).
Esses achados contrariam dados anteriores
onde leucocitos ndo foram detectados em
cortes histologicos de rotina na fase de
desenvolvimento (Pollitt, 1996). E possivel
que isso se deva a dificuldade de
visualizagdo em cortes histoldgicos corados
com hematoxilina e eosina e ndo
verdadeiramente a auséncia de tais células
nesse periodo. Dessa maneira, foi sugerido
que neutrofilos e macrofagos ativados
durante a sindrome da resposta inflamatoria
sistémica (SIRS) provocada pela sobrecarga
de carboidratos sejam os responsaveis pela
faléncia estrutural da membrana basal,
semelhante ao mecanismo de lesdo remota
j& comprovada em outros orgdos (Alves-
Filho et al., 2008; Faleiros et al., 2008).

Seguindo essa linha de raciocinio, as
doengas que colocam os cavalos sob
intenso risco de laminite comumente sdo
aquelas que comprometem a integridade da
parede do  sistema  gastrointestinal
(isquemia intestinal, colite e
duodenojejunite) e varias outras condigdes
sépticas  (pleuropneumonia,  piometra,
etc...). Tais condigdes exibem sinais
semelhantes aos da SIRS associada a sepse
em seres humanos. Além disso, as
alteragdes histolégicas iniciais
demonstradas nas lamelas do casco se
assemelham as ocorridas nos 6rgdos
destinados a faléncia em condigdes sépticas
em seres humanos (Black et al., 20006).
Laskoski et al. (2009), estudando o tecido
lamelar de cavalos que morreram devido a
coOlica, observaram alteracdes estruturais
compativeis com laminite. Além disso, a
gravidade das lesdes foi diretamente
proporcional a intensidade dos sinais
sistémicos apresentados antes do obito.
Contudo, existem diferencas importantes
entre humanos e cavalos com relagdo a
expressdao da SIRS. Em seres humanos, o
figado e os pulmdes sdo importantes drgaos

alvo da resposta inflamatéria sistémica.
Macrofagos alveolares e Células de Kupffer
no figado sdo capazes de liberar inimeras
citocinas proinflamatdrias que, além de
amplificarem a resposta sistémica, podem
levar a danos colaterais em seus Orgaos
hospedeiros. Por outro lado, embora a
expressao de citocinas (IL-6, IL-8, TNF-a)
esteja aumentada no figado e pulmdes nos
estdgios iniciais da laminite induzida por
extrato de BWE (Black Walnut Extract), o
aumento ndo ¢ tdo elevado quanto aquele
observado no tecido lamelar durante esse
mesmo periodo, nem tdo expressivos como
em outros modelos experimentais de sepse.
Assim, parece que em equinos o figado e os
pulmdes sdo relativamente protegidos dos
efeitos da resposta inflamatdria sistémica
em comparagdo com o tecido lamelar
(Stewart et al., 2009).

Leucoécitos parecem desempenhar um papel
central na injuria tecidual em varias
doengas e estdo intimamente relacionados a
faléncia organica na sepse humana (Alves-
Filho et al., 2008). A ativagdo sistémica de
leucocitos e a migracdo dessas células para
o intersticio tém sido demonstradas nas
lamelas e em outros orgdos de cavalos
durante a fase de desenvolvimento da
laminite (Black et al., 2006, Stewart et al.,
2009). Assim, inflamagdo  sistémica
semelhante a SIRS,  prévia  ao
desenvolvimento da faléncia de oOrgdos,
parece preceder a faléncia lamelar em
cavalos (Hurley et al.,. 2006; Belknap et al.,
2007; Loftus et al., 2007; Stewart et al.,.
2009). De fato, o aumento da expressdo de
citocinas pro-inflamatorias (IL-1, IL-6, IL-
8) no estdgio de desenvolvimento da
laminite, indica que a presenca de
quimiocinas  atrativas de  leucdcitos
(principalmente IL-8) pode desempenhar
importante papel na migracdo leucocitaria
nos eventos iniciais da laminite (Belknap et
al., 2007; Faleiros et al., 2009; Faleiros et
al., 2011b).

O processo de migracdo leucocitaria
depende da ativagdo endotelial por citocinas
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como IL-1B e TNF-a, bem como a presenca
de fatores quimiotidxicos como CXCL- 8
(ou IL-8). Inicialmente, o endotélio ¢
ativado por TNF-o0, levando a expressdo
sequencial de P-selectina e E-selectina que
se ligam momentaneamente a superficie dos
neutréfilos, permitindo a marginagdo e o
rolamento. Essa fase coincide com a
leucopenia ocorrida no inicio da sepse. Em
seguida, interagdes entre integrinas nos
neutro6filos e no endotélio, modificadas pela
presenca de CXCL-8, aumentam a
afinidade entre o leucécito e a parede
vascular, permitindo seu extravasamento.
Apbés a diapedese, a migragdo ocorre
através de um gradiente de CXCL-8§,
concomitante com a ativacdo celular que
leva ao “burst respiratério” com liberagdo
do conteudo lisossémico e destruigdo
tecidual (Lunn e Hurley, 2009). Dessa
forma, CXCL-8 ¢ uma molécula chave para
a migracdo e ativacdo de neutrofilos em
orgdos humanos danificados pela sepse e
pode ser determinante para os estagios
iniciais da laminite (Eades, 2010).

QUIMIOCINAS

Quimiotaxia é o processo pelo qual as
células se deslocam sob a acdo de um
gradiente quimico em solucdo. Substancias
quimioatraentes estimulam a passagem de
leucocitos do interior dos vasos para o
intersticio. O processo de migragdo através
da matriz extracelular (ECM) ¢é um
processo regulado pela interagdo do
citoesqueleto celular, quimiocinas,
moléculas de adesdo e a trama de fibrilas da
ECM. Diferente da migracgao tridimensional
das células mesenquimais, leucocitos
possuem uma imensa capacidade de
deformacdo do corpo celular e ndo
necessitam da clivagem proteolitica da
ECM para sua movimentagdo. Ao contrario,
regides onde a trama de fibras da ECM ¢
mais frouxa (ao longo de vasos e embaixo
de membranas basais) servem de caminho
de menor resisténcia ao deslocamento
dessas células (Friedl e Wolf, 2009).
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Embora isso seja um processo natural com
o objetivo de combater infec¢des, remover
células  danificadas e promover a
cicatrizagdo, o recrutamento descontrolado
de leucocitos € capaz de provocar lesdo aos
tecidos, resultando em disfungdo ou
faléncia de orgdos, podendo acarretar o
obito (Bizzarri et al., 2006).

Entre diversos fatores quimiotéxicos, as
quimiocinas exercem efeito direto sobre os
leucdcitos. Essas moléculas sdo pequenos
peptideos (8-10 kD) classificados em 4
subfamilias de acordo com a presenca de
cisteina no terminal amina: CXC, CC,
CX3C e C. (Murphy et al., 2000; Gangur et
al., 2002; Faleiros et al., 2011a, Guerreiro
et al., 2011, Salanga e Handel, 2011). As
quimiocinas CXC ainda podem ser sub
classificadas em ERL+ ¢ ELR — baseadas
na presenca ou auséncia do tripéptido Glu-
Leu-Arg (ELR) na amina terminal (Faleiros
et al., 2011a, Guerreiro et al., 2011). As
CXC ELR+ tém como -caracteristica
comum a habilidade de recrutar neutrofilos
ao tecido inflamado. Contudo, demonstrou-
se que CXC ELR+ também ativam e
produzem resposta quimiotixica em
basofilos, eosinofilos, mondcitos, linfocitos,
cé¢lulas endoteliais e células musculares
lisas (Fernandez e Lolis 2002; Laing e
Secombes, 2004). Em resposta ao insulto
tecidual, CXC ERL+ passam a ser
expressas na superficie endotelial e sdo
capazes de iniciar o processo de rolamento
e imobilizagdo dos neutrdfilos circulantes.
(Rainger et al, 1997). Interleucina 8§
(CXCLS8), proteina epitelial ativadora de
neutrofilos (CXCLY5), peptideo 2
quimiotaxico de granulécitos (CXCL6),
proteina ativadora de neutréfilos (CXCL7),
estimuladores do crescimento de melanoma
(CXCL1, CXCL2 e CXCL3) pertencem a
subfamilia CXC ELR+ (Murphy et al,
2000).

As quimiocinas CXC ELR - (CXCL9,
CXCL10, CXCL11 e CXCLI3) e a
subfamilia CC atraem principalmente
monocitos, linfocitos, células dendriticas,
basofilos e eosinofilos e sdo consideradas



fracas atrativas de neutrdfilos (Laing e
Secombes, 2004). Além disso, CXC ELR-
possuem propriedades angiostaticas e
antiangiogénicas (Fernandez e Lolis, 2002;
Laing e Secombes, 2004; Guerreiro et
al.,2011).

A acdo das quimiocinas CXC ERL+ ¢
mediada por receptores acoplados a
proteina G (GPCRs) CXCR1 e CXCR2
(Mukaida, 2003; Kim et al., 2011). Uma
vez ativados, esses receptores deflagram
um sinal transmembrana pela ativagdo de
proteinas GTP, fosfolipase C e formagao de
um segundo mensageiro, inositol 1,4,5-
trifosfato, com subsequente elevacdo do
calcio intracelular. Além disso, ativagdo de
fosfatidil-inositol3-kinase G e tirosina-
kinase 2 rica em prolina (Pyk2) parece
aumentar em resposta a CXCL8 (Casilli et
al., 2005).

CXCR1 e CXCR2 representam a maioria
dos receptores expressa na superficie dos
neutrofilos (Guerreiro et al., 2011). Embora
tenham sido estruturalmente ~ bem
caracterizados, os efeitos biolégicos
exercidos por cada um deles ainda nao foi
bem elucidado. Parece que a quimiotaxia de
neutrofilos mediada por CXCLS8 envolve
principalmente a ag¢do sobre CXCRI1
(Bizzari et al., 2006).

CXCL8 ou Interleucina 8 (IL-8) ¢ um
membro da  subfamilia CXC das
quimiocinas e ¢ uma potente substancia
atrativa para neutrofilos.. IL-8 tem sido
detectada em véarios tecidos humanos
afetados por condig¢des inflamatérias como
psoriase (Giustizieri et al., 2001), asma e
doengca pulmonar obstrutiva crdnica
(Woodman et al., 2006), todas condi¢des
associadas com grave infiltracao
neutrofilica. De forma semelhante, no
cavalo, desafios antigénicos levam ao
aumento da expressdo de CXCLS, e seu
respectivo mRNA nos tecidos, de animais
acometidos por doenca pulmonar crénica e
obstrucdo recorrente de vias aéreas,

condi¢des  também associadas a forte
infiltragdo neutrofilica (Franchini et al.,
2000; Ainsworth et al., 2006).

QUIMIOCINAS CXC E LAMINITE

O envolvimento de quimiocinas CXC
ERL+ em doengas humanas, cuja presenca
de neutré6filos desempenha um papel central
na fisiopatologia, tem sido bem
caracterizado (Bizzarri et al., 2006). Da
mesma forma, a atenuagdo do influxo de
neutréfilos diminuiu a gravidade dos sinais
em modelos murinos de colite ulcerativa,
injurias de  reperfusdo, bronquiolite
obstrutiva e alguns tumores. A diminuigdo
do influxo de neutréfilos foi conseguida na
maioria dos estudos pela agdo de anticorpos
anti-caderinas ou anti-quimiocinas,
demonstrado que a inibicao seletiva da agdo
quimioatraente de CXC ELR+ representa
um alvo terapéutico promissor (Bizzarri et
al., 2006).

Em cavalos com laminite de ocorréncia
natural ou experimentalmente induzida, a
presenca de neutrdfilos parece desempenhar
um papel central nas lesdes iniciais ou
mesmo na progressdao da doenca (Faleiros
et al., 2011b). De fato, o aumento da
expressdo de mRNA de CXCL1, CXCL6 e
CXCL8 foi detectada nas fases de
desenvolvimento e de claudicagdo em um
modelo de laminite induzida pela
sobrecarga com carboidratos (Faleiros et
al., 2011a). A expressdo aumentada dessas
quimiocinas ocorreu em periodo
imediatamente precedente ao aparecimento
de leucdcitos no mesmo modelo (Faleiros et
al., 2011b). De forma interessante, CXCLS8
foi expressa em niveis bastante elevados
nas lamelas do casco em comparag¢do com o
tecido pulmonar e hepéatico em um modelo
de inducdo de laminite por extrato de
nogueira preta (BWE) (Stewart et al.,
2009).

