Universidade Federal de Minas Gerais

Alvaro de Paula Lage de Oliveira

Células tronco mesenquimais autodlogas infundidas por perfusao regional
venosa na terapia da laminite cronica em equinos

Belo Horizonte
2019



Universidade Federal de Minas Gerais

Alvaro de Paula Lage de Oliveira

Células tronco mesenquimais autodlogas infundidas por perfusao regional
venosa na terapia da laminite cronica em equinos

Tese apresentada ao programa de
P6s-Graduagao em Ciéncia Animal
da Universidade Federal de Minas
Gerais como requisito parcial para a
obtengdo do grau de Doutor em
Medicina Veterinaria.

Area de concentracdo: Clinica e
Cirurgia Veterinarias.

Prof. Orientador: Rafael R. Faleiros.

Belo Horizonte
2019



Oliveira, Alvaro de Paula Lage de.
Células tronco mesenquimais autélogas infundidas por perfusdo regional
venosa na terapia da laminite crénica em equinos [manuscrito] / Alvaro de
Paula Lage de Oliveira. - 2019.

137 £.: il.; 29,5 cm.

Orientador: Dr. Rafael R. Faleiros.
Tese (doutorado) - Universidade Federal de Minas Gerais, Escola de
Veterinaria.

1. Equino - Teses. 2. Flebografia - DeCS. 3. Terapia tecidual - DeCS. 4.

Histologia. 5. Laminite - Tese. I. Faleiros, Rafael Resende. II. Universidade
Federal de Minas Gerais. Escola de Veterinaria. III. Titulo.

CDD: 636.089




FOLHA DE APROVACAO

ALVARO DE PAULA LAGE DE OLIVEIRA

Tese submetida & banca examinadora designada pelo Colegiado do
Programa de Pés-Graduagdo em CIENCIA ANIMAL, como requisito para
obtenc&o do grau de DOUTOR em CIENCIA ANIMAL, drea de concentragao
em MEDICINA E CIRURGIA VET ERINARIAS.

Aprovada em 30 de Abril de 2019 , pela banca constituida pelos membros:

doftf C LLc;u/}Jlm

Prof |Rafael Resende Faleiros
Presidente — Orientador

e

~ Prof@, Vanessa Pinho da Silva
Instituto de Ciéncias Bioldgicas - ICB-UFMG

Ut -

Profa. Ma
Escola de Vi

Martms Melo
rinaria - UFMG

dade Federal Rural do Ria de Janeiro - UFRRJ
b [/ ﬁ ’3

vof. O el Spadeto Jinior
: .rsld de VilajVelha - UVV

U F m G UNIVERSIDADE FEDERAI
DE MINAS GERAIS
=

Escola de Veteringrii
i
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Metron Hoof-Pro na avaliacdo das medidas para comprimento de falange média e
espessura de sola em equinos com laminite cronica, antes (A1, A30) e depois (D1,
D30) do tratamento nos grupos adCTM ou placebo por perfusdo regional
LS, 101 PR STRSRPRRSTSRRI

Figura 17: Valores médios e erros-padrdao em centimetros (cm) obtidos pelo Metron
Hoof-Pro na avaliacdo das medidas para afundamento em equinos com laminite
cronica, antes (A1, 30) e depois (D1, D30) do tratamento nos grupos adCTM ou
placebo por perfusao regional VENO0Sa.........cccuvieriieeriieeiieeeiee e

CAPITULO 3 - EFEITOS DA INFUSAO DE CELULAS TRONCO
MESENQUIMAIS DERIVADAS DE TECIDO ADIPOSOS NA
AVALIACAO HISTOLOGICA E IMUNOHISTOQUIMICA DAS
LAMINAS DO ESTOJO CORNEO DE EQUINOS COM
LAMINITE....cvouirieeenireneencssseesssssssssssssesssssssssssssssessssssssssssssssssssesssssseses
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Figura 1: Cronologia de realizacao do eXperimento...........ccceeerveeerveeenveeerveesrveennns

Figura 2: Sequéncia fotografica de procedimentos de bidpsia lamelar com o
lamelotomo de Falcao-Faleiros mostrando a demarcagao do local da biopsia (A), o
desbaste do tecido queratinizado com um cortador plano ligado a uma ferramenta
elétrica rotativa (B), a incisdo das margens internas com um bisturi (C-D), a inser¢ao
e o avanco do lameldtomo (E). Amostra obtida (F).......cccovveveiieeiiiiniiicieeieeee

Figura 3: Valores médios e erros-padrao dos graus de lesdes histologicas globais no
tecido lamelar de equinos com laminite cronica no grupo placebo nos periodos pré
L 0T 1 217 11 1S) L1 PSP

Figura 4: Valores médios e erros-padrao dos graus de lesdes histologicas globais no
tecido lamelar de equinos com laminite cronica no grupo adCTM nos periodos pré
L O 1 217 111 1S) L1 PSP

Figura 5: Valores médios e erros-padrao dos graus de lesdes histologicas globais no
tecido lamelar de equinos com laminite cronica pré-tratamento distribuidos em
grup0o adCTM OU PlACEDO........eiieiiiiciie e e e

Figura 6: Valores médios e erros-padrao dos graus de lesdes histologicas globais no
tecido lamelar de equinos com laminite cronica pos-tratamento distribuidos em
grup0 adCTM OU PlACEDO.......viieiiieiiecee et e

Figura 7: Fotomicrografia do tecido lamelar de equino com laminite crdnica
(Animal 4 pré-tratamento MTE placebo). Observa-se LES apresentando colapso
(setas pretas). Barra = 100 M .....cccuiiiiiieeiiieeiie e aee s

Figura 8: Fotomicrografia do tecido lamelar de equino com laminite crdnica
(Animal 6 pré-tratamento MTE placebo). Observa-se lesio em membrana basal
(separagao) (setas vermelhas). Barra = 500 [m.........ccccoveeeiieeiiiiieniieeeie e

Figura 9: Fotomicrografia do tecido lamelar de equino com laminite crdnica
(Animal 1 pos-tratamento MTD placebo). Observa-se LEP apresentando
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encurtamento, afilamento e distor¢ao, auséncia de LES e o eixo queratinizado (setas
pretas). Também observa-se hiperqueratose em camada entre os extratos lamelares
médio e interno (triangulo) e ao redor dos tibulos presentes no extrato médio
(circulos vermelhos). Barra = 200 M........cccoeeeiiieiiieeiiee e e

Figura 10: Fotomicrografia do tecido lamelar de equino com laminite crdonica
(Animal 1 pés-tratamento MTD placebo). Observa-se hiperplasia de extrato lamelar
(linha preta) e hiperqueratinizagdo ao redor de tibulos em extrato médio (circulos
vermelhos). Barra = 500 [M.......cccoeiiiiiiiiieiii et

Figura 11: Fotomicrografia do tecido lamelar de equino com laminite crdonica
(Animal 5 pos-tratamento MTD placebo). Observa-se auséncia de eixo
queratinizado, distor¢ao e encurtamento de LEP (pontos pretos), ilhas epidérmicas
isoladas (circulo vermelho). Barra = 200

Figura 12: Fotomicrografia do tecido lamelar de equino com laminite crdonica
(Animal 3 pos-tratamento MTD placebo). Observa-se ilhas dermais abaxiais
isoladas (setas pretas). Barra = 400 [M......c.cooovuveeriieeriieeiee e e

Figura 13: Fotomicrografia do tecido lamelar de equino com laminite crdonica
(Animal 3 pds-tratamento MTD placebo). Observa-se ilhas epidérmicas isoladas
(circulos vermelhos). Barra =400 M........cccceeeiiieiiieeiieeeieecee e

Figura 14: Fotomicrografia do tecido lamelar de equino com laminite crdonica
(Animal 5 pés-tratamento MTD placebo). Observa-se hiperqueratinizacao ao redor
de tabulos em extrato médio (setas pretas). Barra =200 um........c.ccccevvveeveeecnveennnenn.

Figura 15: Fotomicrografia do tecido lamelar de equino com laminite cronica 45
dias ap6s o inicio do tratamento com adCTM ou placebo (a esquerda membro
placebo e a direita membro adCTM). Nota-se nitida diferenca entre as arquiteturas
lamelares. No membro placebo observa-se reducao da espessura do extrato lamelar
que apresenta LEP encurtadas, auséncia de LES e eixo queratinizado e marcada
hiperplasia de extrato médio. Verifica-se ainda intensa hiperqueratose entre o
extrato médio e lamelar e ao redor dos tGbulos. A direita membro adCTM
demonstrando arquitetura lamelar mais preservada com LEP homogéneas, presenca
de eixo queratinizado e LES. A hiperqueratose e a hiperplasia de extrato lamelar sao
pouco evidentes. Barra = 1000 [M........ccouiiiiiieeiiieeieeeiie et e e ens
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Figura 16: Fotomicrografia do tecido lamelar de equino com laminite cronica 45
dias ap6s o inicio do tratamento com adCTM ou placebo (a esquerda membro
placebo e a direita membro adCTM). Nota-se nitida diferenca entre as arquiteturas
lamelares. No membro placebo observa-se falta de homogeneidade lamelar
epidermal, grau de encurtamento ou distor¢cao das lamelas epidérmicas primarias,
presenca de hiperplasia do extrato médio. A direita membro adCTM demonstrando
arquitetura lamelar mais preservada com LEP homogéneas, presenca de eixo
queratinizado € LES. Barra = 1000 [M........ccceoiiiiiiiiieiieeciieeciee e

Figura 17: Fotomicrografia do tecido lamelar de equino com laminite cronica 45
dias ap6s o inicio do tratamento com adCTM ou placebo (a esquerda membro
placebo e a direita membro adCTM). Nota-se nitida diferenca entre as arquiteturas
lamelares. No membro placebo a esquerda observa-se reducdo da espessura do
extrato lamelar que apresenta LEP encurtadas, auséncia de LES e eixo
queratinizado, ¢ marcada hiperplasia de extrato médio. Verifica-se ainda intensa
hiperqueratose entre o extrato médio e lamelar e ao redor dos tibulos. A direita
membro adCTM demonstrando arquitetura lamelar mais preservada com LEP
homogéneas, presenga de eixo queratinizado e LES. A hiperqueratose e a
hiperplasia de extrato lamelar sao pouco evidentes. Barra = 1000 um......................

Figura 18: Fotomicrografia do fragmento de uma amostra de bidpsia de um equino
com laminite cronica do membro adCTM no momento basal, submetida a analise
histoldgica e medi¢do do comprimento total de lamela epidermal. Observe a camada
fina de tecido queratinizado no lado direito seguido por varias lamelas epidérmicas
primarias no meio e no lado esquerdo derme. Barra = 2000

Figura 19: Valores médios e erros-padrao dos comprimentos totais das lamelas
epidérmicas primarias em equinos com laminite cronica submetidos a terapia com
células tronco mesenquimais derivadas do tecido adiposo (adCTM) ou placebo
(NACT 0,990ttt ettt ettt et e sat e ettt e et e sateenbeesaees

Figura 20: Fotomicrografia do teste realizado em tecido lamelar de animal saudavel,
sendo possivel verificar a presenga de células tronco epiteliais basais apresentando
imunomarcacao positiva de p63 (setas). Barras =200 pm.........cccceeeveeevvveenieeenieenns

Figura 21: Fotomicrografia do tecido lamelar animal 1 (A, B). Em (A), uma amostra
de tecido lamelar do membro adCTM em um equino com laminite cronica em
momento basal, sendo possivel verificar algumas células tronco epiteliais basais
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apresentando imunomarcagao positiva de p63 (setas). Em (B), o mesmo membro
adCTM 45 dias ap06s inicio do tratamento (setas). Barras = 100 pm............c...........

Figura 22: Fotomicrografia do tecido lamelar animal 2 (A, B). Em (A), uma amostra
de tecido lamelar do membro adCTM em um equino com laminite cronica em
momento basal, sendo possivel verificar algumas células tronco epiteliais basais
apresentando imunomarcagao positiva de p63 (setas). Em (B), o mesmo membro
adCTM 45 dias apo6s inicio do tratamento (setas). Barras = 100 pm..........c.ccccuvee.neee.
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LISTA DE ABREVIACAO

adCTM - Células tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposo.

AINES — Anti-inflamatdrios nao esteroidais.

A1l — Momento de avaliagdes iniciais dos animais.

A30 — Momento de avaliagdes realizado 30 trinta dias apds 0 momento inicial.

AT — Arco terminal.

ADAM — Dominio desintegrina e metaloproteinases.

ACTH — Horménio corticotréfico.

CAT — Células amplificadoras de antigeno.

CTE — Células tronco epiteliais.

CTMs — Células tronco mesenquimais.

COX — Ciclooxigenases.

COX 1- Ciclooxigenases 1.

COX-2 — Ciclooxigenases 2.

D1 — Momento de avaliagdes iniciais realizado 15 dias apos primeira aplicagao de adCTM.
D30 — Momento de avaliagdes finais realizado 30 dias apds o0 momento inicial (D1).
DMSO — Dimetilsufoxido.

DMEM - Meio de cultura Dulbecco MEM.

DPIP — Disfungao do Pars Intermedia da Pituitaria.

EV-UFMG - Escola de Veterinaria da Universidade Federal de Minas Gerais.
FVE-AD - Fragao vascular endotelial de tecido adiposo.

ICB-UFMG - Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Minas Gerais.
IL — Interleucina.

IL-6 — Interleucina 6.

IL-8 — Interleucina 8.

IV — Intravenoso.

JCL — Jungao circunflexa lamelar.

kg — Quilogramas.



LDP — Lamelas dermais primarias.

LEP — Lamelas epidermais primarias.

LDS — Lamelas dermais secunddrias.

LES — Lamelas epidermais secundarias.
LRS — Laminite relacionada a sepse.

LE — Laminite endocrinopatica.

LMEC — Laminite por excesso de carga.
LPS — Lipopolissacarideos.

mg — Miligramas.

MMPs — Matriz de metaloproteinases.
MMP-2 — Matriz de metaloproteinases 2.
MMP-9 — Matriz de metaloproteinases 9.
MHC II — Complexo de histocompatibildade 2.
PC — Plexo corondrio.

PAS — Coloracéo de Acido de Shiffer.

P1 —Passagem 1.

P4 — Passagem 4.

ROS — Espécies reativas de oxigénio.

SF — Solugao fisiologica NaCl 0,9%.

SME — Sindrome metabdlica equina.
SMPL — Sindrome metabolica pré-laminite.
SID — medicagao a cada 24 horas.

SFB — Soro fetal bovino.

TLR — Toll like receptor.

TNFa — Fator de necrose tumoral.

TIMPs — Inibidor tecidual de metaloproteinases.
VT — Vascularizacao dos taloes.

VSL — Vasos dorsais sublamelares.

VC — Vasos circunflexos.