CXCL8 também tem sido implicada na
patogénese da  endotoxemia equina.
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Endotoxinas foram capazes de aumentar a
expressdo de CXCLS8 nos neutrdfilos “in
vitro” (Neuder et al., 2009) e no sangue
quando injetadas sistemicamente (Nieto et
al., 2009). Além disso, o aumento da
expressdo de citocinas pro-inflamatorias
(IL-1, IL-6, 1IL-8) mno estigio de
desenvolvimento da laminite, indica que a
presenca de quimiocinas atrativas de
leucocitos  (principalmente IL-8) pode
desempenhar importante papel na migracao
leucocitaria nos eventos iniciais da laminite
(Belknap et al., 2007; Faleiros et al., 2009a;
Faleiros et al., 2011b).

Dessa forma, CXCL8 €é uma molécula
chave para a migra¢do e ativagdo de
neutréfilos em oOrgdos humanos e de
equinos danificados pela SIRS. O bloqueio
farmacologico  seletivo de  CXCLS
representa um promissor horizonte no
controle das lesdes de origem inflamatéria
com potencial para o tratamento e
prevencdo da laminite equina (Bizzarri, et
al., 2006; Coelho et al., 2008).

ANTAGONISMO DE CXCR1/2 COMO
ALVO TERAPEUTICO

A propriedade de certos antiinflamatorios
ndo esterdides (cetoprofeno e ibuprofeno)
em bloquear a quimiotaxia de neutréfilos
induzida por IL-8 de uma forma
independente da inibicao das
cicloxigenases, chamou a aten¢do dos
pesquisadores para uma novo mecanismo
de agao (Bertini, et al., 2004, Bizzarri, et
al., 2006). Assim, a partir dessas
observacdes preliminares, o laboratério
italiano Dompé iniciou um programa
direcionado a identificar novas moléculas
inibidoras da quimiotaxia induzida por
CXCL-8, wvisando especialmente o
tratamento das lesdes de isquemia e
reperfusdo. Dessa forma uma classe de
derivados do acido 2-arilfenilpropionico foi
extensivamente investigada, levando a
selecao de acilmetanosulfonamida
reparixina (Bizarri et al.,20006).
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Reparixina é capaz de inibir a agdo dos
receptores sem, no entanto, evitar a ligagao
de seus agentes agonistas.

Hi&

Figura 6- Estrutura quimica da reparixina, um antagonista
alostérico de CXCR1 e CXCR2 (Bizarriet al., 2006)

Esse  mecanismo ¢ chamado de
antagonismo alostérico (Bertini et al., 2004,
Bizzarri et al.,2006, Moriconi et al., 2007).
A droga tem se mostrado um potente
antagonista da migracdo de neutrdfilos
tanto “in vitro” como “in vivo” (Bertini et
al., 2004). Assim, varias pesquisas tém sido
realizadas sobre seus efeitos em lesdes onde
o envolvimento de neutrofilos é bem
caracterizado.

Reparixina, além de inibir a quimiotaxia
induzida por IL-8, foi capaz de bloquear a
adesao de neutrofilos ao endotélio vascular,
inibir a degranulagdo e producdo de
citocinas inflamatorias, bem como impedir
a migracao de linfocitos T e células NK
(Casilli et al., 2005). Em modelos de injuria
de isquemia e reperfusdo (I/R) no figado de
ratos, reparixina demonstrou diminuir a
infiltragdo neutrofilica e a necrose hepatica
(Cavalieri et al., 2005, Clarke et al., 2011).
Em modelos murinos de isquemia e
reperfusdo cerebral, reparixina diminuiu a
infiltragao neutrofilica demonstrada
histologicamente e pela atividade de
mieloperoxidase. Além disso, o farmaco
melhorou a recuperacdo dos déficits
neurologicos nos ratos tratados (Garau et
al., 2006, Villa et al, 2007). O pré
tratamento de ratos receptores com
reparixina, foi capaz de prevenir a
infiltracdo de granuldcitos e melhorar a
funcdo de rins transplantados (Cugini et al.,
2005). A produgdo de IL-1p foi reduzida
pela adicdo de reparixina a neutrofilos
humanos estimulados por
lipopolissacarideos (LPS) e CXCL8 ‘in



vitro’. Além disso, reparixina foi capaz de
bloquear a liberagdo de MMP-9 dos
neutréfilos induzida por CXCLS8 (Casilli et
al 2005). Por outro lado, reparixina aplicada
por via intravenosa em voluntarios
humanos ndo foi capaz de reduzir a resposta
inflamatoéria  sisttmica medida pela
expressao de TNF-a e IL-6 (Leitner et al.,
2007).

Apesar das recentes evidéncias da
participacdo de leucdcitos na origem da
laminite (Fontaine et al. 2001, Belknap et
al. 2007, Faleiros et al. 2009a, Faleiros et
al. 2009b, Faleiros et al. 2011a) e do
potencial terapéutico da reparixina, nenhum
estudo com essa droga havia sido
conduzido na espécie equina até o
momento.

INDUCAO EXPERIMENTAL DE
LAMINITE

A ocorréncia natural da laminite equina
quase sempre estd associada a wuma
manifestacdo local de doenca inflamatdria
ou metabdlica sistémica. As doengas do
trato gastrintestinal como a sobrecarga com
graos, enterite proximal, colite e acidentes
intestinais que necessitam de corregdo
cirargica sdo frequentemente seguidos pelo
aparecimento de laminte aguda. Contudo, o
tempo e a magnitude de desenvolvimento
obviamente dependem de varios fatores
patofisiologicos, tornando o estudo dos
casos  naturais  dificeis de  serem
padronizados. Dessa forma, modelos de
inducdo da doenca foram desenvolvidos a
partir dos anos 70 (Garner et al., 1978;
Minnick et al., 1987). Tradicionalmente, a
endotoxemia equina e a laminite tém sido
induzidas experimentalmente na espécie
equina através do fornecimento de
carboidratos (amido) ou extrato de “black
walnut” via sonda nasogastrica. No
primeiro, utiliza-se a colocacdo, via sonda
nasogastrica, de uma solugcdo aquosa de
amido de milho (85%) e farinha de aveia
(15%) na dose de 17,6 g/kg de peso vivo
(Garner et al., 1978; Faleiros et al.,

2011ba). Esse modelo mimetiza a
sobrecarga com carboidratos comum na
pratica clinica. Contudo, em condi¢des de
laboratério o modelo tem demonstrado uma
variacdo acentuada da resposta, com
presenca de Obitos, necessidade de
eutanasia nos casos muito graves e alguns
animais ndo desenvolvem laminite (van Eps
e Pollitt, 2006). Por outro lado, a
observacdo de que animais estabulados
sobre camas de serragem de Nogueira Preta
(Juglans nigra) nos EUA frequentemente
desenvolviam laminite deu origem ao
modelo de indug¢do com “Black Walnut”
(Belknap, 2010). Farinha do cerne da
madeira (BWE) é colocada em agua por 12
horas (2g/kg peso vivo em 7 litros de agua)
e dada ao animal via sonda nasogastrica
(Minnick et al, 1987). Nesse modelo
observa-se uma rapida resposta inflamatoria
sist€tmica acompanhada de um inicio
precoce e fulminante do quadro de laminite.
Entretanto, a maioria dos animais ndo
desenvolve a falha estrutural esperada para
a gravidade do quadro agudo. Acredita-se
que, embora ocorra uma resposta
suprafisiologica inicialmente, a ingestdo em
bolus ndo ¢ capaz de sustentar a inflamacgao
pelo tempo necessario a ocorréncia dos
danos lamelares (Belknap, 2010)

Outra importante causa natural de laminite
¢ o consumo de determinados pastos
recentemente germinados em condi¢des de
clima temperado. Oligofrutoses ou frutanas
acumuladas no caule de gramineas nessas
condigdes ndo sdo digeridas no intestino
delgado dos equinos e chegam ao ceco onde
servirdo de substrato para a fermentacdo
bacteriana (Milinovich et al., 2005; Van
Eps e Pollitt, 2006; Milinovich et al., 2010).
Os produtos acidos da fermentacdo lesam a
mucosa do ceco e colon, permitindo a
absorcao de Padroes Moleculares
Associadas a Patogenos (PAMPs) e Padroes
Moleculares  Associadas aos  Danos
teciduais (DAMPs). Essas moléculas
estimulam  leucdcitos  residentes e
circulantes em todo o organismo a
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produzirem citocinas inflamatérias (TNF-a,
IL-1 entre varias outras), desencadeando
SIRS (Belknap, 2010).

Recentemente, um modelo utilizando
oligofrutose ~ foi  apresentado  como
alternativa, reproduzindo o quadro de forma
dose dependente e com baixa letalidade dos
animais. O modelo mimetiza a laminite
associada ao pasto e utiliza Raftilose P95,
uma frutana extraida comercialmente da
raiz de chicoria (Cichorium intybus) (van
Eps and Pollitt, 2006). Um modelo
semelhante também tem sido utilizado para
o estudo da laminite bovina (Thoefner et
al., 2004; Thoefner et al., 2005). Embora
outros modelos tenham sido usados para a
inducdo de laminite em cavalos no Brasil
(Martins Filho et al., 2008; Laskoski et al.,
2012), o modelo utilizando oligofrutose
ainda nao foi avaliado em condigdes
nacionais.

Em resumo, a perda de adesdo da juncdo
dermo-epidérmica parece ser o evento
comum da faléncia estrutural do casco na
laminite. Contudo, o mecanismo exato pela
qual ela acontece permanece por ser
esclarecido. Possivelmente, diversas vias
fisiopatologicas se interajam para dar
origem a separacdo lamelar. A infiltracdo
de leucocitos, bem como a expressdo de
citocinas inflamatoérias no tecido lamelar na
fase que precede o aparecimento das lesdes,
sinaliza para o envolvimento dessas células
na desintegracdo da juncao
dermoepidérmica. Uma  predisposi¢do
provocada por obesidade e resisténcia
insulinica poderia causar um estado
alterado de resposta inflamatéria em nivel
celular bem como respostas vasculares
alteradas. Finalmente, estratégias que
bloqueiam a migra¢do de leucdcitos aos
tecidos  representam  um  horizonte
promissor na prevenc¢do da laminite equina.
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CAPITULO 2

Sinais clinicos e hematologicos de equinos submetidos ao modelo de laminite
induzida por oligofructose, tratados ou ndo com um agente antagonista de receptores
CXCR1/2
Leonardo R. de Lima®, Heloisa M.F. Mendes?, Jessica F. Magalhﬁesz, Ludmila Markowitz?,
Carolina B. Cavalcanti’. Fabiola O. Paes Lemez, Mauro M Teixeira3, Rafael R.Faleirosz,

RESUMO

O recrutamento de leucécitos aos tecidos ¢ uma parte essencial da resposta imune inata e esse
processo de forma desregulada pode resultar em lesdes nos tecidos. Assim, a infiltracdo de
leucocitos tem sido implicada na patogénese da laminite aguda em equinos. Os objetivos desta
pesquisa foram: verificar a tolerancia de equinos a aplicagdo de um antagonista alostérico de
CXCR1 e CXCR2 (reparixina) pela via intravenosa e verificar sua a agdo sobre os sinais clinicos e
parametros hematologicos de cavalos com endotoxemia e laminite induzida por oligofrutose. Doze
eqiiinos sem raga definida de origem brasileira receberam oligofrutose (10 g/kg de peso vivo PO
no tempo 0) e foram divididos em dois grupos: tratados (30 mg/kg pv de reparixina IV, nos
tempos 6, 12, 18 e 24 h) e ndo tratados. As frequéncias cardiaca e respiratoria, temperatura retal,
coloragdo de membranas mucosas, presenca e intensidade de pulso digital, sensibilidade ao exame
com pinga de casco e grau de claudicagcdo segundo Obel, bem como pardmetros hematoldgicos e
bioquimicos (hemograma, glicose, uréia, creatinina, ALT, AST, FA, GGT, bilirrubina total e
proteina total) foram aferidos nos tempos 0, 6, 12, 18, 24, 36, 48, 60 e 72 horas. O modelo usando
oligofructose foi adequado para induzir sinais de laminite e endotoxemia, como diarreia, febre e
leucocitose em cavalos sem raca definida de origem nacional. Também, ndo foram observadas
quaisquer reacdes adversas clinicas ou hematoldgicas relacionadas ao uso intravenoso da
reparixina. Contudo essa substincia, quando administrada na dose de 30 mg/kg de pv, a cada 6
horas, por quatro aplicagdes, ndo foi capaz de prevenir os sinais clinicos e as alteragdes
hematoldgicas causadas pela endotoxemia na espécie equina. Novos estudos usando bidpsias de
casco deverdo ser conduzidos de forma a verificar possivel efeito benéfico da reparixina sobre o
tecido lamelar.

Palavras chave: cavalos, laminite, neutrofilos, quimiocinas, reparixina.
ABSTRACT

Leucocytes recruitment to tissues is an essential part of the innate immune response and
an unregulated process can result in tissue damage. Thus, leucocytes infiltration has been
implicated in the pathogenesis of acute laminitis. The objectives of this study were to determine
the tolerance of horses to the intravenous infusion of reparaxin, an antagonist for CXCRI1/2 (a
chemokine receptor for neutrophils attraction) and these effects on the clinical signs and
hematological parameters in horses given oligofructose to induce endotoxemia and laminitis.
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Twelve horses were given oligofructose (10g/kg bw PO) in time 0 and divided in two groups:
treated (30 mg/kg bw. Reparaxin 1V, times 6, 12, 18 e 24 h) and no treated. Cardiac and
respiratory frequency, rectal temperature, mucous membrane colour, digital pulse, hoof sensitivity
and Obel’s grade of lameness were recorded. Values for RBC, WBC, glicosis, BUN, creatinin,
ALT, AST, alcalin phosphatase, GGT, total bilirrubin and serum protein were measured on times
0, 6, 12, 18, 24, 36, 48, 60 e 72 h. All the horses given oligofructose developed signs of
endotoxemia like diarrhea, fever and leukocytosis. Also, CXCRI1/2 antagonist treatment did not
cause any adverse effects. However, this substance when injected intravenously (30mg/kg) 6/6
hours for 4 applications, did not ameliorate clinical and hematological signs of endotoxemia.
Further studies using hoof biopsies are granted to test a possible beneficial effect in lamellar

tissue.

Key words: horse, laminitis, neutrophils, chemokine, reparixin.

INTRODUCAO

O recrutamento de neutréfilos ao tecido
inflamado ¢ uma parte essencial da resposta
imune inata. Além disso, a liberacdo de
mediadores quimicos a partir de um foco
inflamatorio localizado ¢ capaz de promover
a ativacdo e a infiltracdo de leucocitos em
orgdos distantes da lesdo original (Faleiros et
al. 2008). Dessa maneira, leucécitos
desempenham um papel central na injaria
tecidual em varias doengas e estdo
intimamente relacionados a faléncia orgénica
durante a Sindrome da Resposta Inflamatéria
Sistémica — SIRS (Belknap et al. 2007).

A ativacdo sistémica de leucdcitos e a
migragdo dessas células para o intersticio
tém sido demonstradas nas lamelas do casco
e em outros 6rgaos de cavalos durante a fase
de desenvolvimento da laminite (Black et al.
2006, Faleiros et al. 2008). Assim,
inflamagdo sistémica semelhante a SIRS,
prévia ao desenvolvimento da faléncia de
orgdos, parece preceder a faléncia lamelar
em cavalos (Hurley et al. 2006, Belknap et
al. 2007, Loftus et al. 2007a, Loftus et al.
2007b, Stewart et al. 2009).

CXCL8 ou Interleucina 8 (IL-8) ¢ um
membro da subfamilia CXC das quimiocinas
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e ¢ uma potente substancia atrativa para
neutrofilos. Sua agdo ¢ mediada por
receptores CXCR1 e CXCR2 acoplados a
proteina G (GPCRs), que tém alta afinidade
por quimiocinas glutamina-leucina-arginina
positivas (Mukaida 2003, Kim et al. 2011).
A IL-8 tem sido detectada em vérios tecidos
humanos  acometidos por  condigdes
inflamatdrias como psoriase (Giustizieri et
al. 2001), asma e doenca pulmonar
obstrutiva crénica (Woodman et al. 2006),
todas condigdes associadas com grave
infiltragao neutrofilica. De forma
semelhante, no cavalo, desafios antigénicos
levam ao aumento da expressdo de IL-8 e
seu respectivo mRNA nos pulmdes de
animais acometidos por doenca pulmonar
cronica e obstrucao recorrente de vias aéreas,
condi¢des também associadas a forte
infiltragdo neutrofilica (Franchini et al. 2000,
Ainsworth et al. 2006). A IL-8 também tem
sido  implicada na  patogénese da
endotoxemia equina. Endotoxinas foram
capazes de aumentar a expressao de IL-8 nos
neutréfilos in vitro (Neuder et al. 2009) e no
sangue quando injetadas sistemicamente
(Nieto et al. 2009). Além disso, o aumento
da expressdo de citocinas pro-inflamatdrias
(IL-1, IL-6, IL-8), no estigio de
desenvolvimento da laminite, indica que a
presenca de quimiocinas atrativas de



leucocitos  (principalmente IL-8) pode
desempenhar importante papel na migracao
leucocitaria nos eventos iniciais da laminite
(Belknap et al. 2007, Faleiros et al. 2009a,
2011b).

Dessa forma, a IL-8 é uma molécula
fundamental para a migracdo e ativacdo de
neutréfilos em orgdos danificados pela SIRS.
O bloqueio farmacolégico seletivo de IL-8
representa um promissor horizonte no
controle das lesdes de origem inflamatdria
com potencial para o tratamento e prevengao
da laminite equina (Bizzarri, et al. 2000,
Coelho et al. 2008). O antagonista de
CXCRI1/CXCR2 usado neste experimento
(reparixina) ¢ um antagonista alostérico nao
competitivo que inibi o padrdo de sinalizagdo
intracelular sem afetar a capacidade de
ligagdo do receptor. Assim, a reparixina
potencialmente inibe uma grande variedade
de atividades biologicas induzidas por IL-8
(Souza et al. 2004, Bizzarri, et al. 2000,
Gorio et al. 2007, Zarbock, et al. 2008,
Marsh e Flemming, 2011). Apesar das
recentes evidéncias da participacdo de
leucocitos na origem da laminite (Fontaine et
al. 2001, Belknap et al. 2007, Faleiros et al.
2009a, 2009b, Faleiros et al. 2011, Lunn e
Hurley, 2009) e do potencial terapéutico de
reparixina na migragdo de neutrofilos,
nenhum estudo com essa droga havia sido
conduzido na espécie equina.

Os objetivos dessa pesquisa foram verificar a
tolerdncia de equinos a aplicagdo de
reparixina pela via intravenosa e verificar
sua agdo sobre os sinais clinicos e
pardmetros hematolégicos de cavalos com
endotoxemia induzida por oligofrutose em
um modelo de laminite aguda.

MATERIAL E METODOS
O experimento foi aprovado pelo Comité de
ética sobre experimentagdo animal da

UFMG (CETEA/UFMG 225/2009). Foram
utilizados doze equinos sem raga definida
(quatro machos e oito fémeas, idade média
de 7 + 3,5 anos, pesando 305 = 35 kg, escore
corporal 5 £+ 1), sem histérico prévio de
claudicagdo relacionada aos cascos e
previamente adaptados por 2 semanas ao
confinamento em baia e a uma dieta
exclusiva a base de feno de graminea
(Cynodum sp). Os animais foram divididos
aleatoriamente em dois grupos, ndo tratado
(n=6) e tratado (n=6). No tempo considerado
zero (TO), todos os animais receberam 10
g/kg de peso vivo de oligofrutose (Raftilose
P95 — Embrafarma Produtos Quimicos e
Farmacéuticos Ltda) diluidos em 3 litros de
agua, via sonda naso-gastrica (van Eps e
Pollit, 2006). Nos tempos 6, 12, 18 e 24
horas, os animais do grupo tratado
receberam, por infusdo intravenosa durante
10 minutos, 30 mg/kg (Souza et al. 2004) de
peso vivo de reparixina base diluidos em 500
ml de salina estéril 0,9% e filtrados em filtro
bacteriologico de 0,22pm (Biofil syringe
filter, Jet Biofil, www.jetbiofil.com).

Nos tempos 0, 12, 36 e 72 horas, 3 biopsias
de cada casco foram coletadas
sequencialmente no membro posterior
esquerdo (TO), posterior direito (T12),
anterior direito (T36) e anterior esquerdo
(T72). As bidpsias tiveram como objetivo
um estudo paralelo sobre histologia e
biologia molecular.

Os animais foram monitorados clinicamente
nos tempos 0, 6, 12, 18, 24, 36, 48, 60 ¢ 72
horas. Os seguintes parametros foram
avaliados: frequéncias cardiaca e
respiratoria, temperatura retal, coloragdo de
membranas mucosas, presenca e intensidade
de pulso digital, presenca e intensidade dos
sons intestinais, sensibilidade ao exame com
pinca de casco e grau de claudicacdo
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segundo Obel (1948) citado por Pollit
(1996).

Apos o exame clinico, amostras de sangue
foram coletadas pela puncao da veia jugular,
acondicionadas em trés tubos distintos (sem
anticoagulante, com dacido etileno-diamino-
tetracético - EDTA e com fluoreto) e
refrigeradas imediatamente até a realizacdo
de hemograma e separacdo de soro e plasma.

As amostras de sangue sem anticoagulante
foram centrifugadas por 5 min, a 3000 G até
completar a separagdo da fracdo liquida
(soro), que foi armazenada em freezer a -
18°C. As amostras congeladas foram
submetidas as andlises bioquimicas em no
maximo sete dias.

As seguintes analises hematologicas e
bioquimicas foram realizadas: hemograma,
glicose, uréia, creatinina, lactato, CK, ALT,
AST, FA, GGT, bilirrubina total e proteina
total. Para determinagdo do volume globular
(VG) foi utilizada a técnica de micro-
hematocrito com centrifugacdo durante 10
min a 10000 rpm. A concentragdo de
proteina plasmatica total foi determinada por
refratometria. A contagem das células
sanguineas foi realizada em aparelho
automatico através da técnica de impedancia
elétrica (ABACUS JUNIOR VET). A
contagem diferencial dos leucdcitos foi
realizada em esfregacos sanguineos corados
com pandtico, avaliando-se 100 células. Para
mensuragdo da glicemia foram utilizadas
amostras de plasma em fluoreto, obtidas
apos centrifugacdo. Para todas as variaveis
bioquimicas foram utilizados kits comerciais
da marca Synermed”. Todas as anilises
bioquimicas foram realizadas em aparelho
espectrofotométrico automatico (Cobas-Mira
Plus).
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Os dados foram submetidos a anélise pelo
programa Prism 5 for Windows (version
5.00 Trial, March 2007), utilizando o teste de
normalidade KS normality test e andlise de
variancia (ANOVA), seguido do teste de
Student Newman Keuls para comparacdo de
médias considerando-se dados paramétricos.
Para dados ndo paramétricos usou-se o teste
de Mann Whitney para comparagdo de
tratamentos entre tempos e o teste de
Friedmann para comparar tempos em cada
grupo. Para todas as analises utilizou-se um
nivel de significancia de P< 0,05.

RESULTADOS

A analise separada dos grupos ndo
demonstrou nenhuma alteracdo significativa
do tratamento ao longo dos tempos
avaliados. Dessa forma, optou-se pela
avaliacdo de todos os animais (tratados e ndo
tratados) em conjunto. Foi observado
aumento da frequéncia cardiaca nos tempos
36 e 48 horas (Figura 1)
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Figura 1. Variagdo na frequéncia cardiaca em equinos com
laminite induzida por oligofrutose (10g/kg) (p<0,05).

Entretanto n3o foi observada alteragdo da
frequéncia respiratoria em nenhum dos dois



grupos. Com 24 e 36 horas, houve elevacao
da temperatura retal (Figura 2) e a partir de
36 horas foi observado aumento do escore de
claudicagdo segundo Obel que se manteve
até o fim do experimento (Fig 3).

Temperatura Retal

40.04
* *

37.54

Celsius

35.0-

Horas

Figura 2. Variagdo na temperatura retal em equinos com
laminite induzida por oligofrutose (10g/kg) (p<0,05).
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Com relagdo a sensibilidade do casco ao
exame de pingca, nenhum animal apresentou
sinal positivo. A presenca de pulso digital
apareceu entre 18 e 24 horas e permaneceu
até o fim do experimento. Diarréia foi um
sinal clinico presente em todos os animais e
teve inicio as 12 horas, terminando as 48
horas. A maioria dos animais estava com
diarréia as 24 (10/12) e 36 horas (9/12).
Congestao de mucosa foi notada em todos os
animais entre 24 e 48 horas e metade
manteve a congestdo até o fim do
experimento. A maioria dos animais
apresentou motilidade intestinal normal
durante todo o experimento com um
aumento coincidindo com o periodo de
diarréia. Contudo, dois animais apresentaram
hipomotilidade entre 36 e 48 horas. Metade
dos animais permaneceu por longos periodos
em decubito e foram inapetentes durante o
periodo de diarréia.

As principais alteracdes hematologicas
observadas foram o aumento da contagem
leucocitaria 48 horas ap6s a indugdo (Figura

4), elevagdo no hematdcrito no tempo 18
horas e diminui¢do ao final do experimento
(72 horas) (Figura 5), diminuicdo na
contagem de hemadacias e nos niveis de
hemoglobina no tempo 72 horas (Figura 6),
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Fig 3. Variagdo no grau de claudicagdo segundo Obel
(1948 em equinos com laminite induzida por oligofrutose

(10g/kg) (p<0,05).
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Fig 4. Variacdo na leucometria em equinos com laminite
induzida por oligofrutose (10g/kg) (p<0,05).
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Figura 5. Variagdo no hematocrito em equinos com laminite
induzida por oligofrutose (10g/kg) (p<0,05).
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Figura 6. Variagdo na contagem de hemacias totais e
concentragdo de hemoglobina em equinos com laminite
induzida por oligofrutose (10g/kg) (P<0,05).