RESUMO

A laminite destaca-se dentre as afecgdes em membros locomotores como principal causa de
afastamento de cavalos de suas atividades. Uma possibilidade terapéutica pouco estudada ¢
autilizagao de células tronco mesenquimais derivadas do tecido adiposo (adCTM) infundidas
por perfusdo regional. O objetivo deste trabalho foi verificar os efeitos terapéuticos no uso
de adCTM autologas infundidas por meio de perfusdo regional da veia digital palmar e
compara-los com a infusdo de placebo no membro toracico contralateral de equinos em
estagio inicial de laminite cronica. A metodologia experimental foi aprovada pelo Comité de
Etica (CEUA/UFMG 282/2016). Foram utilizados seis equinos, Mangalarga Marchador,
fémeas, com peso entre 381+ 11 kg, com idade média de 8,3+ 4,7 anos, escore corporal 61
(escore 1 a9), atendidos no EV-UFMGQG, e identificados como portadores de laminite cronica
por meio do histérico, confirmados por exame fisico e radiografico, sendo todos classificados
com grau 1 a 2 de claudicacdo Obel. O estudo envolveu a avaliacdo em dois periodos
equivalentes de 30 dias, antes do tratamento e apds tratamento. Cada equino recebeu em
ambos 0s membros toracicos trés tratamentos com adCTM [2 x 107 células/ suspendida em
3 ml de PBS e completadas até o volume de 20 ml com solug¢do fisioldgica NaCl 0,9% (SF)
— grupo adCTM], ou placebo (SF — grupo placebo) no mesmo volume infundido por perfusao
regional da veia digital lateral por 30 minutos, repetidos a cada 15 dias. Para verificar a
perfusdo sanguinea do casco, venografias digitais foram realizadas em ambos 0os membros
toracicos. Cada proje¢ao foi avaliada para o nivel de preenchimento vascular em locais pré-
determinados, pré e pds-tratamento. Como método de avaliacdo da taxa de crescimento do
estojo corneo, foi utilizado o implante de esferas metdlicas na muralha do casco,
acompanhado por exames radiograficos. Para monitoragdo do crescimento antes da aplicagao
de qualquer tratamento, foram realizados dois exames radiograficos com trinta dias de
intervalo (A1l e A30). Para se verificar o efeito pleno das adCTM foram considerados dois
momentos também com trinta dias de intervalo, um quinze dias ap6s a terceira aplicacao de
adCTM (D30) e outro trinta dias antes deste momento final (D1). A avaliagdo da relagao
espacial entre falange distal e o estojo cérneo foi obtida por programa computacional. As
amostras de bidpsia lamelar foram coradas com hematoxilina-eosina e acido periodico de
Schiff, e foram classificadas quanto ao grau de lesdo histologico, histomorfometria epidermal
lamelar e testadas para um protocolo imunohistoquimico para p63 e analisadas por
microscopia pré e pos-tratamento. Considerando a soma dos escores venograficos, houve
uma melhora significativa no grupo adCTM 15 dias apos a terceira aplicacdo quando
comparado ao exame pré-tratamento (P < 0,03). Essa diferenca também se manifestou
especificamente nas variaveis perfusao de vasos dorsais lamelares (VDL, P < 0,03) e jungao
circunflexa-lamelar (JCL, P< 0,03). O grupo adCTM demonstrou maior distancia entre a
borda coronaria e o ponto de insercdo das esferas ao final dos tratamentos (D30) comparado
ao grupo placebo (P<0,03). Sobre a relagdo espacial entre a falange distal e o estojo corneo,
efeitos positivos também foram verificados nos membros tratados com adCTM, promovendo
maio estabilidade da falange distal comparado ao grupo placebo. Os resultados das analises
do grau de lesao histologica global em tecido lamelar pré e pos-tratamento demonstraram
piora no escore global do grupo placebo (P = 0,01), com destaque para perda do eixo



queratinizado (P = 0,0001), hiperplasia do estrato médio (P = 0,001), homogeneidade das
lamelas epidérmicas primarias (P = 0,003) e hiperqueratose (P = 0,05), enquanto o grupo
adCTM nao houve piora no escore global, havendo apenas um aumento para hiperplasia do
estrato médio (P = 0,05). Houve diferenca entre grupos no escore global pos-tratamento (P
<0,05), com destaque para a variavel auséncia de eixo queratinizado (P <0,01). Os achados
deste estudo demonstraram que o protocolo de trés aplicagdes intravenosas de 2 x107 por
perfusao regional no digito de equinos com laminite cronica estdvel promove melhorias na
perfusdo vascular, na taxa de crescimento do casco, na relacdo espacial entre casco/falange
distal, no processo cicatricial lamelar apenas no casco tratado com adCTM, nao verificando
o mesmo efeito benéfico no grupo placebo.

Palavras chaves: Equino, venografia, terapia celular, histologia, laminite.
ABSTRACT

Laminitis stands out among the affections in locomotive limbs as the main cause of the
removal of horses from their activities. A little studied therapeutic possibility are the
mesenchymal stem cells. The objectives of this study were to evaluate blood perfusion, hoof
growth rate and spatial relationship between the hoof capsule and the distal phalanx of horses
with chronic laminitis and who were treated with adCTM infused by regional perfusion in
the digital vein in the thoracic limb comparing with the contralateral limb infused with
placebo solution, describe the histopathological findings of horses with chronic laminitis and
classify the degree of injury pre- and post-treatment with adCTM or placebo; to evaluate
epidermal lamellar histomorphometry before and after treatment with adCTM or placebo; to
test the immunohistochemical protocol for the p63 antibody (progenitor epithelial cells) in
lamellar samples of healthy horses with chronic laminitis. Additionally, a possible systemic
effect of adCTM was observed comparing the results obtained from the infused member with
those of the contralateral limb (placebo). The experimental methodology was approved by
the Ethics Committee (CEUA / UFMG 282/2016). Six equines, Mangalarga Marchador,
females, weighing between 381 + 11 kg, with mean age of 8.3 + 4.7 years, body score 6 £ 1
(score 1 to 9), attended at HV-UFMG, and identified as having chronic laminitis through
history, confirmed by physical and radiographic examination, all of them being classified as
grade 1 to 2 of claudication Obel. The study involved the evaluation in two equivalent periods
of 30 days, before treatment and after treatment. Each horse received three treatments with
adCTM [2 x 107 cells / suspended in 3 ml of PBS and completed to the volume of 20 ml with
0.9% NaCl (SF) - adCTM group] or placebo (SF - placebo group) in the same volume infused
by regional perfusion of lateral digital vein for 30 minutes, repeated every 15 days. To verify
the blood perfusion of the hoof, digital venographs were performed on both thoracic limbs.
Each projection was evaluated for the vascular filling level at pre-determined, pre and post-
treatment sites. As a method of evaluating the growth rate of the hoof capsule, the metal
spheres were implanted in the wall of the hoof, accompanied by radiographic examinations.
For growth monitoring before the application of any treatment, two radiographic exams were
performed with a thirty-day interval (A1 and A30). In order to verify the full effect of the



adCTM, two moments were also considered with a thirty-day interval, one fifteen days after
the third application of adCTM (D30) and another thirty days before this final moment (D1).
The evaluation of the spatial relationship between the distal phalanx and the hoof capsule
was obtained by computer program. Samples of lamellar biopsy were stained with
hematoxylin-eosin and periodic acid from Schiff, and were classified according to degree of
histological lesion, epidermal lamellar histomorphometry and tested for an
immunohistochemical protocol for p63 and analyzed by pre and post-treatment microscopy.
Considering the sum of the venography scores, there was a significant improvement in the
adCTM group 15 days after the third application when compared to the pretreatment test (P
<0.03). This difference was also manifested specifically in the variables perfusion of lamellar
dorsal vessels (LDV, P <0.03) and circumflex-lamellar junction (CLJ, P <0.03). The adCTM
group showed a greater distance between the coronary border and the insertion point of the
beads at the end of treatments (D30) compared to the placebo group (P <0.03). On the spatial
relationship between the distal phalanx and the hoof capsule, positive effects were also
observed in the limbs treated with adCTM, promoting stability of the distal phalanx
compared to the placebo group. The results of analyzes of the degree of global histological
lesion in pre and post-treatment lamellar tissue showed a worsening in the overall score of
the placebo group (P =0.01), with emphasis on keratinized axis loss (P =0.0001), hyperplasia
(P =0.001), homogeneity of the primary epidermal lamellae (P = 0.003) and hyperkeratosis
(P =0.05), while the adCTM group did not present a worsening in the overall score, with
only an increase in mean stratum hyperplasia (P = 0.05). There was a difference between
groups in the global post-treatment score (P < 0.05), especially the absence of keratinized
axis (P <0.01). The findings of this study demonstrated that the protocol of three intravenous
injections of 2 x107 per regional perfusion in the digit of horses with stable chronic laminitis
promotes improvements in vascular perfusion, hoof growth rate, spatial relation between
hoof capsule / distal phalanx in the process scar tissue only on the hoof treated with adCTM,
not verifying the same beneficial effect in the placebo group.

Key words: Equine, venography, cell therapy, histology, laminitis.



1. INTRODUCAO GERAL

Xenofonte (380 AC) pode ter sido o primeiro a escrever sobre a laminite que na época ocorria
pela ingestao de excesso de cevada e, ja nesse tempo, o autor citava que a doenca seria mais
facil de tratar no inicio do seu curso. Aristoteles (330 AC) mencionou a laminite em cavalos
que eram criados de forma extensiva oriunda de pastagem. No seu relato ele j4& mencionava
a perda dos cascos dos animais acometidos. Sem imaginar Xenofonte e Aristoteles ja
descreviam o que na atualidade os pesquisadores identificam como laminite de carater
inflamatoério e laminite por ingestao de pasto vigoso (Heymering, 2010).

A laminite ¢ uma enfermidade secundaria do digito do equino que resulta em faléncia
estrutural do mecanismo de aderéncia do estojo corneo ao esqueleto apendicular podendo
progredir para fase cronica (Noschka et al., 2009a, Eades, 2010b; Pollit & Visser, 2010;
Karikoski et al., 2015). Ela possui, como sinal patognomonico da fase cronica, a formagao
de tecido lamelar em ‘‘cunha’’, termo utilizado para descrever os tecidos patologicos que
compoe a regido lamelar (extrato lamelar). Esta alteracdo consequente do desenvolvimento
da doenga também aparece descrita como uma linha branca ectopica (Collins et al., 2010).
Dessa maneira, essa enfermidade ¢ uma condi¢gdo comprometedora para a carreira do equino
acometido, provocando perdas financeiras significativas a equideocultura, além das
implicagdes sobre o seu bem-estar (Bailey et al., 2004).

Em geral, a laminite ¢ considerada uma afec¢do grave que advém de distarbios
gastrointestinais (colica cirurgica, colite, duodenite jejunite proximal), respiratorios
(pleuropneumonia) e reprodutivos (metrite, retencao de placenta) que resultam em quadro de
endotoxemia e resposta inflamatodria sistémica (sindrome da resposta inflamatoria sist€émica
- SIRS) (Belknap et al., 2009; Belknap, 2010a; Eades, 2010a; Eades, 2010b; Leise et al.,
2011; Katz & Bailey, 2012; Tadros et al., 2013), afetando também animais com alteracdes
enddcrinas, como portadores da sindrome de cushing, animais obesos ou que recebam altas
dosagens de corticoides (Laskoski et al., 2012).

Estima-se que a laminite nos Estados Unidos da América produz prejuizos anuais em torno
de milhdes de dolares, onde 75% dos animais acometidos ficam com graves sequelas que os
impossibilitam de exercer atividades fisicas e reprodutivas. E bem verdade que muitas
descobertas recentes comeg¢am a elucidar a fisiopatologia dessa doenca devastadora para o
cavalo, bem como, produzir possiveis formas de tratamento.

Outro fator importante e que se deve ter em consideragao ¢ que o tratamento da laminite pode
se tornar longo e oneroso e, assim, existe uma necessidade urgente para explorar o potencial
de novas estratégias preventivas e terapéuticas para pacientes com ou em alto risco de
desenvolver essa afeccdo. Neste contexto, uma modalidade terapéutica que poderia ser
empregada seria a aplicacao de células tronco mesenquimais (CTM) por meio de perfusao
regional venosa.
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Esta técnica de terapia celular para laminite vem sendo empregada por diversos profissionais
do meio equestre, porém faz-se necessario a realizagdao de estudos mais aprofundados a
respeito de seu potencial terapéutico (Schnabel et al., 2013; Morrison et al., 2014). Acredita-
se que as CTM promovam uma melhora do crescimento do casco devido ao seu potencial
angiogénico, liberagdo de fatores de crescimento, proliferacdo celular e diferenciagao
(Caplan, 2009).

A utilizagdo de CTM autdlogas como tratamento da laminite cronica aparece descrita na
literatura consultada, porém, existem apenas relatos de casos (Dryden et al., 2013; Schnabel
et al., 2013; Morrison et al., 2014). Assim faz-se necessdrio a realizacdo de estudos
controlados para avaliacao de seu potencial, podendo-se comprovar ou nao que esse ¢ um
instrumento viavel na terapia de equinos acometidos por esta enfermidade.

2. OBJETIVO GERAL

Verificar os efeitos terapéuticos no uso de adCTM autologas infundidas por meio de perfusao
regional da veia digital palmar e comparéa-los com a infusdo de placebo no membro toracico
contralateral de equinos em estagio inicial de laminite cronica.

3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Verificar o efeito terapéutico das adCTM sobre a perfusao sanguinea do casco por venografia
digital pré e pds-tratamento em equinos em estagio inicial de laminite cronica.

Verificar o efeito terapéutico das adCTM sobre a taxa de crescimento do estojo corneo por
método radiografico usando um marcador radiopaco fixado na superficie dorsal do casco.

Verificar o efeito terapéutico das adCTM sobre as caracteristicas do processo cicatricial do
tecido lamelar do casco por meio de avaliagdo histoldgica e histomorfometria de amostras
colhidas por biopsia.

Verificar o possivel efeito sistémico das adCTM comparando o membro tratado com adCTM
e o0 membro tratado com placebo.

Propor um protocolo imunohistoquimico para p63 (marcador de capacidade proliferativa
para células tronco epiteliais).
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4. HIPOTESE

A administracdo das adCTM autodlogas infundidas por meio de perfusao regional da veia
digital palmar em um dos membros, promove melhorias na perfusao vascular, na taxa de
crescimento do casco e na avaliagdo histoldgica, tanto no membro tratado (grupo adCTM)
quanto no membro placebo (grupo placebo).
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CAPITULO 1 - LAMINITE EM EQUINOS - REVISAO DE LITERATURA
1. INTRODUCAO

Acredita-se que Xenofonte (380 AC) tenha sido o primeiro individuo a escrever sobre a
laminite, como a uma doenca causada pela ingestdo de excesso de cevada e relatou sobre
haver maior facilidade de tratamento no periodo inicial da doenca. Aristoteles (330 AC),
mencionou a laminite como sendo uma doenca em equinos criados de forma extensiva a
pasto, descrevendo ainda, como um dos sinais clinicos a perda do estojo corneo em alguma
fase do desenvolvimento da laminite. De forma curiosa, os fatos relatados por Xenofonte e
Aristoteles naquela época podem hoje ser associados a resultados de pesquisas atuais, que
podem ser rastreados desde a famosa tese de doutorado publicada por Obel no final dos anos
1940, demonstrando que a laminite em equinos pode estar relacionada a inflamacao e a
ingestdo de pastagens (Heymering, 2010).

A laminite tem sido reconhecida como uma condi¢do dolorosa do casco, que causa
claudicacao em equinos (Heymering, 2010), que normalmente ocorre de forma secundaria a
uma enfermidade sistémica e que pode resultar em faléncia estrutural do mecanismo de
aderéncia do estojo corneo ao esqueleto apendicular (Noschka et al., 2009a, Eades, 2010b;
Pollit & Visser, 2010; Karikoski et al., 2015). A ocorréncia da faléncia com progressao para
a fase cronica "possui como sinal patognomonico a formacao de tecido lamelar em “‘cunha’’,
termo este utilizado para descrever os tecidos patoldgicos que compde a regido lamelar
(extrato lamelar) (Collins et al., 2010). Esta alteracdo consequente do desenvolvimento da
doenga também aparece descrita como uma linha branca ectdpica (Kuwano et al., 2002).

A organizagdo e a composicao da estrutura lamelar patoldgica ¢ considerada inferior ao
tecido lamelar saudavel (Pollit & Collins, 2003), provocando dor e perda da funcao
locomotora (Belknap et al., 2007), que pode inclusive induzir um estado debilitante que pode
evoluir para morte (Katz & Bailey, 2012). Dessa maneira, essa enfermidade ¢ uma condigao
comprometedora para a carreira do equino acometido, provocando perdas financeiras
significativas a equideocultura, além das implicagdes sobre o seu bem-estar (Bailey et al.,
2004).

As principais doengas inflamatorias associadas € que normalmente antecedem a laminite
incluem endotoxemia (sindrome da resposta inflamatoria sist€émica [SIRS]) e advém de
distarbios gastrointestinais (colica cirurgica, colite, duodenite jejunite proximal),
respiratorios (pleuropneumonia), reprodutivos (metrite, retengdo de placenta), ingestao do
extrato da nogueira preta e ingestao de sobrecarga de carboidratos soluveis (Belknap et al.,
2009; Belknap, 2010a; Eades, 2010a; Eades, 2010b; Leise et al., 2011; Katz & Bailey, 2012;
Tadros et al., 2013). Ainda, animais com alteracdes endocrinas, como portadores das
sindromes metabodlicas (obesidade) e de Cushing ou que receberam altas dosagens de
corticoides, estdo predispostos ao desenvolvimento dessa afeccao (Laskoski et al., 2012).
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Estudos epidemioldgicos revelam que a laminite ocorre com frequéncia de 1,5% a 34%
(Wylie et al., 2011) e € responsavel por aproximadamente 15% dos casos de claudicagdo em
equinos (Huntington et al., 2009), sendo assim considerada uma condi¢do clinica de alta
relevancia que compromete o bem-estar dos animais (Wylie et al., 2011). Estima-se que a
laminite nos Estados Unidos da América produza prejuizos anuais na casa de milhdes de
dolares e que 75% dos animais acometidos desenvolvam graves sequelas, que os
impossibilitam de realizar atividades fisicas e reprodutivas.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Anatomia do digito equino

2.1.1 O estojo corneo

Os equideos sao 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. O estojo corneo atua de forma
protetora as estruturas internas mais frageis, absorvendo e distribuindo o impacto recebido
pelo membro durante o apoio do peso, permitindo o deslocamento por longas distancias,
mesmo em altas velocidades e sobre terrenos duros e acidentados. Dessa forma, os equideos
sdo altamente dependentes de uma conexao saudavel entre o casco e o esqueleto apendicular
(Pollitt, 2007).

O estojo corneo consiste em trés camadas: o estrato externo, o estrato médio e o estrato
interno. Ele € o principal sistema de suporte de carga do membro equino e sua fungdo, via
aparato suspensorio da falange distal, transferi forcas de reagdo do solo ao esqueleto
apendicular (Pollitt, 2010b). E ainda, dividida topograficamente em regido frontal (pinga),
laterais ou mediais (quartos) e regido palmar/plantar como taldes (Konig & Liebich, 2014).

A camada externa consiste numa estreita banda de tecido macio e flexivel do casco que une
a pele a camada média. E possivel palpar a extremidade dura da camada média através do
perioplo. E clinicamente considerado um marcador importante uma vez que forma o limite
proximal da camada média. Também ¢ o local de realizagdo de radiografias na vista
lateromedial, onde coloca-se um marcador radiopaco, que permite estimar a distancia vertical
entre a parede do casco proximal e o limite do processo extensor da falange distal (Eustace,
Emery & Cripps, 2012).

O estrato médio é o mais espesso das trés camadas e é caracterizado pela sua estrutura cornea
tubular e intertubular (Pollitt, 2004).

O estrato interno, também denominado de lamela epidérmica, estendem entre a superficie da
falange distal e a parede interna do casco, suspendendo o esqueleto axial do cavalo e as
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estruturas anexadas dentro do estojo corneo. As lamelas sdo compostas de 500 a 600 dobras
verticais de tecido epidérmico queratinizado (lamelas epidérmicas primarias - LEP), que sao
unidas a parede interna do casco, e dobras interdigitadas do tecido conjuntivo (lamelas
dérmicas primarias - LDP) que sdo unidas a falange distal. Cada dobra das LEP ¢ LDP tem
150 a 200 dobras interdigitadas de lamelas secundarias resultando em uma area de ampliagao
da interface dermo-epidérmica, aumentando a adesdo do estojo corneo ao esqueleto
apendicular. As lamelas epidérmicas e dérmicas secundarias (LES/LDS) unem-se a uma
membrana basal que ¢ composta por uma rede de fibras de coldgeno e lamininas, ancoradas
através de hemidesmossomos a células epiteliais basais que residem a margem das lamelas
epidérmicas e ligadas a fibras de colageno de tracao das lamelas dérmicas. Estes estao ligados
por uma variedade de componentes de matriz extracelular uns aos outros e as integrinas
expressas por células em ambos os lados da membrana, assegurando assim a integridade do
tecido (Pollitt, 2004).

A estrutura microscopica lamelar normal consiste de células basais epidérmicas contendo um
nucleo eliptico situado no polo apical da célula. O podlo apical situa-se opostamente a
membrana basal. O eixo longo do nticleo celular € orientado perpendicularmente & membrana
basal. A membrana basal, comumente identificada através de coloracdo de PAS (Periodic
Acid Schiff), penetra profundamente nas criptas formadas por duas LES, contornando o topo
afilado da lamela em dire¢do ao eixo queratinizado (lamela epidermal primaria) e a base
arredondada voltada para a lamela dérmica primaria. A distancia entre a membrana basal e o
eixo queratinizado ¢ de 1 a 2 células epidermais basais (Pollitt, 2007).

As células basais epidérmicas € a membrana basal, respondem constantemente ao estresse,
tensdes de crescimento e de locomogao provocadas pela liberacao de proteases e inibidores
intrinsecos para realizar o ‘‘turnover’’ celular necessario. Este processo enzimatico ¢
considerado de fundamental importancia com capacidade de destruir componentes
responsaveis por manter a ligagdo entre a falange distal e o interior da parede do estojo
corneo, podendo causar graves consequéncias a satide dessa estrutura nos equinos. A ativagao
de proteases lamelares inadvertidamente ou incontroldvel em equinos, € sua dependéncia
genérica de um digito por membro, os tornam unicamente susceptiveis aos efeitos destrutivos
da laminite. (van Eps et al., 2012).

A derme altamente vascular, esta subjacente a parede do casco e consiste numa matriz densa
de tecido conjuntivo firme que contem uma rede de artérias, veias, capilares, nervos
sensoriais e vasomotores (Pollitt, 2016).

2.1.2 Osteologia e Artrologia

O estojo corneo € constituido por uma por¢ao da falange média, a falange distal e o osso
navicular (Parks, 2017).
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A falange distal contém trés superficies: a superficie articular, superficie solear e superficie
parietal. A juncao da superficie parietal com a solear forma a margem solear, enquanto a
juncao da superficie articular com a parietal no aspeto dorsal forma a margem coronaria ou
proximal, parte da qual forma o processo extensor, ¢ a falange distal ¢ formada no aspecto
palmar do osso através da juncdo da superficie solear e articular. As trés superficie
convergem na extremidade palmar medial e lateral para formar os processos palmares da
falange distal. A superficie parietal tem uma textura rugosa adaptada a ligagdes com os
tecidos moles (primeiramente a derme sublamelar), e também varias perfuracdes que
permitem a passagem de vasos sanguineos para os tecidos moles adjacentes (derme
sublamelar e lamelar) da parede do estojo corneo (Parks, 2017).

A articulacdo interfalangeana distal ¢ formada por trés articulagcdes: uma entre a falange
média e a falange distal, outra entre a falange média e osso navicular e por tltimo outra entre
a falange média, falange distal e osso navicular (Parks, 2017).

Os ligamentos do membro distal mantém a posicao e a relagdo apropriada entre os 0ssos € as
cartilagens ungueais comumente denominadas de cartilagens colaterais. Estes ligamentos
restringem a amplitude do movimento entre os 0ssos. Os dois grupos mais importantes de
ligamentos da articulacdo interfalangeana distal sdo os ligamentos colaterais. Estes sao
responsaveis por manter a falange média e distal em aposi¢ao, e ainda, os ligamentos
suspensores do 0sso navicular que em conjunto com o ligamento impar sesamoideo distal
mantém a posi¢cdo anatomica do osso navicular adjacente ao aspeto palmar da falange média
e distal (Parks, 2017).

A flexdo e extensdo da articulagdo interfalangeana distal ocorre tanto de forma ativa como
passiva. A flexdo ativa ocorre apos a contragao do musculo flexor digital profundo, o qual
aumenta a tensao do tendao flexor digital profundo. A por¢ao digital do tendao flexor digital
profundo passa sob o aspecto palmar da quartela e sob a superficie flexora do osso navicular
para se inserir na superficie flexora da falange distal. A extensdo/dorsoflexdao ativa da
articulacdo interfalangeana distal segue a contracdo do musculo extensor digital comum
mediado pelo tendao extensor digital comum através da sua inser¢ao do processo extensor
da falange distal (Parks, 2017).

2.1.3 Vascularizacao do casco

O suprimento sanguineo para o estojo corneo ¢ realizado pelo par de vasos digitais palmares
(artérias). A partir de cada artéria digital palmar, os seus ramos estendem-se para as
superficies dorsal e palmar de cada falange e anastomosam-se com os ramos opostos (Parks,
2017).

Adicionalmente, existe um par de artérias corondrias que percorrem a banda corondria
dorsalmente e em profundidade onde depois se unem. Na superficie palmar da falange distal,
existem ramos pares de artérias digitais palmares que se estendem distalmente para os bulbos
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dos taldes e para a ranilha. O par de artérias digitais palmares termina no arco terminal (AT),
numerosos vasos perfuram a superficie parietal da falange distal para irrigar os tecidos moles
ndo queratinizados que se encontram sobre o estojo corneo (as células basais epiteliais e a
derme sublamelar e lamelar) (Parks, 2017). A artéria circunflexa da sola ¢ uma anastomose
dos ramos distais do AT e das artérias dorsais da falange distal, responséavel por suprir o cério
na juncao das lamelas distais e a sola periférica proxima a extremidade da falange (Pollitt,
2010b).

De modo geral, a vascularizagdao do estojo corneo pode ser divida em trés zonas: a dorsal
proximal, a dorsal distal e a palmar (Goetz, 1987). A irrigagcdo sanguinea para a zona dorsal
proximal deriva predominantemente da artéria corondria e da artéria dorsal da falange média
e irriga os tecidos moles da banda coronaria e a superficie parietal proximal da falange distal
(derme lamelar e sublamelar). A perfusdo sanguinea na zona dorsal distal ¢ irrigada
primariamente através dos vasos que tem origem no AT e perfundem a falange distal. Esta ¢
também irrigada, através das artérias dorsais da falange distal que passam por meio dos sulcos
parietais no aspeto abaxial dos processos palmares. Esta zona irriga a lamela distal e a por¢ao
dorsal/abaxial da sola. Por fim, a irrigacdo da terceira zona (palmar) deriva de ramos da
artéria palmar digital até aos bulbos dos taldes, ranilha e aspeto palmaroaxial da sola. Nao
existem anastomoses entre a irrigacdo sanguinea da artéria dorsal e palmar para a sola (Parks,
2017).

O retorno venoso proveniente do digito € em sua maior parte paralelo a irrigacao arterial.
Contudo, existem diferencas significativas dentro do estojo corneo que estao relacionadas
com a presencga de plexos venosos na derme da banda coronaria, muralha, sola e ranilha.
Adicionalmente, existem numerosas anastomoses venovenosas dentro da substancia axial da
cartilagem ungueal. A maioria das veias no membro distal ndo tem valvulas, mas existem
valvulas até ao nivel dos vasos digitais palmares (Parks, 2017).

Duas veias digitais palmares paralelas encontram-se no forame solear ao nivel do osso
navicular, formando as veias terminais medial e lateral. Cada veia terminal une-se aos ramos
de plexos venosos internos para formar as veias digitais. Estas veias digitais recebem ramos
com origem no 0sso navicular, veia corondria (que drena a regido coronaria), plexo venoso
interno e veia bulbar que recebe sangue dos taldes (Kainer & Fails, 2011).

3. TIPOS DE LAMINITE

A definicao mais simples de laminite ¢ um distirbio na liga¢do entre a falange distal e o
interior do estojo corneo, onde a estrutura lamelar, que normalmente mantém suspensa a
falange distal, falha. Sem a falange distal apropriadamente unida a parede do casco, o peso
do equino e as forcas de locomogao deslocam distalmente a falange dentro do estojo corneo,
comprometendo a vascularizagdo digital, a derme da sola e banda coronéria, causando dor e
claudicacao caracteristica (Pollitt, 2007; Pollitt, 2008). A estrutura dindmica do
deslocamento distal da falange distal resulta de uma interacdo complexa de processos
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biologicos e biomecanicos, reconhecidos em trés padrdes de deslocamento: o rotacional,
simétrico e assimétrico (Parks, 2017).

A suspensao da falange distal no interior do casco, ¢ dependente da integridade estrutural da
juncao derme-epiderme lamelar. Na laminite, esta harmonia estrutural ¢ interrompida por
dois principais eventos importantes: a falha na aderéncia entre a camada de células epiteliais
basais lamelares da membrana basal subjacente ligada a lamela dérmica, as principais células
subjacentes a lamela dérmica, ¢ o alongamento da lamela epidérmica, cujo as células
epiteliais da lamela epidérmica secundaria parecem perder a sua morfologia normal (Pollitt,
2010b; de Laat et al., 2013).

Os pesquisadores em medicina veterinaria vém apresentando avangos na pesquisa
biomolecular nos ultimos vinte anos, expandindo a compreensao atual sobre os mecanismos
fisiopatologicos da laminite, tanto em seu curso sistémico quanto local no tecido lamelar.
Esses avangos permitiram a classificagdo da afeccao em trés categorias: laminite relacionada
com sepse (LRS), laminite endoocrinopatica (LE) e laminite por excesso de carga (LMEC)
(Belknap, 2017).

A suspeita de laminite baseia-se no historico de claudicagdo em combinagdo com avaliagao
fisica e exame radiografica. O prognostico para a recuperacao ¢ determinado pela anamnese,
exame fisico, avaliacao radiografica assim como a resposta a novos tratamentos e técnicas
como a bidpsia dorsal lamelar (Ribeiro et al., 2017). De forma lamentéavel, os métodos
tradicionais para avaliar a laminite tém limitacdes e significado discutivel. Devemos
considerar que, muitas vezes, equinos com claudicacdo grave poderdo nao apresentar
alteragdoes radiograficas de deslocamento da falange distal. Portanto, uma ferramenta
importante e ainda pouco utilizada seria a técnica de venografia. A venografia pode ajudar o
veterinario na tomada de decisdo sobre o tratamento, ou auxiliar sobre o prognostico de casos
graves em que a eutanasia ¢ recomendada (Rucker, 2017).

3.1 Estagios da laminite

A compreensao da cronologia de desenvolvimento da laminite ¢ de fundamental importancia
para avaliacao clinica do animal, permitindo a monitorizag¢ao e o aprimoramento terapéutico
(D'Arpe & Benardini, 2010). A laminite pode ser classificada em trés diferentes fases:
desenvolvimento, aguda ou cronica (Belknap, 2017).

A fase inicial de desenvolvimento da laminite, também reconhecida na literatura como fase
prodromica, ndo esta relacionada aos sinais clinicos, mas sim, ao processo que desencadeia
a falha na juncao lamelar. Esta fase ¢ compreendida entre o inicio da doenga e o0 aparecimento
dos primeiros sinais de claudicacao, caracteristicos da laminite (Hood, 1999), e de duragao
variavel (van Eps, 2017).

A fase aguda inicia-se com os primeiros sinais clinicos de claudicacdo (Hood, 1999). E
caracterizada por claudicagdo em um ou mais membros, aumento da temperatura do casco,
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aumento da amplitude do pulso digital e frequente alteragdo da posi¢ao em repouso (Obel,
1948; Baxter, 1994; Hood, 1999). Quando a laminite aguda persiste por mais de 72 horas e
existe evidéncia radiografica ou fisica de deslocamento da FD, caracteriza-se a laminite
cronica (Hood, 1999). Essa condi¢ao usualmente nao € reversivel e equinos que sobrevivem
a um episodio de laminite aguda normalmente apresentam claudicagdo persistente durante
anos. No entanto, alguns equinos ndo evoluem para a fase cronica, mas parecem recuperar
completamente apos a fase aguda (van Eps, 2010). A fase cronica ¢ caracterizada por uma
cicatrizagdo de tecido inadequada e uma resposta regenerativa aberrante que resulta em
displasia e hiperplasia lamelar (Carter et al., 2011). A condigdo pode ser compensada ou
descompensada. A laminite cronica compensada ¢ definida por uma estabilizacao da falange
distal sem maior descida ou rotagao e quando novos tecidos da parede ungueal do casco sao
produzidos. Se a degeneracao lamelar e, consequentemente, o deslocamento da falange distal
continuar, isso ¢ referido como laminite cronica nao compensada. Possiveis consequéncias
sdo a penetragdo da sola pelo osso apendicular, formacao de abscessos, osteite e atrofia 0ssea
ou mesmo descolamento completo da capsula do casco (Pollitt, 2008; Morrison, 2010).

A condicdo em que a falange distal desce ¢ comumente referida como "afundamento".
Embora este seja geralmente um processo cronico, a falange distal pode afundar em poucos
dias em casos muito graves. Portanto, alguns estudos denominam esse tipo particular de
laminite "afundamento agudo" (Eustace & Emery, 2009). Esta fase pode perdurar
indefinidamente com sinais clinicos que vao desde os persistentes, como claudicacao ligeira,
dor continua no casco, degeneragao profunda das juncdes lamelares, dectbito, deformagao
da parede do casco e at¢ mesmo exungulacao da parede do casco (Pollitt, 2008).

3.2 Modelos experimentais de indu¢io da laminite

Com o desenvolvimento de modelos de inducao experimentais de laminite, houve um avango
no conhecimento das diferencas fisiopatologicas da laminite. Atualmente a laminite ¢
compreendida como uma doenca heterogénea, porém, com o resultado final comum que ¢ a
falha estrutural lamelar (Walsh & Bruns, 2017).

O estudo da laminite inflamatoéria, associada a doengas sistémicas, vem sendo realizado com
modelos de sobrecarga de carboidratos nao estruturais (amido de milho e oligofrutose) e
extrato de nogueira preta (Julgans nigra) (Weiss et al., 1997, Faleiros et al., 2009; Lima et
al., 2013). Ainda esta afeccdo pode também ser induzida em equinos saudaveis via
administracao de insulina (de Laat et al., 2010 de Laat et al., 2015), em modelo experimental
relacionado a laminite consequente a alteragdes enddcrinas.

Além disso, outros estudos demonstram que modelos experimentais de obstrucao
gastrintestinal/isquemia também tem potencial em promover lesdes no tecido lamelar (Rio
Tinto et al., 2004; Laskoski et al., 2010), fato este comprovado por evidéncias de que hé a
ocorréncias de mudangas severas no tecido lamelar em equinos com sindrome coélica natural
ainda sem sinais clinicos de alteracao em aparelho locomotor (Laskoski et al., 2009).
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3.3 Sinais clinicos

Os sinais clinicos de laminite mais frequentemente observados sao desconforto podal intenso,
claudicacao e relutdncia de permanéncia na posi¢do quadrupedal, com alteragdes no estojo
corneo. Em contrapartida, os sinais podem variar de acordo com o estagio da doenga. A fase
de desenvolvimento inclui o surgimento de lesdes no tecido lamelar do casco, apresentando
sinais clinicos sutis, como aumento do pulso digital e alteragdes associadas a sepse como
membranas mucosas congestionadas, taquicardia, aumento do tempo de enchimento capilar,
anorexia, hipertermia e reducao da motilidade intestinal (Pollitt, 1999; van Eps, 2017).