Nao houve alteragdes significativas nas
varidveis proteinas totais e contagem de
plaquetas.

Uma elevagdo significativa na glicemia
ocorreu no tempo 36 horas (p<0.001).
(Figura 7). Houve um aumento significativo
da creatinina sérica no tempo 36 horas. Por
outro lado, houve uma reducao da uréia no
tempo 18 horas com recuperagdo dos niveis
anteriores no tempo 60 horas (Figura 8).
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Figura 7. Variag¢do nos niveis de glicose em equinos com

laminite induzida por oligofrutose (10g/kg) (P<0,05)

Creatinina
4
*
3-
3
B 21
g
14
0-

O © O & P P P &
Tempo(h)
uréia

80-

60-
3
S 407 *
£

20

0-

S © O @ P P W
Tempo(h)

Figura 8. Variagdo nos niveis de creatinina e uréia em equinos
com laminite induzida por oligofrutose (10g/kg) (P<0,05).

Novamente, no tempo 36 horas houve
elevagdo nos niveis de ALT e bilirrubina
total com persisténcia da hiperbilirrubinemia
no tempo 48 horas (Figura 9). Nas outras
variaveis bioquimicas (lactato, albumina,



GGT, FA, AST, CK) ndo houve alteragoes
significativas.
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Figura 9. Variagdo nos niveis de ALT e Bilirrubina em

equinos com laminite induzida por oligofrutose (10g/kg)
(p<0,05).

DISCUSSAO

Todos os cavalos utilizados neste estudo
desenvolveram sinais compativeis com
endotoxemia (febre, leucocitose, diarréia e
mucosas congestas) e laminite, confirmando
a validade do modelo experimental. De fato,
a dose de 10 g/kg de peso vivo de
oligofrutose (Raftlose P95), usada neste
experimento, tem sido preconizada como
padrdo para indugdo de laminite em equinos
(van Eps e Pollitt, 2006, Visser e Pollitt,
2011, Visser e Pollitt, 2012, van Eps et al.
2012). Contudo, a utilizagdo da reparixina na
dose de 30mg/kg de pv administrados a cada

6 horas por 4 aplicagdes ndo foi capaz de
impedir o desenvolvimento dos sinais de
endotoxemia e de laminite.

O aumento da frequéncia cardiaca coincidiu
com o periodo de diarréia, podendo ser uma
resposta compensatéria a hipovolemia ou
uma manifestacao de desconforto
apresentado pelos animais. Além disso, a
endotoxemia provocada pelo modelo de
inducdo de laminite pode por si mesma,
elevar a frequéncia cardiaca. O aumento da
temperatura no periodo precedente ao
aumento da frequéncia cardiaca também
sugere a presenca de endotoxemia (van Eps e
Pollitt, 2006). O aumento da motilidade
intestinal no mesmo periodo da diarréia
indica o aumento da passagem da ingesta e,
possivelmente, propiciou o aparecimento de
espasmos responsaveis pelo desconforto
abdominal. Por outro lado ndo houve
alteracdo da frequéncia respiratéria e dos
niveis de lactato, sugerindo que o quadro de
diarréia nao foi capaz de alterar o equilibrio
acido-base.

Os sinais de claudicagdo foram observados a
partir de 36 horas da inducdo com
oligofrutose, corroborando a observagdo do
inicio dos sinais de laminite em tempo
semelhante no modelo proposto por van Eps
& Pollitt (2006). Contudo, o grau de
claudicagdo visto neste estudo foi aquém do
observado pelos outros autores, mesmo com
a possibilidade de as lesdes provocadas pelos
procedimentos de bidpsia poderem ter
aumentado o grau de claudicac¢do. Especula-
se sobre a influéncia do peso dos animais,
uma vez que se utilizaram animais trotadores
americanos no primeiro estudo, embora nao
mencionado pelos autores, o peso médio
dessa raca ¢ em torno de 450 kg. O peso
médio dos animais em nosso experimento foi
de 305 kg. Outra consideracdo ¢ o fato dos
animais poderem apresentar um fenotipo
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metabolico diferente da outra raga estudada e
dessa forma reagirem de forma mais branda
a um desafio semelhante com oligofrutose.
Considera-se ainda que a hemorragia
provocada pela coleta de bidpsias possa ter
promovido a perda de elementos capazes de
induzir a laminite (padrdes moleculares
associados a patdgenos ou ao dano tecidual,
PAMPs e DAMPs respectivamente). Da
mesma forma, a hemorragia pode ter
provocado a perda do fairmaco (reparixina),
atenuando seus efeitos.

A fase de desenvolvimento da laminite ¢
considerada como o periodo entre o
aparecimento do fator desencadeante e o
inicio da claudicagdo. A fase aguda ¢ o
periodo desde o aparecimento da claudicacao
até 72 horas ou o inicio da rotagdo da falange
distal  (Pollitt, 2007). Na fase de
desenvolvimento e na fase aguda da laminite
contempladas nesse experimento, as lesdes
se concentram na porc¢ao submural do estojo
corneo, ndo havendo comprometimento do
corium solear. Assim, devido a natureza
mais maledvel da sola em comparagdo com a
muralha, a pressdo exercida pela pinca de
casco tende a deformar somente a sola,
poupando as dareas comprometidas pelas
lesdes iniciais da laminite aguda. Dessa
forma, a sensibilidade da sola ao exame com
pinca de casco ocorre somente quando ha
isquemia provocada pelo deslocamento
palmar da falange distal e pode, dessa forma,
estar ausente nas fases iniciais da laminite.

Outro achado consistente observado no
modelo de indugdo utilizado foi a presenga
de diarréia em todos os animais entre 12 e 48
horas. A duracdo de até¢ 48 horas foi maior
que a observada no grupo de animais
recebendo a mesma quantidade de
oligofrutose  (10g/kg) no experimento
original (van Eps e Pollitt, 2006). O influxo
osmotico de agua para o lume intestinal

36

associado ao desequilibrio da microbiota
pela alteracdo do pH, ambos provocados pela
chegada abrupta de grandes quantidades de
oligossacarideos ao ceco e colon, foi a causa
provavel da diarréia (Moore et al. 1981,
Clarke et al. 1982, Milinovich et al. 2006,
Milinovich et al. 2010). Nesse mesmo
periodo, observou-se inicialmente uma
queda no nivel plasmatico de uréia o que
pode refletir a perda de amonia pela diarréia.
Posteriormente observou-se um aumento no
nivel de creatinina plasmatica, sugerindo
queda na perfusdo renal devido a
hipovolemia provocada pela diarréia.

O sequestro de grande quantidade de fluidos
no lume intestinal e o aumento do tonus
simpatico devido ao desconforto provocado
pela laminite deveriam ter ocasionado
hemoconcentragdo significativa entre 18 e 36
horas. Contudo, a coleta de biopsia em trés
pontos de cada casco levou a grande perda
sanguinea, o que pode ter atenuado a
elevacdo do hematocrito e proteina total e
mesmo levado a queda do hematdcerito ao
final do experimento.

As lesdes da mucosa intestinal pelos
produtos 4cidos da fermentagdo da
oligofrutose permitem a absor¢do de
endotoxinas que estimulam a produgdo de
leucécitos (Milinovich et al. 2006, Belknap,
2010), justificando o aparecimento de
leucocitose no tempo 48 horas. Embora os
animais desenvolvessem sinais sistémicos
compativeis com endotoxemia (febre,
diarréia e mucosas congestas) e SIRS, uma
esperada  leucopenia inicial ndo foi
observada. Em geral, sinais graves de SIRS
cursam com leucopenia em varias situagdes
clinicas assim como na laminite induzida
pelo fornecimento de extrato de nogueira
preta (Juglans nigra). Contudo, leucopenia
ndo tem sido observada em cavalos



submetidos & sobrecarga com carboidratos
(Faleiros et al. 2011a)

O desenvolvimento de hiperglicemia no
tempo 36 horas corrobora os achados de um
estudo anterior onde foram observados
elevagdes nos niveis de glicose e insulina no
mesmo periodo (van Eps e Pollitt 2006).
Apesar dos produtos da fermentacdo
servirem como fonte energética apos
absorvidos, € pouco provavel que o aumento
da glicemia tenha alguma ligagdo direta com
esse evento. Por outro lado, tem sido
demonstrada uma consideravel elevacao nos
niveis de cortisol precedendo a elevagdo da
glicose no mesmo modelo (van Eps e Pollitt,
2006). Dessa maneira, ¢ provavel que a
hiperglicemia transitéria observada nesse
experimento seja atribuida aos efeitos
diabetogénicos do cortisol e ndo a absorcao
de acidos graxos volateis no intestino grosso
seguida de neoglicogénese no figado
(Mackay, 1992, Moore e Barton, 2003)

O aumento da transaminase ALT as 36 horas
e da bilirrubina com 36 e 48 horas sdo
compativeis com lesdo hepatocelular.
Contudo, ndo foram observadas diferencas
significativas entre os animais tratados e ndo
tratados com reparixina, sugerindo que as
alteracdes hepaticas foram causadas pela
endotoxemia e ndo por toxicidade da droga.
A inapeténcia exibida por animais febris e a
hemoconcentra¢do devido a diarréia podem
ter contribuido para a elevagdo da bilirrubina
e ALT (Mackay, 1992, Moore e Barton,
2003).

CONCLUSAO

Nao foram observadas quaisquer reagdes
adversas  clinicas ou  hematoldgicas
relacionadas ao uso intravenoso da
substancia reparixina. Contudo essa, quando
administrada na dose de 30 mg/kg de peso

vivo, 4 vezes ao dia, por 4 aplicagdes, ndo
foi capaz de prevenir os sinais clinicos e as
alteracdes hematologicas causadas pela
endotoxemia na espécie equina. Dessa
forma, estudos adicionais utilizando outras
doses e outros regimes de tratamento devem
ser conduzidos uma vez que o farmaco tem
sido eficaz em outras espécies.
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CAPITULO 3

Alteracdes histologicas e imunohistoquimicas das lamelas do casco de equinos submetidos ao
modelo de laminite induzida por oligofrutose, tratados ou nio com um agente antagonista de
receptores CXCR1/2
Leonardo R. de Lima®, Heloisa M.F. Mendes?, Jessica F. Magalhiesz, Ludmila Markowitz,
Carolina B. Cavalcanti’. Fabiola O. Paes Lemez, Mauro M Teixeira, Rafael R.Faleirosz,

RESUMO

Os receptores CXCR1 e CXCR2 acoplados a proteina G (GPCRs) tém alta afinidade por
quimiocinas glutamina-leucina-arginina positivas (CXC ERL+) e tem como caracteristica comum
a habilidade de recrutar neutroéfilos ao tecido inflamado. O aumento da expressdo de citocinas pro-
inflamatorias (IL-1, IL-6, IL-8) no estdgio de desenvolvimento da laminite, indica que a presenca
de quimiocinas atrativas de leucocitos pode desempenhar importante papel na migracdo
leucocitaria nos eventos iniciais da laminite. O bloqueio seletivo dos receptores CXCR1 e CXCR2
como alvo terapéutico ainda ndo foi avaliado na laminite equina. O objetivo desse estudo foi
avaliar a acdo de um antagonista de CXCR1 e CXCR2 sobre as lesdes histoldgicas iniciais e-
sobre a infiltracdo leucocitaria no tecido lamelar na laminite induzida por oligofrutose. Doze
equinos receberam oligofrutose (10g/kg de pv PO no tempo 0 e foram divididos em 2 grupos:
tratados (30 mg/kg p.v. de reparixina IV nos tempos 6, 12, 18 e 24 h) e ndo tratados. Trés biopsias
foram colhidas nos tempos 0, 12, 36 ¢ 72 h nos cascos posterior esquerdo, posterior direito,
anterior direito e anterior esquerdo, respectivamente. Um escore de 0 a 6 foi aplicado as lesdes
avaliadas microscopicamente em lamelas coradas por PAS e outro escore de 0 a 5 foi usado para a
marcacdo imunohistoquimica para Calprotectina nas células epidérmicas e nos leucdcitos da
derme. Nao foi possivel o estudo do infiltrado leucocitario devido a limitagdes da técnica de
biopsia. A reparixina minimizou as lesdes no tecido lamelar.

Palavras chave: cavalos, laminite, neutrofilos, quimiocinas, reparixina.