3.3.1 Fase aguda

A ocorréncia de quadros graves de laminite durante a fase aguda podem ser avaliados por
graus OBEL. Nesta fase, pode ocorrer estabilizagdo sem rotagao ou afundamento da falange
distal, e a condi¢do entra na fase subaguda, até o reparo completo do tecido (Hood, 1999).

Equinos sdao usualmente suspeitos de manifestar laminite quando a doenga ja progrediu para
a fase aguda e os primeiros sinais clinicos podem ser observados. Como os sintomas clinicos
nem sempre sao patognomodnicos, uma inspe¢ao cuidadosa € o monitoramento do animal,
além de métodos diagndsticos adicionais, como a radiologia, e a detec¢ao de uma doenca
subjacente podem ser uteis para estabelecer um diagnostico confiavel (van Eps, 2017). Em
casos moderados a graves, os equinos terdo um aumento da frequéncia cardiaca, aumento da
frequéncia respiratoria, sudorese espontanea e hipertermia leve a grave. Em sua maioria,
equinos com laminite nesta fase demonstram comportamento de inquietacdo, troca de apoio
intermitente ou elevagao de um dos membros alternadamente, sinais estes causados por
sobrecarga de peso no tecido lamelar fragilizado.

A hipertermia em estojo corneo causada por vasodilatacao, pode ser detectada na maioria dos
equinos que sofrem de laminite durante a fase aguda e, as vezes, at¢ mesmo durante a fase
de desenvolvimento da doencga (de Laat et al., 2012). A presenca de pulso digital aumentado
através da palpacao das artérias digitais palmares pode ser perceptivel em equinos com
laminite. O equino deve ser examinado apds um periodo de descanso, pois o exercicio ou
mesmo alguns passos podem exagerar o pulso digital em animais saudaveis. A postura
caracteristica de um equino com laminite ¢ um bom sinal auxilio diagnostico. Se apenas os
membros tordcicos sao afetados, como ¢ geralmente o caso, devido ao fato de a maior parte
do peso corporal (cerca de 65%) serem suportados por estes membros, porque eles carregam
cerca de 65% do peso do cavalo, o equino tende a deslocar a carga de peso para os taldes. Os
membros pélvicos sao posicionados sob o abdomen para transferir uma carga maior de peso
para estes membros. Quando a laminite ocorre em membros pélvicos, a apresentacao clinica
de apoio dos membros serd invertida (Pollitt, 2008).
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A claudicagdo ¢ frequentemente o primeiro sintoma observado pelo proprietario do equino.
A maioria dos equinos reluta em mover-se. Essa situacdo ¢ comumente descrita como se o
equino estivesse "pisando em ovos". Devido o tendao flexor digital profundo exercer tragao
na falange distal, aumentando assim as for¢as de cisalhamento que atuam nas lamelas, a fase
posterior da passada anterior ¢ mantida o mais curta possivel. Durante a caminhada, o equino
geralmente coloca os cascos com os taldes em primeiro lugar, e mantém a fase de balanco da
passada dos membros afetados curta, j& que durante esse periodo o membro contralateral
sofre uma carga dupla. Essa ¢ também a razao pela qual os equinos com laminite relutam em
erguer um membro anterior ou posterior, respectivamente (Pollitt, 2008).

3.3.2 Grau Obel

Em 1948, o veterinario sueco Nils Obel desenvolveu um sistema de classificagao para
claudicacao de equinos com laminite, baseado na gravidade dos sintomas clinicos. Este
sistema identifica quatro graus de claudica¢ao, nomeados apos sua autoria. A laminite grau I
de Obel descreve o tipo menos severo de claudicacao, quando o animal afetado desloca seu
peso de uma perna para a outra, mas nao demonstra claudicagao no ritmo ao passo. Equinos
com laminite Obel grau II relutam em permanecer em superficies duras e claudicam
obviamente ao trote (caracteristica de rigidez). No entanto, um equino com claudicagdo de
grau II de Obel ndo resiste ou demonstra grande desconforto no membro contralateral quando
um membro ¢ elevado. Com laminite grau III de Obel, o equino apresenta claudicagao,
mesmo em ritmo ao passo €, poucas vezes se move voluntariamente. Além disso, o equino
resistird a elevar o membro devido ao aumento da dor no membro contralateral, que teria que
suportar o dobro do peso. A laminite grau IV de Obel ¢ o grau mais severo de laminite. O
equino fica totalmente relutante em se mover e frequentemente se encontra em decubito
(White, 2005; Pollitt, 2008).

3.3.3. Fase cronica

A fase cronica da laminite equina ¢ caracterizada por um colapso estrutural do aparelho
suspensor da falange distal, o corio coronariano, um constituinte da banda coronaria, esta
firmemente preso a cartilagem do estojo cdérneo, o tecido conjuntivo da banda coronaria
segue o movimento descendente da falange distal (Pollitt, 2008). Isto cria uma depressao
perceptivel acima da extensdo proximal da banda coronaria e a margem acentuada do estojo
corneo proximal, perceptivel a palpacdo. A largura e a profundidade dessa depressao
supracorondria refletem o grau em que a falange distal afundou (Eustace & Emery, 2009).
Ao contrario da depressao descrita, em alguns casos com inflama¢do intensa, a banda
coronaria se torna edemaciada, e incha na borda proximal da parede do casco (Rucker, 2010).
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O crescimento da muralha dorsal do estojo corneo € prejudicado, levando a um crescimento
excessivo se comparado a face palmar/plantar. Flutuagdes na taxa de crescimento da muralha
dorsal criam uma aparéncia com caracteristica de anéis de crescimento. Estes anéis de
crescimento, se desenvolvem paralelamente a coroa, divergem no aspecto palmar/plantar e
convergem na regido digital. O crescimento retardado continuo resulta em aparéncia
"abaulada" da muralha dorsal do estojo cérneo e, se nao for corrigida, a muralha se curvara
e crescera para cima, no que pode ser descrito como "chinelo de Aladim" (Pollitt, 2008;
Eustace & Emery, 2009;). Cascos com tal aparéncia normalmente desenvolvem hiperplasia
cicatricial no estrato lamelar, que vem sendo denominado pelo termo ‘‘cunha’’ (Collins et
al., 2010).

Devido a pressao exercida pela falange deslocada, a sola perde sua concavidade, tornando-
se plana e posteriormente formando uma protuberancia convexa sobre a ponta do esqueleto
apendicular. Em casos de deterioragdo, a falange distal pode fazer com que a sola rache,
ocasionando exteriorizagdo do cdrio solear e falange pela sola. A linha branca, transi¢ao da
muralha dorsal do estojo corneo, torna-se mais espessa, refletindo o espago crescente entre a
superficie dorsal da falange distal e a superficie interna do estojo corneo (White, 2005; Pollitt,
2008; O'Grady, 2010)

3.4 Fisiopatologia da laminite

Resultados experimentais indicam a existéncia de varios mecanismos envolvidos na
patogénese da laminite, resultando na falha da jun¢ao dermo-epidérmica, enfraquecimento
do tecido lamelar do estojo cérneo e rotagao ou afundamento da falange distal (Pollitt, 1996;
Rio Tinto et al., 2004; Laskoski et al., 2009; Karikoski et al., 2014). Os principais
mecanismos apontados sdo lesdes isquémicas, enzimaticas, endocrinas (metabolicas) e
inflamatorias.

3.4.1 Mecanismos isquémicos

A vasoconstri¢ao e a isquemia podem contribuir para a laminite de diferentes maneiras. Uma
consequéncia da diminui¢ao da perfusdo digital ¢ o fornecimento impedido de oxigénio e
glicose. No entanto, o metabolismo lamelar parece ser principalmente anaerobico, portanto
a demanda de oxigénio ¢ baixa (Pollitt, 2008). Por outro lado, as lamelas digitais t€m uma
demanda muito alta de glicose e sua privacao leva ao colapso lamelar. Um estudo in vitro
com explantes lamelares mostrou que o nimero de hemidesmossomas diminuiu de forma
constante até¢ que finalmente desapareceu quando o tecido foi cultivado na auséncia de
glicose (French & Pollitt, 2004). Nao apenas a vasoconstricdo, mas também o
redirecionamento do sangue através de derivagdes arteriovenosas dilatadas leva a
hipoperfusao digital, pois o sangue pode contornar os leitos capilares do estojo corneo. As
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anastomoses arteriovenosas na microcirculacdo lamelar dérmica sdo capazes de retirar 50%
do fluxo sanguineo total do membro quando estdo completamente dilatadas. A dilatagao
destas anastomoses também poderia explicar a pulsagdo das artérias digitais e o aumento da
temperatura do estojo corneo durante a fase de desenvolvimento da laminite, enquanto as
lamelas digitais sofrem simultaneamente isquemia (Pollitt, 1991).

A isquemia como causa de laminite deu origem a teoria vascular, que atribui as lesdes
teciduais lamelares originalmente causadas por vasoconstricdo digital e/ou aberturas de
derivagdes arteriovenosas no tecido lamelar, desencadeando estase sanguinea e,
consequentemente, edema e necrose tecidual (Peroni et al., 2005; Noschka et al., 2009b).
Existem evidéncias de que a inflamagao sistémica, e posteriormente a liberacdo de
mediadores inflamatorios, como citocinas, podem causar vasoconstri¢ao digital (Noschka et
al., 2009a).

Muitos dos eventos vasculares durante a laminite equina foram elucidados recentemente. O
edema lamelar devido a constrigdo venosa foi um dos primeiros acontecimentos vasculares
identificados nas fases iniciais nos modelos induzidos por extrato de nogueira preta e
carboidratos (Belknap et al., 2009; Lima et al., 2013).

Este aumento da resisténcia venosa ¢ simultineo ao aumento das concentracdes de
endotelina-1, que provoca vasoconstricdo intensa das veias lamelares. Esse efeito
vasoconstritor pode ser revertido pela administragdo de um antagonista de endotelina-1
(Eades, 2010b).

Pesquisadores demonstraram ativagdo plaquetaria e ativacao plaquetas-neutrofilos (Lunn &
Hurley 2009). A ativagado localizada de plaquetas causa vasoconstri¢ao através da liberagao
de tromboxanos e serotonina, os quais causam constri¢ao de veias, maior que a constricao de
artérias lamelares (Lunn & Hurley 2009; Eades, 2010b). Além disso, aminas vasoativas sao
formadas por bactérias no trato gastrointestinal e podem entrar na circulacao contribuindo
para a patogénese da laminite (Belknap et al., 2009; Lunn & Hurley 2009; Eades, 2010b). A
resisténcia a insulina altera a fun¢do endotelial, podendo criar um estado inflamatorio e
conduzindo a ativacao de plaquetas e leucdcitos, levando ao aumento da producdo de
endotelina, producao de mediadores de inflamagao e estresse oxidativo (Eades, 2010a; Eades,
2010b).

Como ja visto anteriormente, os eventos iniciais na laminite induzida por extrato de nogueira
preta incluem a ativacdo de moléculas de adesdo endoteliais e da migracao de leucocitos
(Faleiros & Belknap, 2017). Concentragdes alteradas de substancias vasoativas ndo tem um
efeito importante sobre o fluxo sanguineo regional, mas provavelmente podem interferir na
sinalizagdo de cé¢lulas endoteliais € modular suas fungdes. O resultado final pode ser criagao
de um estado pré-inflamatério com o aumento do estresse oxidativo, em vez de privacao de
oxigénio (Belknap et al., 2009; Belknap, 2010a).

Resultados experimentais demonstram a auséncia de xantina oxidase, uma enzima liberada
durante a isquemia tecidual (Loftus et al., 2007), desafiando a vasoconstrigdo como o evento
primario no desenvolvimento de laminite. Estudos demonstram que a vasodilatagao
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sublamelar ocorre precocemente no desenvolvimento da doenga, o que estd associado ao
aumento de temperatura e fluxo sanguineo no tecido lamelar (Pollitt & Davies, 1998)
comprovado por cintilografia (Trout et al., 1990), sugerindo que o aumento da irrigacao no
tecido lamelar pode contribuir para a falha das jungdes dérmicas epidérmicas. Outros estudos
realizados demonstraram que a crioterapia previne a lesao do tecido lamelar apds laminite
induzida experimentalmente (van Eps & Pollitt, 2004; Dern et al., 2018). No entanto, sabe-
se que a reducdo do fluxo sanguineo detectada pela venografia ocorre na fase de laminite
cronica (Baldwin & Pollitt, 2010).

3.4.2 Mecanismos enzimaticos

Embora estudos relatem a ocorréncia de ativagao de leucocitos mais rapidamente, hd também
evidéncias substanciais de uma aceleragdo na remodelagdo enzimatica, responsavel
principalmente pela matriz de metaloproteinases (MMPs), causando a degradagao da lamela
e colageno tipo IV e tipo VII, evento este considerado importante durante a laminite
juntamente com a elevacdo a MMP-2 e MMP-9 (Pollitt, 1996; Eades, 2010a; Eades, 2010b).

Testes com PCR revelaram aumento da expressdo de MMP-14 concomitantemente com
diminui¢do da quantidade de inibidoras teciduais de metaloproteinases (TIMPs) em equinos
com laminite induzida por uso de frutanos (Eades, 2010a; Eades, 2010b; Katz & Bailey,
2012).

Em contraste, a regulacio de MMP-2 ocorreu independente da concentracdo de
mieloperoxidase, sugerindo que a desorganizagao dos niveis de MMP-2 ocorre independente
de processos inflamatdrios. Um estudo recente também examinou a expressao de genes que
codificam proteinas contendo um dominio desintegrina e metaloproteinase (ADAM), bem
como genes que codificam os inibidores naturais destas enzimas (TIMPs) em equinos
induzidos por sobrecarga de carboidratos, extrato de nogueira preta, ¢ at¢ mesmo quadros
clinicos de laminite. A expressdao do gene da ADAMTS-4 foi fortemente detectada em quase
todos os equinos com laminite induzida experimentalmente e adquirida naturalmente (Eades,
2010a; Eades, 2010b; Katz & Bailey, 2012).

As expressdoes da MMP-9 e da ADAMTS-5 também foram aumentadas em muitos dos
equinos com laminite. Além disso, a expressdao do gene TIMP-2 foi diminuida na maioria
desses mesmos equinos. A regulacao impropria da matriz extracelular demonstra representar
um evento importante em equinos com laminite, seja como parte ou independente dos
processos inflamatorios em geral (Eades, 2010a; Eades, 2010b; Katz & Bailey, 2012).

Entretanto, um estudo em equinos com laminite induzidos experimentalmente por sobrecarga
de carboidratos, foi evidenciado que as MMM-2 e MMM-9, historicamente associados no
desenvolvimento da laminite demonstraram ndo serem responsaveis por iniciar a patogénese
da laminite. Outras proteases como a ADAMTS-4 e reguladores como o TIMP-2 podem estar
envolvidos no dano lamelar inicial (Visser & Pollitt, 2012).
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O processo de ativagao enzimatica permanece pouco conhecida, e sugere-se que as toxinas
bacterianas absorvidas no trato gastrointestinal e citocinas inflamatorias desencadeadas pela
resposta inflamatoria sistémica (ex: TNF- a) possam estar envolvidas neste mecanismo.
Dentre as toxinas conhecidas por promover a ativagao das MMPs, as exotoxinas das espécies
Streptococcus, em especifico o Streptococcus bovis, apresentam destaque neste processo
(Pollitt, 1999). Por outro lado, o aumento da substancia pode ocorrer como consequéncia de
alteragdes morfoldgicas no tecido lamelar e, portanto, ndo ser a causa da doenca (Laskoski
etal., 2013).

3.4.3 Mecanismos enddcrinos e metaboélicos

A sindrome metabdlica equina (SME) ¢ caracterizada por resisténcia a insulina, obesidade
ou adiposidade regional (inser¢ao da cauda, prepucio, regido das glandulas mamarias,
pescogo) e historico de laminite (Pollitt, 2008; Frank, 2011). Outros exames de sangue podem
revelar um aumento nas concentragdes de glicose, insulina e leptina em jejum. Racas de
poneis, ou equinos Morgan, Paso Fino, Arabe, Saddlebred, Quarto de Milha e Tennessee
Walking sao mais comumente afetados (Frank, 2011). Estudos indicaram uma correlagao
positiva entre obesidade e medidas radiograficas para laminite em ragas Crioulas e
Mangalarga Marchador (Paz et al., 2013; Magalhaes et al., 2014). Esses resultados indicam
que a obesidade desencadeia o enfraquecimento da conexao entre o casco ¢ a falange distal
com separagdo progressiva dessas estruturas.