ABSTRACT

CXCRI e CXCR?2 receptors coupled to G protein (GPCRs) have high affinity to glutamin-leucin-
arginin positive chemokines (CXC ERL+) and have as common characteristic the ability to recruit
neutrofils to the inflamed tissue. Over expression of proinflammatory cytokines (IL-1, IL-6, and
IL-8) in the developmental phases indicates that leukocytes attractive chemokines could be
involved in the initial events of laminitis. Selective blockage of CXCRI and CXCR2 receptors as
therapeutic target has not been evaluated in equine laminitis. The objective of this research was:
to evaluate the effects of a CXCRI/ CXCR2 antagonist drug over the initials microscopic lesions
and over the leukocyte infiltrate on lamellar tissue in oligofructose induced laminitis. Twelve
horses were given oligofructose (10g/kg bw PO) on time 0 and divided in two groups: treated (30
mg/kg bw. of reparixin IV, times 6, 12, 18 e 24 h) and no treated. Three biopsy samples were taken
on times 0,12,36,72 hours on hooves left hind, right hind, right front and left front, respectively. A
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score from 0 to 6 was applied to lesions in PAS stained slides and 0 to 5 score was applied for
calprotectin stain in epidermal cells. The study of leucocytes infiltrate was not possible due
technical limitations. In conclusion, reparixin ameliorated the lamellar damage.

Keywords: horse, laminitis, neutrophils, chemokine.

INTRODUCAO

Embora os cascos dos equideos sejam
extremamente resistentes as exigéncias do
meio externo, a destruicdo de sua
microestrutura pela laminite tem
consequéncias catastréficas  para  a
sobrevivéncia do individuo acometido. A
perda da  integridade da  juncdo
dermoepidérmica resulta na falta de adesdo
do casco ao esqueleto, permitindo variados
graus de deslocamento entre o estojo corneo
e a falange distal, produzindo imcapacidade
de sustentacdo do peso e de locomogao.
Assim, desde o inicio das pesquisas com
laminite, tem se estabelecido uma forte
correlagcdo entre os danos microestruturais e
a gravidade dos sinais clinicos (Pollit, 1996).

Apesar do colapso da juncao
dermoepidérmica ser comum a laminite de
variadas etiologias, o evento inicial que
deflagra a faléncia estrutural ainda é pouco
compreendido (Katz e Baley 2012). A
infiltracdo de leucdcitos a partir da corrente
sanguinea e a ativacdo de leucdcitos
residentes como parte de um evento a
distancia associado a inflamacao sist€émica
(SIRS) tém sido defendidos como hipdteses
provaveis (Black et al. 2006, Hurley et al.
2006; Belknap et al. 2007; Loftus et al. 2007,
Stewart et al. 2009, Faleiros et al. 2011). O
aumento da expressdo de citocinas pro-
inflamatérias (IL-1, IL-6, IL-8), no estagio
de desenvolvimento da laminite, indica que a
presenca de quimiocinas atrativas de
leucocitos pode desempenhar importante
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papel na migracdo leucocitaria nos eventos
iniciais da laminite (Belknap et al. 2007,
Faleiros et al. 2009a, Faleiros et al. 2011b).
Receptores CXCR1 e CXCR2, acoplados a
proteina G (GPCRs), tém alta afinidade por
quimiocinas glutamina-leucina-arginina
positivas (Mukaida, 2003, Kim et al. 2011).
Quimiocinas tém sido detectadas em varios
tecidos humanos e equinos afetados por
condi¢des inflamatorias associadas com
grave infiltracdo neutrofilica (Franchini et al.
2000, Giustizieri et al. 2001, Woodman et al.
2006, Ainsworth et al. 2006). O bloqueio
farmacologico seletivo de CXCR1 e CXCR2
representa um promissor horizonte no
controle das lesdes de origem inflamatdria
com potencial para o tratamento e prevengao
da laminite equina (Bizzarri, et al. 2000,
Coelho et al. 2008).

O antagonista de CXCRI1/CXCR2 usado
nesse experimento (Reparixina) ¢ um
antagonista alostérico ndo competitivo e
potencialmente inibe uma grande variedade
de atividades bioldgicas induzidas por
quimiocinas (Bizzarri et al. 2006, Souza et
al. 2004, Gorio et al. 2007, Marsh e
Flemming, 2011, Zarbock et al. 2008).
Reparixina reduziu a degeneracdo secundaria
na medula espinhal de ratos em um modelo
de trauma. A droga foi capaz de reduzir a
apoptose de oligodendrocitos, a infiltragdo
neutrofilica e de células ED-2 positivas.
Além disso, foi observada uma taxa de
recuperacdo superior da movimentacdo nos
membros pélvicos nos animais tratados
(Gorio et al. 2007). Da mesma forma,



reparixina inibiu a adesdo de neutro6filos ao
endotélio de vasos sinoviais, reduzindo o
recrutamento de neutréfilos na membrana
sinovial e aliviando os danos teciduais em
um modelo de artrite em ratos (Coelho et al.
2008). Reparixina também foi capaz de
reduzir as lesdes provocadas pela isquemia e
reperfusao do intestino de ratos por diminuir
a permeabilidade vascular e o influxo de
neutréfilos (Souza et al. 2004).

Apesar das recentes evidéncias da
participacdo de leucdcitos na origem da
laminite (Fontaine et al. 2001, Belknap et al.
2007, Faleiros et al. 2009a, Faleiros et al.
2009b, Faleiros et al. 2011a) e do potencial
terapéutico da reparixina sobre a migracao
de neutrofilos, nenhum estudo com essa
droga havia sido conduzido na espécie
equina.

O objetivo desse estudo foi avaliar a agdo de
um antagonista de CXCR1 e CXCR2 sobre
as lesdes histologicas iniciais e sobre a
expressao de calprotectina no tecido lamelar
na laminite equina induzida por oligofrutose.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi aprovado pelo Comité de
ética sobre experimentagdo animal da
UFMG (CETEA/UFMG 225/2009).

Foram utilizados doze equinos sem raga
definida (quatro machos e oito fémeas, idade
média de 7+ 3,5 anos, pesando 305 + 35 kg,
escore corporal 5 = 1), sem historico prévio
de claudicagdo relacionada aos cascos e
previamente adaptados por 2 semanas ao
confinamento em baia e a uma dieta
exclusiva a base de feno de graminea
(Cynodum sp). Os animais foram divididos
aleatoriamente em dois grupos: controle
(n=6) e tratado (n=6). No tempo
considerado zero (T0), todos os animais

receberam 10 g/kg de peso vivo de
oligofrutose (Raftilose P95 — Embrafarma
Produtos Quimicos e Farmacéuticos Ltda)
diluidos em 3 litros de dgua, via sonda naso-
gastrica (van Eps e Pollit, 2006). Nos tempos
6, 12, 18 e 24 horas, os animais do grupo
tratado receberam, por infusdo intravenosa
durante 10 minutos, 30 mg/kg (Souza et al.
2004) de peso vivo de reparixina base
diluidos em salina estéril 0,9% e filtrados em
filtro bacterioldgico de 0,22pm (Biofil
syringe filter, Jet Biofil, www jetbiofil.com).

Nos tempos 0, 12, 36 e 72 horas, trés
biopsias de cada casco foram coletadas: no
membro pélvico esquerdo (TO0), pélvico
direito (T12), toracico direito (T36) e
toracico esquerdo (T72). Os animais foram
sedados com xilazina 10% (1 mg/kg peso
vivo 1V) e os cascos foram desensibilizados
através anestesia perineural (5 ml de
lidocaina 2% em cada ramo no nervo
palmar/plantar) ao nivel da superficie abaxial
dos ossos sesamoides proximais. Para
obtenc¢do das bidpsias, trés perfuragdes com
broca de 8 mm de didmetro foram feitas na
muralha dorsal. Evitou-se o alinhamento
entre os furos para ndo fragilizar
transversalmente a muralha. As perfuragoes
com broca terminavam quando se atingia a
linha branca e era possivel, através de
palpagdo com pinga, perceber um tecido
mais macio. Nesse momento, a broca era
removida da furadeira e trocada por um
sacabocado (punch) de 6 mm de diametro
interno. O punch era entdo avangado sob alta
rotagdo até a superficie dorsal da falange
distal (Magalhdes et al. 2012) (Figuras 1 e
2). As amostras obtidas foram armazenadas
em formalina tamponada 10% para estudos
histologicos. As perfuracdes eram
tamponadas com gaze até que a hemorragia
cessasse e entdo eram fechadas com
polimetilmetacrilato (Jet, Artigos
Odontolégicos Classico, Ltda).
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Figura 1- Remogdo do extrato cérneo com furadeira e broca
para obtengdo de bidpsia do casco

Figura 2- Uso do Punch acoplado a furadeira para remogéo do
tecido lamelar

As amostras foram fixadas em formalina
tamponada 10% e inclusas em parafina.
Cortes histologicos com Sum de espessura
foram corados com Acido Periodico de Shiff
(PAS). A coloracdo com PAS foi utilizada
para  observagdo de  anormalidades
associadas com a membrana basal (MB) e
com os ceratinocitos. Utilizou-se o sistema
de graduagdo histologica proposto por
Faleiros et al (2011) em que o método
proposto por Pollitt (1996) foi modificado,
incluindo 3 novos graus (1-3) para melhor
descricdo das alteragdes ocorridas nas
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lamelas antes da degradagdo da membrana
basal (Tabela 1).

Com o objetivo de localizar leucdcitos nos
cortes histologicos, a immunohistoquimica
para Calprotectina foi realizada (Faleiros et
al. 2009). Cortes histologicos com Spm de
espessura foram aderidos em lamelas de
vidro gelatinizadas. Realizou-se a
desparafinizacdo em xilol ¢ em seguida a
hidratacdo dos cortes em  gradiente
decrescente de alcool etilico. A recuperacao
antigénica foi realizada com proteinase K
(20pg/mL) durante 5 minutos. A inativagdo
da peroxidase enddgena foi feita com
peréxido de hidrogénio a 9% durante 15
minutos em dois banhos consecutivos.

Tabela 1. Escores de lesdes microscOpicas em amostras de
tecido lamelar coradas com PAS (Faleiros et al. 2011)

ESCORE ACHADOS HISTOLOGICOS
PAS
0 Ceratindcitos basais com nucleos elipticos em

angulo reto com a MB. Lamelas epidérmicas
secundarias (LES) com o topo arredondado. O
apice das lamelas dérmicas secundarias (LDS)
esta proximo do eixo ceratinizado (largura de 1
a 2 células basais em distincia)

1 Até 50% dos nticleos dos ceratindcitos basais
estdo arredondados. Nenhuma outra alteragdo
evidente.

2 Maioria dos nucleos dos ceratindcitos basais
esta arredondada. Nenhuma outra alteragio
evidente.

3 Maioria dos nucleos dos ceratindcitos basais
esta arredondada e até 50% dos topos das LES
encontram-se alongados com as células basais
se destacando da MB.

4 (Graul Maioria dos nucleos dos ceratindcitos basais
Pollitt) esta arredondada e a maioria dos topos das
LES encontra-se alongada com as células

basais se destacando da MB.

5(Grau2  Alongamento das LES e aumento da distancia
Pollitt) do apice da LDS ao eixo ceratinizado,
caracterizando o descolamento da MB

6 (Grau3 A maioria das LES estd separada da LDS.
Pollitt) Existe quebra da MB e desorganizagao cellular
na LES.

Nesse novo sistema, os graus de 1 a 3
originais foram representados pelos graus 4 a
6. Todos os cortes foram analisados por um




investigador alheio aos tempos de coleta e
aos grupos de tratamento.

O anticorpo primario (MAC387, abcam) na
dilui¢do 1:250 foi incubado a 37°C por 1
hora e 30 minutos. Utilizou-se anticorpo
secundario  anti-IgG de camundongo
incubado na diluicdo de 1:100 por 30
minutos. Para a identificacdo de marcagoes
utilizou-se o sistema ABC incubado por 30
minutos seguido do cromoégeno Novared
(Vector Laboratories Inc.) por 5 minutos. A
analise dos cortes para imunohistoquimica
foi feita por um pesquisador alheio aos
grupos de tratamento. Um escore de 0 a 5 foi
aplicado para cada amostra de acordo com a
marcacdo imunohistoquimica das células
epidérmicas: (0) nenhum sinal, (1) manchas
de sinais localizados, (2) presenca de areas
de sinais difusos em até 25% das lamelas
epidérmicas (3) presenca de areas de sinais
difusos entre 25 e 50% das lamelas
epidérmicas e alguns leucdcitos na derme,
(4) presenca de areas de sinais difusos entre
50 e 75% das lamelas epidérmicas, (5)
presenca de areas de sinais difusos em mais
de 75% das lamelas epidérmicas.

Os dados foram submetidos a analise pelo
programa Prism 5 for Windows (version
5.00 Trial, March 2007) Usou-se o teste de
Mann Whitney para comparagdo de
tratamentos entre tempos ¢ tempos em cada
grupo. Para todas as andlises utilizou-se um
nivel de significancia de P< 0,05.

RESULTADOS

Apbs a retirada das amostras houve intensa
hemorragia nas perfuragdes que cessaram
com tamponamento com gaze (Figura 3). Os
animais toleraram bem o procedimento sem
nenhuma intercorréncia indesejavel.

O método de coleta das bidpsias utilizando
punch acoplado a uma furadeira permitiu a
obten¢do de amostras adequadas ao estudo
da epiderme e jung¢do dermoepidérmica
(Figura 4 e 5). Contudo, ndo foi possivel
avaliar a presenca de leucocitos nas lamelas
devido a auséncia de derme sublamelar.

Figura 3- Intensa hemorragia ap6s a remogdo das amostras de
tecido lamelar.

Figura 4- Remogdo da amostra de tecido lamelar obtidas
através do uso de punch acoplado a uma furadeira.

No grupo tratado ndo houve aumento do
escore de PAS em nenhum dos tempos
(Figura 6). Os animais nesse grupo tiveram
escore entre 1 e 2 (Figura 7). Nos tempos 12
e 36 horas houve um aumento significativo
(p<0,048 e p<0,044, respectivamente) do
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escore de alteracdes morfologicas ao exame
microscopico do tecido lamelar corado pela
técnica de PAS (escore de PAS) no grupo
ndo tratado (Figura 6). A maioria dos
animais nesse grupo apresentou escore entre
2 e 3 (Figura 8)

Figura 5- Amostras de tecido lamelar obtidas através do uso
de punch acoplado a uma furadeira.
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Figura 6 - Escore de alteragdes histologicas no tecido lamelar
em equinos com laminite induzida por oligofrutose (10g/kg) e
tratados ou ndo com reparixina (30mg/kg) (p<0,05)
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Figura 7 - Fotomicrografia de lamela secundaria
apresentando escore 1. Até 50% dos nticleos dos ceratindcitos
basais estdo arredondados. Nenhuma outra alteragdo evidente.

Figura 8 - Fotomicrografia de lamela secundaria
apresentando escore 3. Maioria dos niicleos dos ceratindcitos
basais estd arredondada e até 50% dos topos das LES
encontram-se alongados com as células basais se destacando
da MB.

Nao houve diferenca significativa entre os
grupos tratados e controle com relagdo a
marcacdo de calprotectina na epiderme nos
diferentes tempos analisados. Contudo,
considerando em conjunto todos os animais,
houve uma diferenca significativa entre os
tempos 0 e 72 horas na marcagdo das células
epidérmicas (p<0,02) (Figura 9).
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Figura 9- Escore de Calprotectina como marcador de lesdo
das células epiteliais no tecido lamelar em equinos com
laminite induzida por oligofrutose (10g/kg) (p<0,05).

Figura 10- Fotomicrografia de lamela secundaria em equino
com laminite induzida por oligofrutose (10g/kg),
apresentando escore 0 de Calprotectina.

Figura 11- - Fotomicrografia de lamela secundaria em equino
com laminite induzida por oligofrutose (10g/kg),
apresentando escore 3 de Calprotectina.

DISCUSSAO

O estudo histologico do tecido lamelar
depende da coleta de amostras bem
preservadas. Isso tem sido feito, na maioria
das vezes, apds a eutanasia dos animais.
Dessa forma, em experimentos em que se
avalia a evolugdo das lesdes ao longo do
tempo, € necessaria a eutanasia nos tempos
estudados, aumentado a necessidade de
grupos amostrais maiores. Foi demonstrado
recentemente que as lesdes histologicas da
laminite experimentalmente induzida se
desenvolvem homogeneamente em todos os
4 cascos (Leise et al. 2012). Assim, coletas
seriadas em um mesmo animal, em cada
casco, em diferentes tempos, diminuem a
varia¢do individual na laminite experimental
e minimizam o uso de animais. Optou-se por
iniciar as bidpsias nos membros pélvicos
uma vez que na fase inicial as lesdes
lamelares tendem a ser semelhantes nos
quatro membros. Com o passar do tempo, 0s
membros tordcicos tendem a ser mais
acometidos em virtude de sustentarem uma
maior propor¢do do peso (Leise et al 2012).
Dessa forma, a chance de encontramos
diferengas nos membros anteriores seria
maior nos tempos 36 e 72 horas.
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A coleta de amostras de tecido lamelar em
equinos que sdo mantidos vivos necessita ser
rapida, pouco traumatica e adequada ao
estudo proposto. Nesse experimento uma
nova técnica de coleta foi utilizada
(Magalhaes et al. 2010). O uso de broca para
o desgaste do extrato corneo e do punch sob
rotacao, utilizando uma furadeira,
proporcionou uma forma fécil e rapida de se
obter amostras de tecido lamelar. Contudo, o
torque exagerado do punch sobre as lamelas
limitou a obtencdo de amostras providas de
derme profunda, limitando sobretudo a
observacdo do infiltrado leucocitario.

O aumento do escore de calprotectina nas
células epidérmicas no tempo 72 horas e as
alteracdes histoldgicas encontradas no grupo
controle evidenciam a eficacia do modelo de
laminite usado nesse estudo, ou seja, 0s
animais desenvolveram laminite. Contudo,
foram observados, de forma consistente,
baixos escores de PAS e de Calprotectina,
sugerindo niveis de danos lamelares e
inflamagdo  relativamente  baixos em
comparagdo com outros estudos utilizando
variados modelos de inducdo de laminite.
Em um estudo em que a mesma dosagem de
oligofrutose foi utilizada em 8 animais, a
média de escore de PAS foi de 2
(correspondente ao escore 5 em nosso
estudo) no tempo de 48 horas (van Eps e
Pollitt, 2006). Embora o tecido lamelar nao
tenha sido avaliado exatamente no tempo 48
horas, a média de escore de PAS encontrada
neste experimento nos tempos 36 e 72 horas
no grupo controle foi aproximadamente 2, ou
seja, a média de score foi inferior a metade
do outro estudo. Em outro experimento
utilizando o modelo de sobrecarga com
carboidratos, metade dos animais
desenvolveu escores de PAS entre 3 e 4 entre
20 e 48 horas, novamente escores acima do
encontrado neste estudo (Faleiros et al.
2011). Contudo os animais ndo apresentaram
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alteragdes significativas no tecido lamelar na
fase de desenvolvimento entre 10 e 20 horas,
o que foi observado a partir de 12 horas
neste experimento. Possivelmente, a oferta
de oligofrutose disponibilize mais facilmente
os carboidratos livres favorecendo as
alteracdes do microambiente intestinal mais
precocemente. Isso levaria a uma absorcao
mais precoce de Padrdes Moleculares
Associados ao Dano (DAMPs) e Padroes
Moleculares Associados aos Patégenos
(PAMPs). DAMPs e PAMPs originadas no
intestino lesado supostamente desencadeiam
as alteragdes origindrias da degradagdo
lamelar (Milinovich et al. 2006; Belknap
2010; Milinovich et al. 2010)

A grande variabilidade amostral e as
limitagdes impostas pelo tamanho das
biopsias possivelmente ndo permitiram a
observagdo de diferencgas significativas nos
grupos tratados e controle em relagdo ao
escore de calprotectina. No entanto, com o
aumento do tamanho amostral (n), quando
todos os animais foram agrupados, foi
possivel observar o aumento do escore de
calprotectina na epiderme lamelar no tempo
72 horas. Isso demonstra que houve stress ou
danos as células epiteliais nesse periodo,
contrastando com os resultados de outro
estudo em que essa alteragdo foi observada
mais precocemente; ou seja, entre 20 e 48
horas (Faleiros et al. 2011). Dessa forma,
além do baixo grau de lesdo identificado
pelos pequenos escores de PAS, o estresse
das células epiteliais pareceu ser mais tardio
em nosso estudo.

O menor grau de inflamagdo encontrado
nesse experimento pode ser atribuido ao
baixo peso da maioria dos animais. A
quantidade limitada da droga testada
disponivel para a realizacdo dessa pesquisa
foi o principal motivo para a utilizagdo de
animais mais leves. Dessa forma, ¢ provavel



que o grau de lesdo microscopica seja
influenciado de alguma maneira pelo peso do
paciente. Por outro lado, a origem
heterogénea dos animais, sendo a maioria
oriunda de servicos de apreensdo e, portanto,
habituados a condi¢des precarias de
subsisténcia, pode ter contribuido para uma
possivel resisténcia ao desenvolvimento da
laminite. Citocinas antiinflamatorias ou
enzimas protetoras da acdo oxidativa de
radicais livres poderiam estar super
expressas no tecido desses animais. Além
disso, a hemorragia provocada pelos
procedimentos de bidpsia pode ter
contribuido para a perda das moléculas
deflagradoras da inflamacdo lamelar. Vale
ressaltar que ha cerca de 2000 anos, e
mesmo hoje em dia em algumas praticas
empiricas, a sangria continua sendo usada
como tratamento da laminite (Heymering,
2010). Contudo, essas hipoteses precisam
ser confirmadas por estudos adicionais.

Pela primeira vez, um antagonista dos
receptores de CXCR1 e CXCR2, foi
estudado em equinos. A auséncia de
aumento no escore de PAS no grupo tratado
sugere que o farmaco foi capaz de atenuar os
danos ao tecido lamelar em equinos com
laminite  induzida pelo modelo de
oligofrutose. Adicionalmente, em um estudo
paralelo de biologia molecular (capitulo 4)
foi observada a supressdo da expressdo de
IL-1B e IL-6 nas mesmas amostras no tempo
(T12) no grupo tratado. Isso sugere
fortemente a a¢do de reparixina em atenuar
lesdes lamelares mediadas pela acdo dessas
citocinas. Enfatiza-se ainda que alguns
animais no grupo controle adquiriram o
escore 3, significando perda de adesdo das
cé¢lulas epidérmicas a membrana basal. No
grupo tratado nenhum animal ultrapassou o
escore 2. Dessa forma, esses achados
sugerem que a reparixina preveniu o colapso

da jungdo dermo-epidérmica, a lesdo chave
da faléncia lamelar.

Os efeitos da reparixina observados neste
estudo puderam ser percebidos com os
animais tratados por 24 horas (30 mg/kg a
cada 6 horas). Apesar das lesdes articulares
terem sido minimizadas pela aplicagdo de
reparixina 40 minutos antes, 3 e 6 horas
depois da inducdo de artrite em ratos
(Coelho et al. 2008) ou imediatamente antes
da reperfusdo do intestino em ratos (Souza et
al.2004), os melhores resultados terapéuticos
no trauma da medula espinhal em ratos
requereram tratamento por 7 dias (Gorio et
al. 2007). Assim, ¢ provavel que um
tratamento  mais  prolongado  poderia
apresentar melhores resultados na laminite
equina. Da mesma forma, os melhores
resultados foram obtidos quando os niveis
plasmaticos foram mantidos em 8 pl/ml em
um modelo murino de trauma espinhal
(Gorio et al. 2007). Contudo a
farmacocinética da reparixina ndo foi
determinada neste experimento. Isso abre
uma vasta perspectiva de novos estudos para
que diferentes regimes de doses e periodos
de tratamento sejam investigados na espécie
equina.

CONCLUSAO

O modelo de oligofrutose induziu laminite
branda nos cavalos estudados e aumentou a
expressdo de calprotectina na epiderme.
Contudo, a técnica de bidpsia utilizada
inviabilizou o estudo da derme sublamelar e
o infiltrado leucocitdrio. A reparixina
atenuou as lesdes no tecido lamelar. Estudos
adicionais com reparixina na laminite equina
devem ser encorajados.
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CAPITULO 4

Efeitos de um agente antagonista de receptores CXCR1 e CXCR2 sobre a expressiao de IL1-
beta, IL-6 e CXCL1 nas lamelas do casco de equinos submetidos a0 modelo de laminite
induzida por oligofrutose

Leonardo R. de Lima®, Heloisa M.F. Mendes®, Jessica F. Magalhﬁesz, Ludmila Markowitz,
Carolina B. Cavalcanti’. Frederico Soriani, Fabiola O. Paes Lemez, Mauro M Teixeira, Rafael
R.Faleiros®.