A SME ¢ frequentemente manifestada clinicamente quando o ponei ou equino ¢ criado
extensivamente, podendo desenvolver laminite associado a alimentacdo de pastagens, ou
quando o animal entra em balangco energético negativo (por exemplo, devido a
hospitalizagdo) e, consequentemente, desenvolve hipertrigliceridemia. Devido a diminui¢ao
da sensibilidade a insulina nos tecidos corporais € a consequente falta de disponibilidade de
glicose intracelular, os equinos resistentes a insulina mobilizam facilmente os lipidios como
fonte de energia. Portanto, esses equinos e poneis sao propensos a hiperlipidemia (Frank,
2011).

Em um estudo com poneis, foi possivel identificar padrdes de heranga dominante para
laminite associado a alimentacdo de pastagens. No entanto, as circunstancias ambientais € o
manejo de um ponei geneticamente inclinado também influenciam a manifestacao clinica e
o surto de SME. Exercicios regulares e restricoes dietéticas podem prevenir ou reduzir a
obesidade e, portanto, podem prevenir a laminite em animais suscetiveis. Além disso, neste
mesmo estudo foi estabelecido o termo sindrome metabolica pré-laminite (SMPL) para
equinos saudaveis que sao propensos a desenvolver a SME de acordo com seu fen6tipo e
antecedentes genéticos (Treiber et al., 2006).

Em um estudo com equinos com SME e doenga de Cushing equina, foi evidenciado que as
concentragdes plasmaticas de insulina estdo fortemente correlacionadas com a ocorréncia e
o grau de laminite. Eles detectaram que o inicio da laminite estava associado a um nivel
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plasmatico de insulina que excedia 100 plU/ml (normalidade considerada entre 8 - 30
ulU/ml). Curiosamente, a perda de peso nao reduziu significativamente os niveis de insulina
neste estudo. Em qualquer caso, uma concentragao diminuida de insulina pareceu engendrar
uma melhoria dos sinais clinicos de laminite (Walsh et al., 2007).

A aparéncia clinica de equinos que sofrem de SME e aqueles com doenca de Cushing
(Disfun¢ao do Pars Intermedia da Pituitaria - DPIP) pode ser bastante semelhante e ¢ util
testar ndo apenas a insulina, mas também os niveis plasmaticos de hormonio
adrenocorticotrofico (ACTH) em caso de divida. Considerando que ambas as doengas
causam hiperinsulinemia, apenas equinos com DPIP irdo mostrar niveis aumentados de
ACTH. No entanto, testes metabolicos adicionais devem ser feitos para diagnosticar o DPIP,
pois os niveis de ACTH podem sofrer flutuagdes sazonais e individuais (Walsh et al., 2007).

Experimentalmente foi estabelecido que a relagdo entre a laminite e as alteragdes endocrinas
sao melhor observadas ap6s a inducao de laminite por infusao continua de insulina em poneis
saudaveis (de Laat et al., 2010). Ainda foi demonstrado que a laminite desenvolvida em
equinos alimentados com dietas ricas em carboidratos ndo estd diretamente associada a
eventos inflamatorios como em outros modelos de inducao ja estudados. Dessa forma, outras
causas de lesdo podem estar relacionadas a laminite metabodlica (Belknap et al., 2011).

O mecanismo exato pelo qual a SME contribui para o desenvolvimento da laminite cronica
ainda ndo estd completamente definido. Alguns acreditam que a resisténcia a insulina ¢ a
hiperinsulinemia resultante estimulam a vasoconstricdo e alteram a funcdo endotelial,
enquanto a obesidade coloca o corpo em um estado pro-inflamatorio (Geor e Frank, 2009).

Equinos com laminite endocrinopatica frequentemente sofrem episodios recorrentes de
laminite ¢ comumente desenvolvem sintomas graves de laminite cronica. Esses equinos
passam por um processo de recuperagdo apenas lento e podem nunca alcancar sua
estabilidade anterior (Walsh et al., 2007).

3.4.4 Mecanismos inflamatorios

Nos ultimos anos, a inflamagao foi descrita como mecanismo importante na fisiopatogénese
da laminite equina (Eades, 2010a; Eades, 2010b). No sitio de desenvolvimento da doenca
existe um infiltrado leucocitario (Faleiros et al., 2011), com aumento na liberacdo de
citocinas inflamatodrias (Tadros et al., 2013), quimiocinas e a cicloxigenases no tecido
lamelar, induzindo migracdo e adesdo leucocitaria (Eades, 2010a; Eades, 2010b). Ha a
hipétese de que inflamagao sistémica precede o inicio da claudicagdo em modelos
experimentais, incitando danos lamelares (Belknap et al., 2009; Belknap, 2010; Katz &
Bailey, 2012). Em modelos de laminite induzida por excesso de carboidratos, a febre ¢ a
taquicardia ocorreram antes da claudicagdo, o que pode comprovar esse fato (Eades, 2010b;
Leise et al., 2011; Lima et al., 2013).
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Ainda, um estudo retrospectivo mostrou que os equinos com sinais clinicos compativeis com
inflamacao sist€émica possuiam cinco vezes mais chances de desenvolverem a laminite
(Eades, 2010b). Em outro estudo foram observadas alteragcdes no tecido lamelar de equinos
em quadro de obstrugdo intestinal, possivelmente devido a ativagdo inflamatoria sist€émica
ocasionada pela lesdo de isquemia/reperfusdao que ocorrem nos disturbios gastrointestinais
(Rio Tinto et al., 2004).

Durante o inicio da sepse bacteriana, os componentes de bactérias gram-positivas (acido
lipoteicoico e peptidoglicano) e gram-negativas (lipopolissacarideo [LPS]), designados
padrdes moleculares associados a patogenos (PAMPs), sdo reconhecidos pelo sistema imune
inato por receptores tais como os “toll like receptors” (TLRs) apds sofrer agressdo por
patogenos infecciosos (Adib-Conquy & Cavaillon, 2007). Os PAMPs estimulam células
inflamatorias, endoteliais e plaquetarias, incitando a resposta inflamatoria local. Entretanto,
ao atingirem a circulagao sist€émica, os PAMPs podem estimular respostas por diversas vias
e diferentes células do hospedeiro de uma tUnica vez, iniciando assim uma condicdo de
reagOes exacerbadas (sindrome da resposta inflamatoria sistémica) que, se nao tratada,
promove a faléncia multipla de 6rgaos (Belknap, 2010a).

Assim que os leucécitos ligam-se aos PAMPs circulantes, liberam citocinas na corrente
sanguinea. Entre esses mediadores inflamatérios, os mais comuns sdo o fator de necrose
tumoral (TNF-a) e as interleucinas (IL) 1, IL6 e IL8 (Belknap et al., 2009; Belknap, 2010a;
Katz & Bailey, 2012). A presenca de PAMPs e citocinas inflamatorias circulantes estimula
o endotélio vascular a expressar moléculas de adesdo e quimiocinas no endotélio vascular de
orgdos alvo. Esses eventos endoteliais, combinados com a estimulagdo de leucocitos
circulantes, acarretam na adesdo leucocitaria e subsequente migracdo para os tecidos
distantes do 6rgao alvo, onde eles causam lesao tecidual, disfuncao e morte celular devido a
producdo de espécies reativas de oxigénio, nitrogénio e proteases. Atualmente, alguns
pesquisadores acreditam que esse evento acontece nas lamelas digitais, dando inicio aos
danos teciduais locais que caracterizaria a laminite (Belknap et al., 2009; Lunn & Hurley
2009; Belknap, 2010a; Faleiros et al., 2011; Lima et al., 2013, Faleiros & Belknap, 2017).

3.5 Diagnostico

Os equinos com suspeita de laminite devem ser avaliados clinicamente de forma criteriosa,
com inspecao cuidadosa e o monitoramento constante. Todos os sinais clinicos descritos
anteriormente, principalmente durante a fase aguda da laminite, devem ser considerados e
podem ser relacionados a esta afeccdo. Entretanto, o uso de métodos diagnosticos
complementares faz-se necessario principalmente na fase cronica da laminite.
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3.5.1 Radiologia

Enquanto a laminite aguda ¢ diagnosticada principalmente com base nos sinais clinicos, a
laminite cronica pode ser diagnosticada muito bem por meio de imagens radiograficas.
Radiografias de todos os estojos cérneos devem ser realizados mesmo em casos de laminite
aguda, a fim de se ter uma referéncia para exames subsequentes, e estes devem ser repetidos
a cada 3 a 4 dias no periodo inicial (van Eps, 2010). As radiografias ndo apenas ajudam a
fazer um diagndstico, mas também sao Uteis na determinacao da evolugao da condigdo ou
dos resultados do tratamento. A proje¢do radiografica lateromedial provavelmente tenha
maior valor diagnostico. No entanto, ¢ sempre aconselhavel fazer as projecdes radiograficas
dorsopalmar/dorsoplantar e obliqua dorsopalmar/plantar, para diagnosticar a rotagao
mediolateral e verificar a integridade da extremidade da falange distal.

3.5.2 Venografia digital

A venografia (angiografia venosa retrograda) revela déficits na vasculatura do estojo corneo
equino em um animal em estagdo. O fato de as veias digitais equinas serem sem valvas
permite o preenchimento retrogrado quase completo com material de contraste radiopaco
(Pollitt, 2008). O equino deve ser sedado e o bloqueio do nervo sesamoéide abaxial deve ser
realizado no membro selecionado para dilatar os vasos. Uma bandagem elastica deve ser
firmemente enrolada ao redor do boleto em uma dire¢ao proximo-distal para dilatar ainda
mais as veias digitais, eliminar a influéncia da pressao sanguinea e reduzir o fluxo sanguineo
venoso. Posteriormente, um scalp ¢ utilizado para puncao da veia digital lateral/medial
palmar/plantar. Na maioria dos equinos, cerca de 20-25 ml de material de contraste radiopaco
pode ser injetado. Radiografias digitais devem ser feitas imediatamente apds a injecdo para
evitar a difusdo do material de contraste da vasculatura digital para os tecidos adjacentes. O
equino nao deve carregar todo o seu peso sobre o membro investigado, pois o plexo dorsal
sublamelar ndo pode se encher de sangue sob essa pressao (Pollitt, 2008; Baldwin & Pollitt,
2010).

Entretanto, mesmo com o dominio da técnica de venografia digital, faz-se importante o
conhecimento sobre a anatomia vascular devido a areas do estojo cérneo que sdo irrigadas
por diferentes vasos sanguineos. As artérias do estojo corneo formam anastomoses e estas
ndo irrigam apenas uma area e terminam. Se uma area vascular ¢ comprometida, o tecido
afetado também vai ficar comprometido, entretanto, nao se torna necessariamente isquémico.
Por exemplo, o plexo corondrio (irrigado pelo ramo dorsal da artéria coronaria da falange
média), arco terminal e vasos circunflexos irrigam a lamina dorsal. Uma lesdo ou compressao
de qualquer destas areas vai reduzir, mas pode ndo interromper perfusao lamelar. A regiao
dos taldes ¢ raramente afetada nos casos moderados devido aos varios ramos de vasos
sanguineos que a irrigam. Se todos os vasos no interior do casco estiverem comprometidos,
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a artéria bulbar, que tem origem na falange proximal e média, pode continuar a irrigar a
derme coronaria palmar, ranilha, derme cutanea e derme lamelar dos taldoes (Rucker, 2007).

Existem seis areas que sdo avaliadas na imagem de venografia digital, o AT, a vasculatura
dos taldes (VT), o plexo coronario (PC), os vasos dorsais sublamelares (VSL), vasos
circunflexos (VC) e a jungdo circunflexa-lamelar (JCL) (Figura 1).

Plexo corondrio

Vascularizaclio
digital

Vasos dorsals
sublamelares

circunflexa
lamelar

terminal

Figura 1: Venografia digital de equino saudéavel. Principais locais de avaliacdo da
vasculatura digital. Fonte: Leise 2016 (comunicagao pessoal).

3.5.2.1 Arco terminal

O arco terminal (AT) tem origem nos vasos digitais palmares e esta localizado no interior do
centro da falange distal. As artérias digitais palmares sdo preenchidas retrogradamente pelo
contraste e sao evidentes na quartela devido a sua parede muscular. Os ramos do AT passam
através de forames até a superficie parietal da falange distal, onde anastomosam-se com os
vasos sublamelares (VSL). A aparéncia do AT estd raramente alterada, mesmo em casos
severos de laminite. Contudo, o contraste pode estar reduzido ou ausente em alguns casos de
deslocamento distal, enfarte e espessamento da parte distal do tendao flexor digital profundo.
Qualquer redugdo no AT também desencadeia uma diminui¢cdo de suprimento sanguineo na
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derme lamelar. Se o AT permanecer comprometido, entdo o prognoéstico de sobrevivéncia
superior a 6 meses ¢ reservado. Os vasos sanguineos do AT sdo cruciais para a saude da
falange distal e da derme lamelar (Rucker, 2017).

3.5.2.2 Plexo coronario

Os vasos do plexo coronario (PC) tem origem ao nivel da falange média, proximal a capsula
do estojo corneo. Na vista lateral, o PC € proximal e dorsal ao processo extensor. Cada papila
coronaria dérmica ¢ constituida por uma veia e artéria, e projetam-se para depressdes conicas
no sulco coronario. Quando visiveis, as papilas coronarias normais sao paralelas a face dorsal
da falange distal. A por¢ao posterior mais direita do PC reflete a forma dorsodistal da falange
média e do processo extensor da falange distal (Denoix, 2000). Na vista dorsopalmar o PC
medial e lateral podem ser assimétricos devido a diferenca de peso, forma e carga interna da
banda coronaria medial e lateral. Quando a laminite ocorre as papilas coronarias tornam-se
distorcidas e podem desaparecer. O contraste pode estar reduzido na porcao distal do PC e
na regido onde formam as anastomoses com os vasos sublamelares proximodorsal. Com o
deslocamento da falange, o PC torna-se verticalmente alongado e estreito devido a
compressao entre a falange distal e ao estojo corneo proximal. Quando a laminite cronica
distorce permanentemente o PC, as papilas coronarias deixam de estar orientadas com a face
da falange distal e a parede dorsal do estojo cérneo ndo cresce mais paralela a face dorsal da
falange distal (Rucker, 2017).

3.5.2.3 Vasos sublamelares

Os vasos sublamelares (VSL) localizam-se entre a jungdo dérmica/epidérmica e a falange
distal. Em um estojo corneo normal, os vasos sublamelares sdo evidentes como uma linha
uniforme distinta a 4 milimetros da superficie parietal da falange distal. Os vasos
sublamelares unem-se proximalmente com o PC, centralmente participam na irrigagdo com
AT e distalmente juntam-se com os vasos circunflexos (VC). Devido a separacao entre a
lamina dérmica e epidérmica, os vasos sublamelares podem tornar-se mais largos e
distorcidos, e os vasos de menor didmetro ficam mais evidentes no venograma. Se ocorrer
uma separagdo uniforme, como no deslocamento distal simétrico, os vasos sublamelares
aparecem com uma forma retangular de contraste uniforme nas vistas lateromedial e
dorsopalmar. No entanto, quando ocorre um deslocamento rotacional, os vasos sublamelares
podem aparecer com uma forma triangular. Alternativamente, independente do tipo de
deslocamento, os vasos sublamelares podem estar comprimidos e o contraste estar
completamente ausente. A compressao dos VSL, pode resultar de uma das seguintes
situagoes, deslocamento da falange distal comprometendo a derme entre o osso € a muralha

46



do casco, lesao dos vasos secundariamente ao deslocamento da falange e edema sublamelar
(Rucker, 2017).

3.5.2.4 Vasos circunflexos

Os VC encontram-se distais e periféricos a margem palmar da falange distal. Nao existem
ramos vasculares provenientes do AT que penetrem a falange, apenas os ramos dos VC sao
responsaveis pela irrigacao distal a falange da derme solear e papilas solares. Esta area ¢
particularmente vulneravel a compressao resultante do deslocamento da falange distal. Tanto
as papilas soleares como as terminais sdo paralelas a face dorsal da falange distal. Equinos
saudaveis tém uma grande variacao na aparéncia dos VC e sola, dependendo da profundidade
da sola e remodelagao 6ssea da borda distal da falange distal. Na vista dorsopalmar de um
equino com laminite, o contraste dos VC na linha média esta normalmente reduzido ou
ausente. O padrao do contraste por vezes ¢ assimétrico devido as diferengas internas na carga
dentro do estojo corneo. No inicio da laminite no venograma lateromedial, as papilas soleares
tornam-se inicialmente desorientadas, deixam de estar paralelas a superficie dorsal da falange
distal e depois ausentes distalmente a mesma. Se a laminite evolui, o contraste nos VC e sola
iniciam-se reduzido e depois ausente distal a extremidade da falange distal. A compressao
dos VC pode se estender desde a extremidade da falange distal até o apice das cartilagens
alares (Rucker, 2017).

3.5.2.5 Vascularizacao dos taloes

A vascularizacao dos taldoes (VT) tem origem na regido da quartela e irriga os bulbos, ranilha,
lamina dos taldes caudal e plexo coronario (Rucker, 2017). O padrao de contraste nos taldoes
raramente estd reduzido (Bowker, 2003a; Bowker, 2003b; Rucker & Orsini, 2014; Baldwin
& Pollitt, 2010), exceto em possiveis casos severos de deslocamento simétrico da falange
distal (Rucker, 2017).