RESUMO

O evento inicial que deflagra a faléncia estrutural da jun¢do dermoepidérmica na laminite equina
ainda é pouco compreendido O aumento da expressdo de citocinas proinflamatorias (IL-1, IL-6,
IL-8) no estdgio de desenvolvimento da laminite, indica que a presen¢a de quimiocinas atrativas
de leucocitos pode desempenhar importante papel na migragdo leucocitaria nos eventos iniciais da
laminite. O bloqueio seletivo dos receptores de quimiocinas CXCR1 e CXCR2 como alvo
terapéutico ainda nao foi avaliado na laminite equina. O objetivo desse estudo foi avaliar a agcdo de
um antagonista de CXCR1 e CXCR2 sobre a expressdo das citocinas inflamatérias IL-1p, IL-6 e
da quimiocina CXCLI no tecido lamelar de equinos submetidos ao modelo de indugdo de laminite
por oligofrutose. Doze equinos receberam oligofrutose (10 g/kg de peso vivo PO) no tempo 0 e
foram divididos em 2 grupos: tratados (30 mg/kg p.v. de reparixina IV, nos tempos 6, 12, 18 e 24
h) e controle. Trés biopsias foram colhidas nos tempos 0, 12, 36 e 72h nos cascos pélvico
esquerdo, pélvico direito, tordcico direito e toracico esquerdo, respectivamente. Analise de PCR
em tempo real foi utilizada para se determinar a expressdo de IL-1, IL-6 e CXCL1 nas amostras.
Reparixina suprimiu a resposta de IL-1B e IL-6 no tempo 12, mas ndo afetou a resposta de
CXCL1, sugerindo uma atenuacao da resposta inflamatdria lamelar.

Palavras chave: cavalos, laminite, neutréfilos, quimiocinas, reparixina.

ABSTRACT

The initial event that causes the dermal-epidermal junction separation in equine laminitis is not
still understood. Over expression of pro inflammatory cytokines (IL-1, IL-6, and IL-8) in the
developmental phases indicates that leukocytes attractive chemokines could be involved in the
initial laminitis. Selective blockage of CXCRI and CXCR2 receptors of chemokines ELR+ as
therapeutic target has not been evaluated in equine laminitis. The objective of this research was to
determine the effect of reparaxin, an inhibitor of CXCR1 and CXCR2 over the expression of IL-f,
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IL-6 and the chemokine CXCLI on lamellar tissue of horses with laminitis induced by
oligofructose. Twelve horses were given oligofructose (10g/kg bw PO) at time 0 and divided in
two groups: treated (30 mg/kg bw.reparaxin 1V, times 6, 12, 18 e 24 h) and no treated. Three
biopsy samples were taken at 0,12,36,72 hours on hooves left hind, right hind, right front and left
front respectively. Samples were subjected to RT-PCR to determine the expression of IL-1p, IL-6
and CXCL. Reparaxin attenuated the IL-1f e IL-6 response at 12 hours, but not interfered in
CXCLI response. Our findings suggest that reparaxin ameliorated the lamellar inflammatory

response in horses with oligofructose-induced laminitis.

Keywords: horse, laminitis, neutrophils, chemokine, reparaxin.

INTRODUCAO

O evento inicial que deflagra a faléncia
estrutural da juncdo dermo-epidérmica na
laminite equina ainda é pouco compreendido
(Katz e Baley 2012). Existem vérias
similaridades entre o paciente equino séptico
predisposto a desenvolver laminite e seres
humanos sépticos  predispostos ao
desenvolvimento de faléncia multipla de
orgdos (MODS) (Belknap et al. 2009,
Stewart et al. 2009). Sinais clinicos comuns
as duas espécies apresentando SIRS
(Sindorme da  resposta  inflamatoria
sistémica) sdo febre, leucopenia, membranas
mucosas hipercoradas e taquicardia (Maier,
2000). Outras semelhangas entre equinos e
humanos apresentando SIRS sdo a migragdo
de leucdcitos a partir da corrente sanguinea e
a ativacdo de leucocitos residentes em varios
tecidos (Black et al. 2006, Hurley et al.
2006; Belknap et al. 2007; Loftus et al.
2007, Stewart et al. 2009, Faleiros et al.
2011a). Além disso, o aumento da expressao
de citocinas proinflamatoérias (IL-1, IL-6, IL-
8) indica que quimiocinas podem
desempenhar importante papel nos eventos
iniciais da laminite (Belknap et al. 2007,
Faleiros et al. 2009, Faleiros et al. 2011).
Quimiocinas proinflamatorias tém sido
detectadas em varios tecidos humanos e
equinos afetados por condigdes
inflamatérias  associadas com  grave

infiltracdo neutrofilica (Franchini et al.
2000, Giustizieri et al. 2001, Ainsworth et
al. 2006, Woodman et al. 2006). Receptores
CXCR1 e CXCR2 acoplados a proteina G
(GPCRs), sdo os unicos receptores para as
quimiocinas CXC ERL positivas (portadoras
do peptideo glutamina-leucina-arginina).
CXCRI1 se liga a CXCL1, CXCL6, CXCL8
e CXCR2 se liga a CXCL2, CXCL3,
CXCLS, CXCL6, CXCL7 e CXCLS. Esses
receptores sdo 0 maior grupo expresso nos
neutrofilos e sdo os receptores prototipo das
quimiocinas  inflamatoérias, agindo na
inflamagdo aguda e na imunidade inata
(Guerreiro et al. 2011). Além dos neutréfilos
e monocitos, expressam-se em linfocitos T,
células dendriticas, eosinofilos, basofilos e
mastocitos (Mukaida, 2003, Guerreiro et al.
2011, Kim et al. 2011). O bloqueio
farmacologico seletivo de CXCR1 e CXCR2
representa um promissor horizonte no
controle das lesdes de origem inflamatoria
com potencial para o tratamento e prevengao
da laminite equina (Bizzarri, et al. 2006,
Coelho et al. 2008).

Reparixina potencialmente inibe uma grande
variedade de atividades biologicas induzidas
por quimiocinas (Souza et al. 2004, Bertini
et al. 2004, Bizzarri et al. 2006, Gorio et al.
2007, Moriconi et al. 2007, Zarbock et al.
2008, Marsh e Flemming, 2011). A droga
tem se demonstrado um potente antagonista
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da migracdo de neutréfilos tanto “in vitro”
como “in vivo” (Bertini et al. 2004). Assim,
varias pesquisas tém sido realizadas sobre
seus efeitos em lesdes onde o envolvimento
de neutrofilos é bem caracterizado. Em
modelos de injaria de isquemia e reperfusdo
(/R) no figado de ratos, reparixina
demonstrou diminuir a infiltracdo
neutrofilica e a necrose hepatica (Cavalieri
et al. 2005, Clarke et al. 2011). Em modelos
de isquemia e reperfusdo cerebral, reparixina
diminui a infiltragdo neutrofilica
demonstrada  histologicamente e pela
atividade de mieloperoxidase. Além disso, a
droga melhorou a recuperagdo dos déficits
neurologicos nos ratos tratados (Garau et al.
2006, Villa et al. 2007). O pré tratamento de
ratos receptores com reparixina, foi capaz de
prevenir a infiltragdo de granuldcitos e
melhorar a fungdo de rins transplantados
(Cugini et al. 2005). Por outro Ilado,
reparixina aplicada por via intravenosa em
voluntarios humanos, ndo foi capaz de
reduzir a resposta inflamatdria sistémica
medida pela expressdo de TNF-a e IL-6
(Leitner et al. 2007).

Apesar das recentes evidéncias da
participacdo de leucdcitos na origem da
laminite (Fontaine et al. 2001, Belknap et al.
2007, Faleiros et al. 2009a, Faleiros et al.
2009b, Faleiros et al. 2011a) e do potencial
terapéutico da reparixina, nenhum estudo
com essa droga havia sido conduzido na
espécie equina.

O objetivo desse estudo foi avaliar a agdo da
reparixina sobre a expressdo de RNA das
citocinas inflamatorias IL-1 beta, IL-6 e da
quimiocina CXCL1 no tecido lamelar de
equinos com laminite induzida por
oligofrutose.

MATERIAL E METODOS
O experimento foi aprovado pelo Comité de
ética sobre experimentacdo animal da
UFMG (CETEA/UFMG 225/2009).
Foram utilizados doze equinos sem raca

definida (quatro machos e oito fémeas, idade
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média de 7 £ 3,5 anos, pesando 305 £ 35kg,
escore corporal 5 + 1), sem historico prévio
de claudicagdo relacionada aos cascos e
previamente adaptados por 2 semanas ao
confinamento em baia e a uma dieta
exclusiva a base de feno de graminea
(Cynodum sp). Os animais foram divididos
aleatoriamente em dois grupos, controle
(n=6) e tratado (n=6). No tempo considerado
zero (TO0), todos os animais receberam
10g/kg de peso vivo de oligofrutose
(Raftilose P95 — Embrafarma Produtos
Quimicos e Farmacéuticos Ltda) diluidos em
3 litros de 4gua, via sonda naso-géstrica (van
Eps e Pollit, 2006). Nos tempos 6, 12, 18 ¢
24 horas, os animais do grupo tratado
receberam, por infusdo intravenosa durante
10 minutos, 30 mg/kg (Souza et al. 2004) de
peso vivo de reparixina base diluidos em
salina estéril 0,9% e filtrados em filtro
bacteriologico de 0,22um (Biofil syringe
filter, Jet Biofil, www.jetbiofil.com ).

Nos tempos 0, 12, 36 e 72 horas, 3 bidpsias
de cada casco foram  coletadas
sequencialmente no membro  pélvico
esquerdo (TO0), pélvico direito (T12),
toracico direito (T36) e toracico esquerdo
(T72). Os animais foram sedados com
Xilazina 10% (1 mg/kg peso vivo 1V) e os
cascos foram desensibilizados através
anestesia perineural (5 ml de lidocaina 2%
em cada ramo do nervo palmar/plantar) ao
nivel da superficie abaxial dos ossos
sesamoides proximais. Para obtencdo das
biopsias, trés perfuracdes com broca de 8
mm de didmetro foram feitas na muralha
dorsal. Evitou-se o alinhamento dos furos
para ndo fragilizar transversalmente a
muralha. As perfuragdes com broca
terminavam quando se atingia a linha branca
e era possivel através de palpacdo com
pinga, perceber um tecido mais macio.
Nesse momento, a broca era removida da
furadeira e trocada por um sacabocado
(punch) de 6 mm de diametro interno. O
punch era entdo avancado sob alta rotagdo
até a superficie dorsal da falange distal. As
amostras obtidas foram depositadas em
microtubos livres de RNA e colocadas em



nitrogénio liquido até serem armazenadas
em freezer a — 80°C até o processamento.

Todos os procedimentos relacionados ao
PCR em tempo real como extracdo de
mRNA, ressuspensdo do pellet de mRNA,
obten¢do do cDNA e PCR em tempo real
foram realizados seguindo-se os protocolos
empregados no Laboratério Interacdo
Microorganismo-Hospedeiro (LIMHO) do
Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UFMG,
conforme detalhados a seguir.

Extracdo de RNA

Os fragmentos de  bidpsia  foram
descongelados, colocados em placa de Petri
para a separacdo do extrato corneo e da
derme remanescente com auxilio de lamela
de bisturi. Deste modo, o fragmento
utilizado para a extragdo continha apenas
tecido lamelar, ou seja, lamelas dérmicas e
epidérmicas.

A extracdo foi feita adicionando-se
primeiramente 500 pl de Trizol (Invitrogen,
Carlsbad, CA) em microtubo de fundo
conico de volume de 2 ml contendo a
amostra, seguindo-se homogeneizagdo. Logo
apos, adicionou-se mais 500 pl de Trizol,
totalizando 1 ml/100mg de tecido.
Adicionou-se 200 pl de cloroférmio e
realizou-se a homogeneizagdo em vortex.
Em seguida, centrifugou-se as amostras
durante 10 minutos a 12000 rpm em
centrifuga  refrigerada a 4°C. O
homogeneizador foi higienizado em trés
etapas utilizando-se tubos Falcon de 50 ml
com agua destilada, alcool a 70% e agua
destilada no intervalo entre uma amostra e
outra.

Apos a centrifugacdo pipetou-se a fase
aquosa (RNA) em novo microtubo contendo
500 pl de isopropanol. Seguiu-se nova
centrifugacdo a 12000 rpm a 4°C por 10
minutos, para obtencdo do pellet de RNA. O
isopropanol foi desprezado lentamente e
adicionou-se 150ul de etanol a 70% com
DEPC (Dietilpirocarbonato). Centrifugou-se
novamente a 12000rpm a 4°C por 10
minutos. O etanol a 70% foi pipetado

lentamente, procurando-se ndo perturbar o
pellet de RNA. Os microtubos foram
mantidos abertos sobre folha de papel para a
secagem do pellet.

Ressuspensdo do pelet de RNA

Adicionou-se de 20 pl a 40 pl de 4gua com
DEPC aos eppendorfs com pelet de RNA.
As amostras foram aquecidas em banho-
maria a 60°C por 15 minutos. A quantidade
de RNA recuperado foi obtida apos leitura
no espectofotometro com resultados em

ng/pl.
Obtencdo do cDNA

Para a obtencdo do cDNA adicionou-se 1pl
de oligodT (50mM) ao volume de RNA
utilizado e seguiu-se aquecimento a 70°C
por 5 minutos e resfriamento abrupto em
gelo. Para a preparagcdo do cDNA utilizou-se
lul de ANTP (10mM), 1ul de DTT (1M), 4
ul de Tampao SuperScript (5X), 1p RNAse
Out e 1pl de SuperScript III (SuperScript®
IIT Reverse Transcriptase-Invitrogen Cat no.
18080-044), submetidos a termociclador
(MJ Research) durante 90 minutos seguidos
de 15 minutos a 75°C.