3.5.2.6 Juncio circunflexa-lamelar

A JCL tem particular interesse na venografia digital, uma vez que forma um angulo de 50°,
composto pelas superficies dorsal e palmar da falange distal, extremidade dorsodistal da
falange distal e origina as papilas terminais que formam a linha branca. As papilas terminais
perdem a sua orientacdo assim que a JCL comeca a ter uma forma dobrada (Rucker, 2010;
Rucker, 2017).

Em casos mais graves de laminite, a JCL desloca-se proximalmente a extremidade da falange
distal, e esta alteracdo pode ocorrer antes de existir deslocamento da falange distal
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mensuravel nas radiografias. As papilas terminais tornam-se orientadas quase
perpendiculares a superficie dorsal da falange distal. Se o tratamento ndo obtiver sucesso, as
papilas irdo continuar a produzir epiderme, mas em uma orientagdo incorreta.
Consequentemente, o crescimento do estojo corneo estard comprometido, contribuindo para
a compressao da derme e distal dorsal a extremidade da falange distal (Rucker, 2017).

3.6 Tratamento

Existem vdrias estratégias terapéuticas disponiveis para o tratamento da laminite. As
principais medidas serdo apresentadas, destacando as informagdes baseadas em resultados de
pesquisa cientifica.

3.6.1. Terapia medicamentosa

3.6.1.1 Terapia anti-inflamatéria

Os anti-inflamatorios ndo-esteroidais (AINEs), mais comumente a flunixin meglumine na
dose de 1,1 mg / kg ou fenilbutazona na dose de 2,2-4,4 mg/kg por via intravenosa ou oral
duas vezes ao dia, tém efeito anti-inflamatério e analgésico (Rendle, 2006). Doses mais
baixas de apenas 0,5 mg/kg de flunixin meglumine também podem ser eficazes (van Eps,
2010). Adicionalmente, doses baixas de flunixin meglumine (0,25 mg/kg) a cada 8 horas
podem ser utilizadas com a finalidade de interromper a producao de eicosanoides associados
a endotoxemia e alivia parcialmente seus sinais clinicos (Semrad et al., 1987). No entanto,
essa dosagem baixa ndo fornece analgesia. Em geral, os AINEs sdao usados para prevenir a
inflamacao da interface lamelar, bem como outras doengas inflamatdrias subjacentes. Como
essas drogas nao sdo inibidores seletivos das ciclooxigenases (COX), seu efeito sobre as
COX-1 pode ter efeitos deletérios sobre a integridade da mucosa gastrica ¢ a fungdo e
perfusao dos rins, respectivamente (Rendle, 2006).

O firocoxib esta disponivel para uso em equinos, porém muitas vezes ndo fornece analgesia
suficiente para casos de laminite. Além disso, a inibicdo da COX-1 pode fornecer maior
eficacia do que a inibi¢do da COX-2, reduzindo a liberagao ativada por plaquetas de produtos
inflamatorios e vasoativos. O firocoxib ¢ um anti-inflamat6tio com maior seletividade de
inibicdo COX-2 e pode ser utilizado na dosagem de 0,1 mg/kg por via oral a cada 24 horas
(Belknap, 2010b).

3.6.1.2 Terapia antioxidante
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Dimetilsulféxido (DMSO) ¢ um eliminador de radicais livres de oxigénio. Espécies reativas
de oxigénio sdo produzidas como resultado da lesdao de reperfusdo apdés um periodo de
isquemia e acredita-se que desencadeiam secrecdo de MMP, bem como sua ativagao
(Clutterbuck et al., 2010). Além disso, o DMSO inibe a agregacao plaquetaria (Rendle,
2006). O DMSO ¢ comumente administrado como uma infusao intravenosa na dose de 0,1-
1 g/ kg em solugdo a 10% (Rendle, 2006). A concentragdo deve permanecer abaixo de 20%
para evitar a hemolise intravascular (Pollitt, 2008).

3.6.1.3  Vasodilatadores e anticoagulantes

A acepromazina ¢, frequentemente, usada para induzir a vasodilatacdo digital e, assim,
contrabalancear a possivel hipoperfusdo ou isquemia lamelar digital durante a fase de
desenvolvimento e aguda. No entanto, um suprimento sanguineo digital aumentado apos sua
aplicacdo nao foi provado at¢ o momento. Também promove efeito sedativo, ocasionando
relutancia no movimento e estimulando o decubito em equinos, consequentemente, reduz a
dor e os danos mecanicos as lamelas. Também reduz a hipertensdo sist€émica, que ¢
provavelmente um resultado de dor digital grave. E recomenda a administragdo de 0,06
mg/kg por via intravenosa ou 0,1-0,2 mg/kg por via oral 2 a 3 vezes ao dia (Rendle, 2006).
Em outro estudo ¢ recomendado a administragao de 0,02-0,04 mg/kg por via intramuscular
ou intravenosa 4 vezes ao dia (van Eps, 2010).

A isoxsuprina tem ac¢do agonista B-adrenérgico e propriedades antagonistas a-drenérgicas.
Acredita-se que ela aumente o fluxo sanguineo digital mediado pela vasodilatacdao e que
tenha algumas propriedades reologicas (Parks, 2003).

A pentoxifilina, um derivado da metilxantina, tem efeitos reologicos e anti-inflamatorios e
causa a inibi¢ao do TNF- a (van Eps, 2010). A pentoxifilina melhora a deformabilidade da
membrana das células sanguineas e, diminui a viscosidade do sangue (Belknap, 2001).
Acredita-se que esta caracteristica aumenta o fluxo sanguineo e inibe a agregacao plaquetaria
nas extremidades e lamelas digitais, respectivamente, e ¢ geralmente administrada na dose
de 7,5-8,5 mg / kg por via intravenosa (Rendle, 2006; Orsini, 2011). No entanto, pesquisas
mostraram que, ao contrario do esperado, a pentoxifilina apressa a agregacdo plaquetaria
induzida pelo colageno no sangue total equino e, consequentemente, poderia causar a
deterioragao da isquemia lamelar (Kornreich et al., 2010).

A heparina, com seu efeito anticoagulante, pode ser capaz de prevenir a laminite se
administrada durante a fase prodromica, mas sua eficacia na fase aguda ou cronica, €
duvidosa (Parks, 2003; Orsini, 2011). Durante a fase de desenvolvimento, ela poderia inibir
a formagdo de microtrombos, que foram detectados em tecidos lamelares de equinos com
laminite aguda (Weiss et al., 1994). Como a laminite geralmente ndo ¢ detectada durante essa
fase inicial, a heparina ¢ frequentemente administrada muito tarde, apresentando menor efeito
terapéutico. No entanto, 100-150 Ul / kg podem ser administrados por via subcutanea duas
vezes por dia (Rendle, 2006). Sua utilizagdo necessita cautela, uma vez que a heparina pode

49



causar a auto-aglutinagcdo dos eritrocitos e prejudicar ainda mais o suprimento de sangue
lamelar. Este efeito prejudicial ndo foi detectado em combinagdo com a heparina de baixo
peso molecular, sendo, portanto, recomendado no caso da laminite equina (Belknap, 2001).
Além do efeito antitrombético da heparina, sugere-se que a substancia contenha efeitos anti-
inflamatorios.

O trinitrato de gliceril aplicado como uma pomada na pele acima dos vasos digitais e na
banda coronaria pode ser convertido em 6xido nitrico nas paredes dos vasos sanguineos,
desencadeando vasodilatagdo. No entanto, este efeito nao foi cientificamente comprovado
(Rendle, 2006). Além disso, a tolerancia a essa droga pode ocorrer rapidamente em equinos
(Belknap, 2001).

3.6.1.4 Controle da dor

Os AINEs sdao os analgésicos mais usados em equinos com laminite. Sua agdo ja foi
comentada anteriormente. Contudo, medicamentos adicionais tém sido procurados quando o
tratamento da dor fornecido apenas pelos AINEs ¢ inadequado. A lidocaina, administrada em
bolus intravenoso de 1,3 mg/kg, seguida por uma infusdo continua intravenosa de 3
mg/kg/hora, tem sido usada extensivamente em equinos hospitalizados submetidos a
celiotomia exploratoria para controlar a dor e o ileo no periodo pos-operatorio (Malone et al.,
2006). Porém, alidocaina tem sido usada menos extensivamente para suplementar a
analgesia fornecida pelos AINEs em casos de laminite, portanto, a eficacia ¢ desconhecida,
sendo muitas vezes substituida por morfina nos casos em que os AINEs ndo fornecem
analgesia suficiente (Rendle, 2006; van Eps, 2010). A morfina, na dose de 0,1 mg/kg, pode
ser administrada por via intramuscular e repetidas a cada 4 horas nos casos que nao
respondem aos AINEs (Rendle, 2006). O butorfanol também pode ser administrado por via
intravenosa (0,01 a 0,05 mg/kg trés a seis vezes ao dia) ou intramuscular (0,04 a 0,1mg/kg
trés a seis vezes ao dia) para suplementar a analgesia fornecida pelos AINEs e/ou lidocaina.

Para animais com dor extrema, outra alternativa terapéutica viavel ¢ a terapia multimodal.
Mais comumente, nestas situagdes a combinagao de infusao continua de lidocaina (1,3 mg /
kg em bolus seguida de 3 mg/kg /hora), cetamina (0,4 a 1,2 mg/kg/hora) e butorfanol (18
ug/kg de peso corporal e 10 a 23 pg/kg de peso corporal / hora) t€ém sido utilizados (Driessen
& Zarucco, 2017).

Os adesivos de fentanil podem ser anexados a pele se a dor digital for mais grave e nao puder
ser tratada com AINEs. Um ou dois adesivos, 10mg cada, podem ser usados e seu efeito
geralmente dura até 2 dias. Porém, seus resultados sdo variaveis e podem causar excitagao
em alguns casos, necessitando mais estudos (Thomasy et al., 2004).

Outra droga utilizada ¢ gabapentina. Ela tem sido amplamente utilizada na medicina humana
para tratar a dor neuropatica, quadro algico esse que tem sido suspeitado em casos de laminite
cronica. As propriedades farmacocinéticas foram avaliadas em equinos com a dose de 20
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mg/kg por via oral e por via intravenosa, demonstrando que a medicacao ¢ segura, causa
sedacdo leve e tem baixa biodisponibilidade oral. Tem sido dificil avaliar se a gabapentina
proporciona beneficios aos pacientes com laminite, sugerindo a necessidade de avaliacao
adicional (Terry et la., 2010).

3.6.1.5 Modulacao de sensibilidade a insulina

A metformina tem sido usada com sucesso para aumentar a sensibilidade a insulina em
equinos e poneis em uma dose oral de 15 mg/kg (van Eps, 2010). Aumentando a sensibilidade
a insulina, esta droga poderia ajudar a baixar os niveis de insulina no sangue. Acredita-se que
a insulina desencadeie a laminite tanto por alteracdes vasculares quanto pela ativagao das
matrizes de metaloproteinases.

3.6.1.6 Manejo corretivo do estojo corneo

Diversas praticas sobre o manejo corretivo do casco de animais com laminite cronica foram
publicadas. Dentre estas, os principais tratamentos sao a aplicacao de orteses e ferraduras ou
aparelhos similares, e existem técnicas de eficacia questionaveis, especialmente por resposta
individual e diferentes graus de envolvimento do casco (Parks & O'grady, 2003; Morrison,
2010). A utilizagdo destes materiais objetiva a estabilizagao falangeana, promover conforto
e reducdo da dor, e estimular o crescimento de novo extrato coérneo. O realinhamento da
falange distal e da sola deve ser realizado removendo-se progressivamente o taldo e a parede
do estojo corneo. A aplicacdo de ferraduras tradicionais em forma de coragdo, ovais e
invertidas tem sido indicada. Entretanto, materiais e adesivos alternativos tém sido cada vez
mais utilizados, como a fixacdo de um tamanco de madeira com o Unico intuito de recrutar
apoio da ranilha e taldo, e reduzir o contato da superficie com o solo, melhorando o
"breakover", reduzindo a forga a qual o estojo corneo deixe o solo (Stewart, 2010). Existem
estratégias para minimizar o descolamento mecanico, como a aplicagdo de substancias
fixadoras na sola do casco, como resina acrilica em associagao com ferraduras, e sao uteis no
controle da progressao da doenga (Morrison, 2010). Em alguns casos, a tenotomia ¢
recomendada, afim de remover a tensao exercida pelo tendao sobre a falange distal (Hunt et
al., 1990). Também alguns casos mais especificos em que se observa crescimento irregular
da parede devido a necrose e comprometimento da banda corondria, a retirada da parede
permite o crescimento do tecido em realinhamento a falange distal (Rucker, 2010).

3.6.1.7 Terapia regenerativa — Células tronco mesenquimais
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A terapia com células-tronco vem sendo utilizada por alguns médicos veterindrios para o
tratamento da laminite. E importante reconhecer que ndo foram realizados estudos para
avaliar a seguranga ou a eficacia das células-tronco para o tratamento desta condigdo
devastadora. Enquanto um estudo recente de Carter et al. (2011) demonstraram que os
equinos com laminite t€ém uma perda de células-tronco epidérmicas p63-positivas em
comparac¢ao com equinos higidos controle, e ndo se sabe se a administracao de células tronco
mesenquimais (CTMs) poderia auxiliar no repovoamento de células-tronco epidérmicas.
Também ¢ desconhecido se a administracdo de células-tronco epidérmicas colhidas em
outras regides dos equinos, como a pele, poderia ser eficaz para o tratamento da laminite
(Carter et al., 2011). As células-tronco s@o administradas uma vez, no inicio do episddio
agudo, e novamente 14 dias depois. Como atualmente nao ha dados publicados para avaliar
a eficdcia das células-tronco para laminite, técnicas adequadas de administragdo, tipos de
células e nimeros de células ainda ndo foram avaliadas.

4. CELULAS TRONCO MESENQUIMAIS NA MEDICINA VETERINARIA
EQUINA

O uso de células-tronco na medicina veterinaria equina vem crescendo em um ritmo mais
rapido que as evidéncias cientificas e clinicas disponiveis na literatura (Frisbie & Smith,
2010, Clegg & Pinchbeck, 2011, Fortier & Travis, 2011; Stewart, 2011). Em geral, as
pesquisas precedem o uso clinico, € o desenvolvimento da terapia se espelha e acompanha
os avancos da medicina humana. Porém a pesquisa e uso clinico das CTMs adultas derivadas
de adultos seguiu um caminho completamente diferente. Sua utilizacdo em afeccoes
ortopédicas ocorreu em 2003, mediante poucas publicagdes de investigacdo. A partir disso
houve uma explosao no uso das CTMs em milhares de cavalos pelo mundo todo (Borjesson
& Peroni, 2011).

Apesar do uso generalizado de células tronco para o tratamento de distirbios
musculoesqueléticos em equinos, poucos sao os dados que fornecem dados clinicos de longo
prazo referentes a sua aplicagdo terap€utica. Muitos estudos clinicos € experimentais que sao
realizados necessitam de grupos de controle adequados e muitas vezes os resultados sao
complicados devidos abordagens terapéuticas multimodais. Existem evidéncias para suportar
a utilizagdo de CTMs adultas cultivadas e processadas no tratamento de distarbios
musculoesqueléticos equinos, incluindo tendinites, desmites, osteoartrites e laminite
(Schnabel et al., 2013).

As duas fontes de células tronco mais comumente utilizadas na medicina veterinaria equina
sdao as CTMs derivadas da medula dssea e do tecido adiposo (Frisbie & Smith, 2010; Fortier
& Travis, 2011; Gutierrez-Nibeyro, 2011). Estas fontes celulares podem ser usadas
terapeuticamente apos um periodo de cultura ou apds um breve processo de centrifugacao
(separagao de células mononucleares) (Schnabel et al., 2013).
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O tecido adiposo ¢ geralmente colhido na regido pericoccigea, depois digerido com
colagenase e colocado em cultura durante varias semanas para obter CTMs derivadas de
tecido adiposo (adCTM) ou processadas comercialmente a fim de isolar a fracdo vascular
estromal de células derivadas de tecido adiposo (FVE-AD) no periodo de 4-24 horas
(Gutierrez-Nibeyro, 2011).

Embora as adCTM equinas sejam bem descritas na literatura (Vidal et al., 2007; Vidal et al.,
2011; de Mattos Carvalho et al., 2009; Pascucci et al., 2011; Raabe et al., 2011) as células da
FVE-AD foram favorecidas em detrimento de adCTM no uso clinico, fato provavel devido
a sua disponibilidade comercial e curto tempo desde a colheita tecido adiposo até sua
aplicacio clinica (Gutierrez-Nibeyro, 2011). E importante notar, no entanto, que por causa
da falta da etapa de cultura, apenas uma fracao (20-40%) das células da FVE-AD podem ser
consideradas células estaminais (Vidal et al., 2007).