Primers

A sequéncia dos primers utilizados foram as
descritas na Tabela 1. A escala de sintese foi
de 25nmol, dessalinizado. Apds sua
confeccdo, os primers foram diluidos e
utilizados na concentracdo de SpM.

Tabela 1 — Sequéncias de primers utilizados para PCR em
tempo real

Gene Dire¢io Sequéncia

B-actina Forward 5’-
TTCCCTGGAGAAGAGCTACG
A-3’

B-actina Reverse 5’-
TTTCGTGGATGCCACAGGAT-
3

IL-1B Forward 5’-
GCTGCCTTCCCTATATTAGTG
C-3

IL-1B Reverse 5’-
AGTGAGTAGCAGAGGTGAGA
G-3’

IL-6 Forward 5’-
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TCTTCACAAGCACCGTCACT-
3

IL-6 Reverse 5-
GTGGGGAAAGCAGTAGCCAT-
3

CXCL-1 Forward 5’-
TCTCAATCCTGAAGCCCCCA-
30

CXCL-1 Reverse 5-
GCCAACAGCAACCAGTACAC-
3

PCR em tempo real

A reacdo de PCR em tempo real foi
realizada utilizando-se 5ul de SYBR Green
PCR Master Mix (Applied Biosystems), 1 ul
de primer forward, 1 pl de primer reverse e
1 pl de agua ultrapura para cada amostra, em
duplicata, no aparelho Real Time PCR Fast
7500 (Applied Biosystems). Utilizando-se o
método 2 **“ para a analise de resultados.

Analise estatistica dos dados

Utilizou-se One-Way ANOVA e o pos-teste
Teste de  Newman-Keuls, software
GraphPad Prism 5.0, considerando-se
P<0,05.

RESULTADOS

No tempo 12 horas houve um aumento de 20
vezes na expressdo de IL-1f no grupo
controle em comparacdo com O grupo
tratado (P< 0,0016). Nao houve diferenca
nos niveis de IL-1PB nos tempos 36 e 72h em
rela¢do ao tempo O (Figura 1).

IL-1b 1

Fold Increase
N
o
L

0 12h 36h 72h 12h 36h 72h

Controle Reparaxina
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Figura 1 —Expressdo de IL-1f no tecido lamelar em equinos
com laminite induzida por oligofrutose (10g/kg) e tratados ou
nao com reparixina (30mg/kg) (p<0,05).

Nao houve diferengas significativas na
expressao de CXCLI1 entre grupos e ao
longo do tempo.

Novamente, no tempo 12 horas houve um
aumento de 8 vezes na expressdo de IL-6 no
grupo ndo tratado em comparagdo com o
grupo tratado (P< 0,03). Nao houve
diferenca nos niveis de IL-6 nos tempos 36 ¢
72h em relagdo ao tempo 0 em nenhum dos
grupos (Figura 2).

IL-6
15+ *
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o
(3]
2
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0 12h 36h 72h 12h 36h 72h

Controle Reparaxina

Figura 2- Expressdo de IL-6 no tecido lamelar em equinos
com laminite induzida por oligofrutose (10g/kg) e tratados
(T) ou ndo (NT) com reparixina (30mg/kg) (p<0,05).

DISCUSSAO

A técnica de coleta de bidpsias do casco
utilizada nesse estudo ainda ndo havia sido
testada. O uso de broca para o desgaste do
extrato cérneo ¢ do punch sob rotacdo,
utilizando uma furadeira, proporcionou uma
forma fécil e rapida de se obter amostras de
tecido lamelar. A auséncia de alteragdes
significativa da f — actina utilizada como
gene normalizador demonstrou que nao
houve degradagdo do tecido Assim, o uso
dessa técnica de bidpsia foi adequado para
os estudos de biologia molecular.

A participagdo de neutrofilos e outros
leucocitos na fisiopatologia da laminite



equina tém recebido bastante atencdo da
comunidade cientifica nos ultimos anos.
Muitos mediadores inflamatorios e citocinas,
incluindo interleucinas e quimiocinas,
parecem estar envolvidos nos estagios
prodrémicos da doenca (Visser e Pollitt,
2011, de la Rebiere de Pouyade e Serteyn,
2011).

O aumento da expressdo de IL-1PB e IL-6 no
tempo 12h nos animais ndo tratados sugere
que  alteragcdes  inflamatérias  foram
produzidas pelo modelo de inducdo de
laminite por oligofrutose em cavalos
brasileiros sem raga definida.

IL-1B ¢é expressa por grande variedade de
células, incluindo ceratindcitos, células
endoteliais ¢ do sistema imune (Ren e
Torres, 2009). IL-1B ¢ capaz de aumentar a
expressaio de MAIL (molecule possessing
ankyrin-repeats induced by
lipopolysaccharide) que por sua vez leva a
producdo de IL-6 (Waguespack et al. 2004b,
de la Rebiére de Pouyade e Serteyn, 2011).
O aumento dessas citocinas foi encontrado
no periodo de desenvolvimento da laminite
(Fontaine et al. 2001, Waguespack et al.
2004a, Belknap et al. 2007, Loftus et al.
2007, Belknap 2010).

Em um trabalho feito por Belknap et al.
(2007), IL-1 B n3o aumentou no inicio da
claudicagdo (24 a 30 horas) na laminite
induzida por oligofrutose, como ocorreu em
nossa pesquisa nos tempos 36 e 72 horas.
Infelizmente o tempo de 12 horas ndo foi
avaliado, dificultando comparagdes. Ja IL-6
apresentou um aumento expressivo (201
vezes) entre 24 e 30 horas em contraste com
0 observado em nosso estudo em que ndo
houve aumento de IL-6 nos tempos 36 e 72
horas. E possivel que a baixa magnitude da
resposta inflamatéria dos animais em nosso
experimento seja responsavel pela ndo
elevacdo da expressdo de IL-6 no tempo 36
e 72 horas.

Em um estudo utilizando o modelo de
indu¢do de laminite por Black Walnut
(Faleiros et al. 2009a) houve aumento da

expressao de CXCL1 1,5 hora e entre 3 ¢ 4
horas (161 e 20 vezes respectivamente).
Contudo, no tempo 12 horas os niveis de
CXCLI1 era igual ao basal. A expressdo de
CXCLI1 nao apresentou aumento no presente
estudo. Embora o modelo de indugdo tenha
sido diferente, ¢ possivel que o aumento da
expressio de CXCLI se deu antes do
periodo analisado. A expressdo precoce de
CXCLI1 pode preceder a elevacdo de IL-1B e
IL-6, uma vez que CXCL1 ¢ uma das
primeiras quimiocinas a surgirem na
resposta inflamatoria (Faleiros et al. 2009a).
Produzida por ceratinocitos e células
endoteliais, CXCL1 poderia atrair os
leucdcitos responsaveis pela resposta de IL-
1 B e IL-6 observada nesse experimento.
Contudo, estudos adicionais sao necessarios
para confirmar essa hipotese.

Pela primeira vez, um antagonista dos
receptores de CXCR1 e CXCR2, foi
estudado em equinos. Dados
farmacocinéticos da  reparixina  sdo
completamente ausentes para a espécie
equina at¢ o momento, de forma que a
dosagem empregada nesse estudo foi
extrapolada de outro experimento feito com
ratos (Souza et al. 2004). Uma vez que
importantes diferengas foram encontradas
entre a meia vida da droga em ratos (0,5
horas) e caes (10 horas) (Midgley et al.
2006), estudos sobre a farmacocinética em
cavalos precisam ser realizados.

A supressdo da expressdo de IL-1p e IL-6
sugere fortemente a acdo do antagonista de
CXCRI e CXCR2 em nosso estudo. De fato,
a produgdo de IL-1P foi reduzida pela adigao
de reparixina a neutréfilos humanos
estimulados por lipopolissacarideos (LPS) e
CXCLS ‘in vitro’. Além disso, reparixina foi
capaz de bloquear a liberagio de MMP-9
dos neutrofilos induzida por CXCLS8 (Casilli
et al 2005). Chama a aten¢do o fato de
MMP-9 ser uma das enzimas elevadas no
tecido lamelar de cavalos com laminite e
tem sido indicada como potencial
degradante da membrana basal e juncdo
dermo-epidérmica (Pollitt 1996, Pollitt e
Daradka, 1998, French e Pollitt, 2004,
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Loftus et al. 2006, Pollitt 2007a, 2007b,
Loftus et al. 2009)

CONCLUSAO

A atenuacdo da expressdo de IL-1B e IL-6
indica um efeito antinflamatério da
reparixina na laminite equina. Estudos
adicionais sdo necessarios para verificar uma
possivel prote¢do do tecido lamelar pela
reparixina. Além disso, a expressdo de
outras citocinas e quimiocinas na laminite
equina merece ser estudada sob o efeito da
reparixina.
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CONSIDERACOES FINAIS

O estudo da laminite equina se expandiu
consideravelmente na ultima década em
virtude de perdas importantes na
equideocultura  mundial. Contudo, a
reproducdo experimental da doenga enfrenta
considerdveis  limitagdes. A origem
multifatorial e as interfaces de diversos
mecanismos fisiopatologicos raramente sdo
reproduzidas nos individuos experimentais.
Assim, os resultados obtidos por um
determinado modelo devem ser
interpretados com cautela quando se deseja
extrapolar para os casos clinicos de
ocorréncia natural. A homogeneidade dos
individuos amostrais também tem sido um
importante problema. Recursos financeiros
escassos impedem, em muitas ocasides, a
aquisicdo de animais padronizados com
relacdo a raca, idade, peso, origem e sexo.
Isso acaba por acrescentar fontes de variagdo
que tornam a interpretacdo dos resultados
mais dificeis. Em nosso estudo, observamos
que os cavalos mais leves desenvolveram
laminite clinicamente mais branda. Contudo
0 pequeno numero de animais ndo permitiu
inferéncias estatisticamente comprovadas.

O estudo por meio de bidpsias seriadas
utilizado nesse experimento tem como
vantagem a diminuicdo do numero de
animais e da variagdo individual. Contudo, a
obtencdo de tecidos preservados e em
quantidades suficientes deve ser associada a
um método de facil execucdo e de boa
tolerancia pelos animais. A claudicagdo e a
hemorragia decorrente dos procedimentos de
biopsia podem acrescentar importantes
confundimentos aos resultados de analises
clinicas e laboratoriais. Da mesma forma, a
distor¢do estrutural sofrida pela amostra
durante a obtencdo pode limitar o estudo de
aspectos importantes do tecido lamelar.
Assim, como aconselhamento a futuras
investigagdes utilizando bidpsias lamelares,

62

¢ importante considerar o desenvolvimento
de uma técnica que ofereca as vantagens
acima citadas.

Embora se reconheca a participagdo
deletéria da inflamagdo na laminite, estudos
demonstraram que a utilizagdo de
antinflamatorios ~ convencionais  pouco
interfere no prognostico. Os resultados
obtidos com essa pesquisa indicam que o
antagonismo dos receptores CXCR1 e
CXCR2 pode oferecer alguma protecdo ao
tecido lamlear de cavalos acometidos pela
doenga. Mais do que isso, esse estudo abre
uma ampla perspectiva ao estudo de uma
nova classe de medicamentos destinados a
inibicdo da resposta inflamatéria de uma
forma independente do mecanismo das
cicloxigenases.

As  pequenas, embora significativas,
diferengas entre grupos encontradas nessa
pesquisa se traduzem em fortes evidéncias
da a¢do da reparixina sobre o tecido lamelar
dos eqiiinos. Isso se baseia no fato das
analises histologicas e de biologia molecular
terem sido conduzidas em laboratorios
diferentes e com pesquisadores totalmente
alheios a ordem das amostras.

Uma vez demonstrada a efetiva inibi¢do da
quimiotaxia de neutréfilos no tecido lamelar,
um objetivo frustrado no presente estudo,
sera possivel esclarecer o verdadeiro papel
da infiltracdo leucocitdria na fase inicial da
laminite. Assim, futuras investigagdes
envolvendo a quimiotaxia de neutréfilos
eqiiinos in vivo e in vitro devem ser
conduzidas utilizando reparixina e outros
farmacos.

Por fim, ¢ importante esclarecer que as
conclusdes a que chegamos ndo tém a
pretensdo de alardear a descoberta de uma



droga capaz de prevenir a laminite equina.
Em vez disso, notificamos que a reparixina e
outros farmacos analogos merecem a
atencdo da comunidade cientifica.
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