4.1 Aplicabilidade das células tronco mesenquimais na laminite em equinos

O valor terapéutico das CTMs adultas pode ser baseado nao apenas na sua contribui¢ao para
o reestabelecimento da arquitetura dos tecidos danificados, mas também na sua capacidade
comprovada em modular a resposta inflamatoria. As CTMs apresentam efeitos anti-
inflamatérios e imunomoduladoras potentes, através de interagdes célula-célula e ou
libertacdo de fatores soluveis no ambiente local. Ainda possuem um
perfil ou imunofenotipagem distinta de fatores bioativos tréficos, mediadores inflamatérios
e moléculas de adesdo que atuam inibindo a formacao da cicatrizagdo e apoptose, aumentam
angiogénese e estimulam células progenitoras intrinsecas para levar ao retorno da
homeostase do tecido (Caplan, 2009).

Hé uma grande esperanga pelos profissionais da area equestre de que as CTMs possam ser
eficazes no tratamento da laminite. Muitos médicos veterinarios estdo atualmente
administrando células-tronco de diferentes fontes em equinos com laminite. E importante
reconhecer que ndo foram realizados estudos para avaliar a seguranca ou eficacia das células
estaminais para o tratamento desta condi¢cdo. Acredita-se que devido as caracteristicas que as
CTMs possuem e foram descritas anteriormente, possam ser utilizadas como potencial
terapéutico nestes animais (Morrison et al., 2014).

Enquanto um estudo demonstrado por Carter et al. (2011) em que equinos com laminite
demonstraram perda significativa de células estaminais epidérmicas p63-positivas em
comparag¢ao com ao grupo controle (cavalos higidos), desconhece-se se a administragao das
CTMs pode ajudar no repovoamento das células estaminais epidérmicas. Também ¢
desconhecido se a administracao de células estaminais epidérmicas colhidas a partir de outras
regides do equino, tal como a pele, poderia potencialmente ser eficazes para o tratamento de
laminite (Carter et al., 2011).
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A perfusdo regional de membros por meio de infusao de células tronco ¢ atualmente utilizada
clinicamente para o tratamento de laminite, usando a veia digital lateral abaxial ao osso
sesamoide proximal (local de aplicagdao). Os proprietarios procuram a terapia com células-
tronco como uma cura para o seu cavalo, uma vez que eles sabem as consequéncias
devastadoras desta afeccao (Morrison et al., 2014). No entanto, embora esta abordagem possa
ser util, a causa subjacente da doenga deve ser perseguida com diagnostico em conjunto com
a gestdo meédica e terapias nutricionais. Idealmente, os cavalos com laminite devem ser
tratados na fase aguda na tentativa de diminuir a resposta inflamatdria, mas isso requer o uso
de células autdlogas ou aplicagdo de células alogénicas (Schnabel et al., 2013).

As células-tronco sdo comumente referidas como imune-privilegiadas, uma vez que nao
estimulam uma resposta imune. No entanto, em um estudo realizado sugere que a maioria
(90%) das CTMs de medula 6ssea de cultura precoce expressam o marcador MHC 11
(complexo principal de histocompatibilidade classe II), indicando que eles sdo totalmente
capazes de incitar uma resposta imune em um receptor (Schnabel et al., 2013). Porém, as
CTMs adultas expressam moléculas do complexo de histocompatibilidade maior (MHC)
classe I, mas ndo da classe II (Tyndal et al., 2007). Isso contribui para a nao rejeigao das
c¢lulas indiferenciadas (Wan et al., 2008).

Para o tratamento da laminite, a maioria dos cavalos sdo tratados com células estaminais duas
vezes, sendo uma vez o mais cedo possivel durante um episoddio agudo € novamente aos 14
dias apos a primeira aplicagdo. Como ndo existem dados publicados para avaliar a eficacia
das células estaminais para a laminite, as técnicas de administragdo, os tipos de células e o
numero de células ainda ndo foram avaliados e validados, somente apenas sugeridos por
atuacoes clinicas (Schnabel et al., 2013; Morrison et al., 2014).

5. CONSIDERACOES FINAIS

Baseado nas informagdes apresentadas nesta revisao, fica evidenciado que a classificagao
sobre as fisiopatogenias da laminite estdo bem esclarecidas, e cada vez mais ha progresso
sobre o tratamento para esta grave condi¢ao que afeta os equinos. Estes avangos s6 ocorreram
mediante aos modelos experimentais desenvolvidos e todas as pesquisas realizadas baseadas
no entendimento biomolecular da doenca. Ainda, pesquisas sobre possiveis farmacos que
possam atuar no bloqueio ou inibigdo da laminite, e, o uso da terapia regenerativa na melhora
da condicao de animais portadores da doenca encontram-se em franca ascensao.
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CAPITULO 2 - AVALIACOES RADIOGRAFICA, VENOGRAFICA E DA TAXA
DE CRESCIMENTO DO ESTOJO CORNEO EM EQUINOS COM LAMINITE
CRONICA TRATADOS COM CELULAS TRONCO MESENQUIMAIS
DERIVADAS DE TECIDO ADIPOSO

RESUMO

Os objetivos foram avaliar os efeitos da perfusao regional de células-tronco mesenquimais
caracterizadas derivadas do tecido adiposo (adCTM) de equinos com laminite cronica
estavel. Seis éguas com laminite cronica estavel, em tratamento padrao de realinhamento da
falange distal no casco, foram submetidas a perfusdes regionais da veia digital com adCTM
(20 milhdes de células, 3 infusdes a cada 15 dias) comparadas com infusdo de placebo no
membro contralateral. As avaliagdes ocorreram em dois periodos de 30 dias, antes e posterior
ao tratamento (a partir da segunda perfusdo). Radiografias e venografias digitais foram
realizadas em ambos 0s membros toracicos no inicio e ao final de cada periodo. A venografia
foi avaliada por um sistema de escore de lesdao vascular (reducao da perfusdo). O crescimento
do estojo corneo foi monitorado pela distancia entre a coroa e marcador radiopaco inserido
na muralha dorsal. A avaliagdo da relacao espacial entre falange distal e o estojo corneo foi
obtida por software especifico. Apds o tratamento, apenas no grupo adCTM houve redugao
dos escores de lesao venograficos (P<0,03) em relacao ao valor basal, com €nfase na perfusao
dos vasos dorsais lamelares (P<0,03) e jun¢do cincunflexa-lamelar (P<0,03), ¢ maior
distancia (20%) de crescimento de estojo corneo (P<0,03) em compara¢cdo com os membros
placebos. Efeitos positivos também foram detectados na relagdao espacial entre a falange
distal e o estojo corneo dos membros tratados com adCTM, promovendo maior estabilidade
da falange distal comparado ao grupo placebo. A terapia com adCTM promoveu melhorias
na perfusdo sanguinea digital, na taxa de crescimento e na relagdao espacial entre falange
distal e estojo corneo. Nossos resultados confirmam o potencial terapéutico das adCTM no
tratamento de cavalos com laminite cronica estavel, devendo as infusdes serem realizadas
regionalmente em cada um dos membros afetados.

Palavras chave: Equinos, células tronco autologas, venografia, laminite.
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ABSTRACT

The objectives were to evaluate the effects of regional perfusion of characterized
mesenchymal stem cells derived from adipose tissue (adMSC) of horses with stable chronic
laminitis. Six mares with stable chronic laminitis in standard treatment of distal phalangeal
realignment in the hull were submitted to regional perfusion of the digital vein with adMSC
(20 million cells, 3 infusions every 15 days) compared to placebo infusion in the contralateral
limb. Evaluations occurred in two 30-day periods, before and after treatment (from the
second infusion). Radiographs and digital venographs were performed on both thoracic limbs
at the beginning and end of each period. Venography was evaluated by a vascular lesion
score system (reduction of perfusion). The growth of the hoof capsule was monitored by the
distance between the crown and radiopaque marker inserted in the wall of the hoof. The
evaluation of the spatial relationship between the distal phalanx and the hoof capsule was
obtained by specific software. After the treatment, only the adCTM group had a reduction in
venographic lesion scores (P <0.03) compared to baseline, with emphasis on perfusion of
lamellar dorsal vessels (P <0.03) and cincumflex-lamellar junction (P <0.03), and greater
distance (20%) growth of hoof capsule (P <0.03) compared to placebos limbs. Positive
effects were also detected in the spatial relationship between the distal phalanx and the hoof
capsule of limbs treated with adMSC, promoting greater stability of the distal phalanx
compared to the placebo group. adMSC therapy promoted improvements in digital blood
perfusion, growth rate, and spatial relationship between distal phalanx and hoof capsule. Our
results confirm the therapeutic potential of adMSC in the treatment of horses with stable
chronic laminitis, and infusions should be performed regionally in each of the affected limbs.

Key words: Equine, autologous stem cells, venography, laminitis.

1. INTRODUCAO

A laminite ¢ uma enfermidade secundaria do digito do equino que resulta em faléncia
estrutural do mecanismo de aderéncia do estojo corneo ao esqueleto apendicular (Noschka et
al., 2009, Eades, 2010b; Pollit & Visser, 2010). Esta condi¢cdo possui alta relevancia clinica,
podendo afetar até 34% dos cavalos e sua evolucdo muitas vezes culmina na eutandsia,
devido ao comprometimento do bem-estar dos animais (Wylie et al., 2011). O diagnostico
precoce em casos de laminite moderada associada a pronta implementacao da terapia ¢
fundamental para melhorar a chance do reestabelecimento desses animais. A associagao de
venografias as radiografias pode fornecer informagdes importantes na determinacao do
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quadro clinico e auxiliar na tomada de decisdo sobre qual tratamento deve ser realizado. A
venografia digital pode evidenciar as lesdes vasculares no estojo corneo, mesmo antes de
ocorrer alteracdes radiograficas (Eastman et al., 2012).

Outro fator importante e que se deve ter em consideragao ¢ que o tratamento da laminite pode
se tornar longo e oneroso e, assim, existe necessidade urgente para explorar o potencial de
novas estratégias preventivas e terap€uticas para pacientes com ou em alto risco de
desenvolver essa afeccdo. Neste contexto, uma modalidade terapéutica cada vez mais
empregada € a terapia regenerativa, por meio da utilizagao de células tronco mesenquimais
(CTMs) (Gugjoo & Sharma, 2018).

A técnica de terapia celular para laminite vem sendo utilizada por diversos profissionais do
meio equestre, porém faz-se necessario a realizagao de estudos mais aprofundados a respeito
de seu potencial terap€utico. Acredita-se que as CTMs promovam uma melhora na perfusao
sanguinea e na taxa de crescimento do casco devido ao seu potencial angiogénico € promogao
de liberagao de fatores de crescimento, proliferacao e diferenciacdo celular (Schnabel et al.,
2013). Contudo tais condi¢des ainda se limitam a relatos clinicos sem comprovacao cientifica
(Dryden et al., 2013; Schnabel et al., 2013; Morrison et al., 2014).

Portanto o objetivo deste trabalho foi avaliar a perfusao sanguinea, a taxa de crescimento do
casco ¢ a relacdo espacial entre falange distal e estojo corneo em equinos com laminite
cronica que receberam tratamento com adCTM infundidas por perfusdao regional na veia
digital em membro toracico comparando com o membro contralateral tratado com solugao
placebo. Adicionalmente, verificou-se possivel efeito sist€émico das adCTM comparando-se
os resultados obtidos do membro infundido com os do membro contralateral, tratado com
placebo.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Selecao e Descricao de Casos Clinicos

O protocolo experimental foi aprovado pelo comité de ética da Universidade Federal de
Minas Gerais de cuidados e uso de animais (CEUA/UFMG 282/2016). Foram utilizados seis
equinos, Mangalarga Marchador, fémeas nao gestantes, com peso entre 381+ 11 kg, com
idade média de 8,3+ 4,7 anos e escore corporal 6£1 (escore 1 a 9). Estes animais foram
atendidos no Hospital Veterinario da Escola de Veterinaria da UFMG, e identificados como
portadores de laminite cronica por meio do historico, e confirmados através de exame fisico
e radiologico. Foram selecionados animais que apresentaram historico de laminite por
ingestdo de excesso de carboidratos e com tempo de afeccao em torno de 10-15 dias, com
sinais de claudicacao equivalentes aos graus de Obel de 1 a 2 (Obel, 1948). A claudicacao
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foi avaliada em todos os equinos subjetivamente por dois veterinarios. Radiografias bilaterais
em membros toracicos e venografias digitais foram realizados em todos os equinos. Também
foram realizadas projecdes digitais lateromedial e dorsoplantar dos membros pélvicos em
todos os animais. Os equinos com rotagao de falange superior a 10 graus e/ou com perfuracao
de sola foram descartados para este estudo. Os animais foram mantidos estabulados em baias
individuais no setor de Cirurgia de Grandes Animais da Escola de Veterinaria, com acesso a
agua e feno ad libitum e receberam 1% do seu peso corporal vivo de racdo comercial Guabi
Proequi Original (Nutriage — Guabi S. A., Além Paraiba, Minas Gerais) distribuido em duas
administracoes diarias até a finalizacao do estudo.

2.2 Avaliacio da claudicacao

Todos os seis animais foram avaliados para claudicacdo por dois veterinarios. Os cavalos
foram avaliados subjetivamente na caminhada/trote em linha reta em piso duro. Os animais
com claudicacdo equivalente a graus de Obel 3 e 4 ndao foram utilizados neste estudo. Em
todos os animais com grau 1 a 2 de claudicagdo foram realizados bloqueios perineurais em
sesamoide abaxial para confirmar se a origem da claudicagdo era no estojo corneo.

2.3 Periodo de observacio e tratamento inicial

Os animais admitidos passaram por um periodo de observagao de 30 dias antes da aplicagao
das adCTM. Para tanto, realizou-se casqueamento corretivo e redistribuicao de contato do
casco com o solo por meio da colocagdo de tamancos de madeira e preenchimento da ranilha
e sola com silicone de condensacdo a base de polidimetilsiloxano (Speedex Putty,
(Coltene/Vigodent AS Industria e Comércio) de acordo com protocolo de atendimento do
servico de Clinica Cirurgica de Grandes Animais do Hospital Veterinario da UFMG. Logo
apds o casqueamento, aqueles animais que ainda apresentaram desconforto foram tratados
por um periodo de até uma semana com fenilbutazona (4,4 mg/kg SID). Estes procedimentos
objetivaram melhorar a condi¢ao algica, impedir a progressao da rotacdo e proporcionar
maior conforto aos animais, padronizando a terapia biomecanica durante até¢ no maximo uma
semana.

Durante todo o periodo, os animais foram examinados diariamente, realizando-se os exames
radiograficos, a cada 15 dias nas proje¢des lateromedial e dorsopalmar e 65° proximodorsal-
distopalmar a fim de se confirmar a estabilizagdo da relagdo espacial entre falange e estojo
corneo. Um marcador radiografico metalico de comprimento conhecido foi aderido a
superficie dorsal do casco a partir da banda corondria, com intuito de servir como referéncia
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para as medidas radiograficas. Assim, antes do inicio do estudo todos os animais foram
considerados portadores de laminite cronica estavel. A partir deste momento nenhum outro
medicamento foi utilizado até a finalizagao do estudo.

A cronologia de realizacao de todas as etapas do experimento esta descrita conforme a Figura

1.

Admissao dos
animais;
Radiografia;
Casqueamento
corretivo e

Fim do periodo
de observagio
sem intervengao
terapéutica;

Radiografia;
tamancos de Venografia
madeira; digital; Aplicagido
Implante de Aplicagido adCTM 3;
esfgr_as adCTM 1; Radiografia;;
metalicas Exame clinico Exame clinico
(A1) (A30) (Dia 60)
Colheita de Aplicagdo Radiografia;
tecido adiposo adCTM 2; Venografia
e cultura celular Radiografia;; digital; Exame
(Dia 15) Exame clinico clinico (D30)
(p1)

Figura 1: Cronologia de realizagao do experimento

2.4 Colheita de tecido adiposo e cultura celular

Quinze dias apds a admissdo no experimento, foi colhida uma amostra de tecido adiposo de
cada equino. Antecedendo a colheita, o animal foi mantido em jejum alimentar de 12 horas,
submetido a sedacdo com xilazina 10% (0,7 mg/kg/IV), observado quanto ao
comportamento, sendo considerado a sedacdo adequada quando animal estivesse com a
cabeca abaixo da altura da escapula. Neste momento realizou-se tricotomia na regido acima
do musculo gluteo dorsal, na base da cauda, antissepsia e anestesia local utilizando bloqueio
em L invertido proximo a esta regido (local de coleta de tecido adiposo). Foi realizada uma
incisdo de aproximadamente 4-5 cm de comprimento paralelamente a cauda, permitindo a
visualiza¢ao de uma camada de tecido adiposo entre a pele e a musculatura. Apos dissecc¢ao
do tecido subcutaneo, foram coletadas amostras de tecido adiposo de aproximadamente 1,0
cm?® (2,0 gramas), e armazenadas em tubo Falcon estéril de 50,0 mL, contendo meio de
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cultura celular (DMEM - Dulbecco’s Modiffed Eagle Medium) acrescido de SFB (Soro Fetal
Bovino). A pele foi suturada com nylon 2-0 em padrao simples separado. As amostras foram
encaminhadas imediatamente para processamento em laboratorio de cultura.

Toda as etapas de cultura celular foram realizadas no Laboratorio de Estudos em Resolugao
da Resposta Inflamatodria no Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UFMG. Em fluxo laminar,
esse tecido foi submetido a lavagens sucessivas com PBS, cortados em pequenos pedacos e
transferidos para outro tubo Falcon de 15,0 mL contendo solugdo de colagenase do tipo |
(Sigma, St Louis MO, USA) para acao digestiva, por 60 minutos, em estufa a 37°C, 5% de
COa», agitado a cada 15 minutos. Posteriormente, o tubo foi centrifugado a 694G (2000 rpm)
durante 10 minutos, o sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspendido em 10,0 ml
de PBS, sendo centrifugado novamente. Apds esta etapa, o sobrenadante foi descartado e o
pellet ressuspendido em 10,0 mL de meio DMEM acrescido de SFB.

Uma aliquota deste volume foi utilizada para contagem celular em camara de Newbauer.
Logo ap0s as células foram semeadas em garrafas de 75 cm? com densidade de 27 x 10° por
cm’ e incubadas em meio de crescimento béasico contendo DMEM (baixa glicose)
suplementadas com 10% de SBF, 1% de penicilina-estreptomicina e 0,1% de anfotericina
(DMEM completo) a 37° C em 5% de CO; e umidade de 95%. Esta fase de crescimento
celular inicial foi chamada de passagem 0 (P0). Aproximadamente 96-120 horas, foram
identificadas células aderentes agrupadas em nichos, as células ndo aderentes foram
descartadas e o meio de cultura trocado. As células foram monitoradas diariamente, em
microscopio invertido de contraste de fase, sendo o meio de cultura trocado a cada dois/trés
dias, de acordo com o metabolismo celular, avaliados por meio da morfologia das células,
confluéncia da cultura e caracteristicas fisicas do meio de cultura.

As células permaneceram em estufa, até a confluéncia de 80%. Apos esta caracteristica ser
identificada, o meio de cultura foi totalmente desprezado e a cultura foi tripsinizada
(Tripsina-EDTA 1x) e incubada a 37° C, durante 5 minutos. Apds esse periodo, a acdo da
tripsina foi inativada com acréscimo de meio DMEM completo. A solucao foi transferida
para um tubo de centrifuga e centrifugada a temperatura de 22° C e 694G por 10 minutos. O
sobrenadante foi totalmente desprezado e o pellet celular (P1) (Figura 2) ressuspendido em
meio DMEM completo, e novamente dividido em garrafas de cultura, mantendo a mesma
densidade celular anteriormente informada. A cada nova confluéncia de 80%, o
procedimento foi repetido até atingir a quarta passagem celular (P4).
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Figura 2: Solugdo centrifugada contendo tecido adiposo removida da base da cauda de
equinos. Observa-se pellet celular (P1) obtido apos a tripsinizagao.

2.5 Diferenciacao celular

Esta etapa foi realizada no Equine Health Studies Laboratory na Louisiana State University
como colaboragao.

Seguindo os padroes da Sociedade Internacional de Terapia Celular (International Society for
Cellular Therapy - 1SCT), as adCTM foram diferenciadas em tri-linhagem (adipogénica,
osteogénica e condrogénica) para demonstrar sua multipotencialidade, de acordo com os
requisitos estabelecidos para garantir a caracterizagdo de CTMs de equinos (De Schauwer et
al., 2011). Todas as diferenciacdes foram realizadas em triplicata e uma amostra foi mantida
em meio basal (células controle) durante 14 dias (adipogénica e osteogénica) e 21 dias
(condrogénica).

Para diferenciagio adipogénica, as células P3 foram plaqueadas a 20.000 células / cm? em
placas de seis pocos e cultivadas sob condigdes adipogénicas por 14 dias. O meio
(STEMPRO®, Gibco, Grand Island, NY, EUA) foi trocado a cada 3 dias, as células foram
fixadas em solugdo de formaldeido a 10% por 10 minutos, enxaguadas com PBS e coradas
com QOil Red O (Gibco, Grand Island, NY, EUA) de acordo com fabricante.

Para realizar a caracterizagdo osteogénica de adCTM, as células P4 foram plaqueadas a 20.000
células / cm? em placas de seis pocos e cultivadas em condi¢des osteogénicas por 14 dias, o
meio (STEMPRO®, Gibco, Grand Island, NY, EUA) foi trocado a cada trés dias, as células
foram fixadas em solu¢ao de formaldeido a 10% por 10 minutos, enxaguadas com agua estéril
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e coradas com Vermelho de Alizarina (Gibco, Grand Island, NY, EUA) de acordo com
fabricante.

Para diferencia¢do condrogénica, as células P4 foram plaqueadas a 20.000 células / cm? em
placas de 6 pogos e cultivadas em condi¢des condrogénicas por 21 dias. O meio STEMPRO®
(Gibco, Grand Island, NY, EUA) foi usado para diferenciagdo condrogénica e foi trocado a
cada 3 dias. As células foram fixadas com formalina tamponada a 10% durante 10 minutos.
Para detectar a diferenciacao condrogénica, as células foram coradas com Alcian Blue em pH
2,5.

2.6 Preparacio e aplicacio das células para infusido em solucio de NaCl 0,9%

ApoOs a terceira passagem, outras amostras de células foram tripsinizadas (P4), observadas
em microscopia Optica para a avaliacdo da viabilidade celular, submetidas a contagem em
camara de Newbauer e aliquotadas na concentragdo de 2 x 107 células/ 3 ml de PBS (Spriet
et al., 2013). Cada aliquota foi armazenada em seringa de 20 ml, sendo utilizada solugao
fisiologica NaCl 0,9% para completar o volume da seringa. Apos isso, foi transportada para
o centro cirurgico, aguardando o momento da aplicacdo. Todas as etapas de cultivo celular
foram repetidas por mais duas vezes, totalizando trés aplicagcdes com intervalos de 15 dias
entre as mesmas. Em um membro toracico foi aplicado o tratamento celular e o outro apenas
solugdo fisioldgica NaCl 0,9% (solucao placebo) no mesmo volume de aplicacdo. Foram
colocados torniquetes nos membros, na altura do sesamoide abaxial, e em seguida realizada
a infusdo por perfusao regional na veia digital palmar, ¢ mantido durante 30 minutos. A
decisdo sobre qual seria o membro tratado e o membro placebo foi tomada por sorteio.

2.7 Seguranca de Procedimentos Clinicos

O estado clinico de cada equino incluso no estudo foi monitorizado desde sua chegada, ao
longo dos primeiros trinta dias de acompanhamento prévio ao tratamento e durante as duas
semanas seguintes a cada tratamento, avaliando a presenc¢a de edema na parte distal dos
membros onde foram infundidas células ou solucao placebo, eventual inchago, dor ou outros
sintomas nao relacionado com a laminite. A temperatura, a respiragdo e a frequéncia cardiaca
foram avaliadas duas vezes ao dia.
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2.8 Venografia digital

Com intuito de verificar a perfusdo sanguinea do casco, venogramas digitais foram realizados
em ambos os membros tordcicos de acordo com descrito por Redden (2001).
Resumidamente, os cavalos foram sedados com detomidina (0,01 mg / kg IV) e realizado
bloqueio perineural do nervo digital palmar na regido abaxial do sesamoide(Lidocaina 2%
sem vasoconstritor, 40 mg por local de aplicagdo). Os cascos foram limpos para remogao de
sujeira e detritos. Um torniquete foi aplicado sobre o boleto no nivel dos ossos sesamoides
proximais. Os cavalos foram posicionados com os dois membros toracicos em blocos
radiograficos para uma distribui¢ao de peso uniforme. Um scalp de calibre 21 foi colocado
na veia digital palmar. Foram administrados 20 ml de iohexol (Omnipaque Iohexol 300 mg
/ ml, GE Healthcare, Princeton, NJ). A quantidade de contraste utilizada e os tempos de
infusdo foram registrados para cada membro. A qualidade da perfusdo foi registrada como
boa, aceitavel ou precisa ser repetida. Imediatamente apds a conclusao da infusdo de
contraste, imagens radiograficas foram obtidas em sucessdo: lateromedial, horizontal
dorsopalmar, 65° proximodorsal-distopalmar, em no maximo 90 segundos apo6s aplicagdao do
contraste. Apos a obtengdo das imagens, o torniquete foi removido e a veia ocluida. Uma
bandagem leve para manter a pressao sobre a veia digital palmar foi deixada no local por 10
minutos e depois removida. Os locais de injecao foram avaliados quanto a inchago, calor ou
dor aos 30 minutos e 24 horas apods a infusdo. Cada projecao foi avaliada para o nivel de
preenchimento vascular em locais pré-determinados (Figura 3), pré e pos-tratamento (15 dias
apo6s a ultima infusao do tratamento).

Para avaliagdo das venografias utilizou-se um sistema de escores desenvolvido por Leise et
al., (2016) (Tabela 1) com intuito de avaliar a qualidade e a quantidade de preenchimento
vascular nos seguintes locais: plexo corondrio lateral e medial, vasos dorsais sublamelares,
juncao circunflexa lamelar, papilas terminais, arco terminal e vascularizacao digital solear.
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Plexo corondrio
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Figura 3: Venografia digital de equino saudével. Principais locais de avalia¢ao da vasculatura
digital. Fonte: Leise 2016 (comunicagdo pessoal).
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Tabela 1: Escore de avaliagao de achados venograficos em cavalos com laminite cronica.

Locais avaliados
Plexo coronario

Vasos dorsais sublamelares

Papila terminal

Jung@o circunflexa lamelar

Arco terminal

Vascularizagdo digital
solear

Grau 0

Definigdo normal por detalhes
nitidos de contraste em
vasculatura. Os vasos sdo

orientados no mesmo plano que

o aspecto dorsal da P3 e inicia
proximal para o processo de
extensor de P3. E esperado
alguma assimetria medial a

lateral da projegdo DP, com base

no levantamento de peso e na
conformacgdo do pé

Definigdo normal por detalhes
nitidos de contraste em
vasculatura. Os recipientes sao
orientados paralelamente a P3
em uma linha distinta a

aproximadamente 4 mm do 0sso

nos aspectos dorsal, medial e
lateral. O preenchimento de

contraste ¢ consistente ao longo

do comprimento do aspecto
dorsal do P3.

Definigdo normal por detalhes
nitidos de contraste em
vasculatura. Os vasos sdo

orientados no mesmo plano que
o aspecto dorsal do P3. Cavalos

com 15-20 mm de sola terdo

papilas terminais aprox. 10 mm

de comprimento.

Definigdo normal por detalhes
nitidos de contraste em
vasculatura. Forma distinta em
aprox. Angulo de 50 graus na
vista lateral.

Definigdo normal por detalhes
nitidos de contraste em
vasculatura.

Definigdo normal por detalhes
nitidos de contraste em
vasculatura e preenchimento
completo de toda a almofada
digital.

Grau 1

Vasos orientados
numa dire¢ao
dobrada,
horizontal.

Distorgéo leve da
vasculatura /
contraste com
ligeiro alargamento
da vasculatura.

Redugao dos vasos
de comprimento ¢ /
ou alteragdo da

diregdo das papilas

Distorgéo leve da
vasculatura /
contraste.

Redugdo leve do
enchimento do
contraste.

Redugao leve no
preenchimento do
contraste.

Grau 2

Vasos orientados numa
dire¢do dobrada, horizontal
com alongamento e
distor¢do. Diminuigao da
largura e quantidade de
contraste no plexo ¢ notada.

Distor¢@o moderada da
vasculatura, com redugdo do
contraste dorsal proximal e
auséncia de contraste distal.

Perda de defini¢do dos vasos
com papilas orientadas no
plano horizontal. Diminuig¢do
do contraste ou o
desfocagem de material de
contraste pode ser notado.

Distor¢do moderada de
vasculatura / contraste
presente com desfocagem ou
diminui¢do do material de
contraste observado. O P3
deslocado abaixo dos vasos
circunflexos seria indicativo
da rotagdo do P3.

Perda moderada de
preenchimento de contraste.

Redugao moderada no
contraste.

Grau 3

Auséncia de contraste
durante suporte de peso de e
redugdo do contraste sem
peso.

Auséncia de suporte de peso
de contraste e redug@o do
peso sem contraste.

Auséncia de contraste
durante suporte de peso e
redugdo do contraste quando
sem peso.

Auséncia de contraste
durante suporte de peso e
reducdo do contraste durante
sem peso.

Auséncia de contraste
durante suporte de peso e
redugdo do contraste quando
sem peso.

Auséncia de contraste
durante suporte de peso e
redugdo do contraste quando
sem peso.

Adaptado de Leise et al., 2016.
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2.9 Crescimento do estojo corneo e exames radiograficos

Como método de avaliagdo da taxa de crescimento do estojo corneo, foi utilizado o implante
de esferas metalicas na muralha do casco dos animais deste estudo (Figura 4), no dia Al.
Primeiramente os animais foram radiografados com auxilio de um marcador radioluscente
na muralha do casco, para verificar a medida adequada que iria permitir realizar o implante
das esferas o mais proximo das lamelas epidermais, sem que ocasionasse lesao das mesmas.
Apos a realizagdo das medidas com fita métrica, foi feito uma perfuragdao por meio broca de
diametro compativel com a esfera metalica (2mm) montada em furadeira, padronizado ao
centro da referéncia da largura do casco e 2 cm abaixo da banda coronaria do casco. O nimero
de esferas implantadas foi calculado com base na distancia da superficie externa a linha do
estrato lamelar, visualizada pelo raio x. Posteriormente, foi realizada a colocagdo das esferas
no orificio obtido, com auxilio de uma pinga hemostatica. Para manter as esferas no orificio,
colocou-se uma massa acrilica ocluindo o mesmo. Ainda foi realizada radiografia
imediatamente apos a colocagao das esferas para verificar o resultado do procedimento.
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Figura 4: Sequéncia fotografica do procedimento de colocacao do implante de esferas
metalicas. (A) Delimitacdo do acesso, localizado a 2 cm da coroa dorsal do casco, (B)
marcacao da profundidade de cada casco, (C) perfuragao realizada em um angulo de 90 graus.
(D) Esferas metalicas esterilizadas em autoclave. (E) Colocacdo do implante de esferas
metalicas. (F) Detalhe do implante apds finalizado.

Protocolos radiograficos foram seguidos para eliminar a variabilidade na qualidade da
imagem. Para a projecao lateromedial (Figura 4), o feixe de luz primario foi centrado a meio
caminho entre o digito e o taldo e posicionado 15 mm acima da superficie de sustentacdo do
peso do casco. Uma distancia focal de 80 cm entre o chassi e o aparelho foi mantida para
cada imagem adquirida, respeitando sempre o posicionamento do chassi perpendicular ao
feixe primario. Para esse exame foi utilizado um aparelho de raio x portatil Orange 1060HF
90KV (EcoRayCo., LTDA, Woolin Lions Valley, Seoul, Korea), sempre com 80Kv e 2,5
mAs.
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A monitoragdo do crescimento do estojo corneo foi acompanhada com base em quatro
momentos. Para monitoragdao do crescimento antes da aplicagdo de qualquer tratamento,
foram realizados dois exames radiograficos com trinta dias de intervalo (A1l e A30). Para se
verificar o efeito pleno das adCTM foram considerados dois momentos também com trinta
dias de intervalo, um quinze dias apos a terceira aplicacdo de adCTM (D30) e outro trinta
dias antes deste momento final (D1).

A mensuracdo do crescimento do estojo cérneo foi baseada na distancia entre a borda
coronaria e o ponto de insercao das esferas no plano mais dorsal do estojo cérneo, por meio
do programa computacional Metron Hoof-Pro (Software de imagem Metron Hoof Pro,
Eponatech, Inc., P.O. Box 361, Creston, CA 93432).

Figura 5: Imagem radiografica lateromedial de falange distal de membro toracico esquerdo
em um equino com laminite cronica. Nota-se a presenca de esferas metalicas implantadas
para verificar o crescimento de estojo corneo, € o marcador metalico a partir da coroa na
muralha dorsal.

2.10 Avaliacao da relaciao espacial entre a falange distal e o estojo corneo

As imagens radiograficas obtidas foram avaliadas através do programa computacional
Metron Hoof-Pro (Software de imagem Metron Hoof Pro, Eponatech, Inc., P.O. Box 361,
Creston, CA 93432). Conforme o que foi descrito por Thrall (2002) e Pollitt (2008), foram
obtidas as medidas para as seguintes variaveis: angulo da parede dorsal do estojo corneo
(angulo do casco), angulo da falange distal, angulo entre as superficies dorsais da falange
distal e da parede do estojo cérneo (rotagcdo), angulo palmar, distancias entre as superficies
dorsais da falange distal e da parede do estojo corneo proximal (CF Prox.) e distal (CF Distal),
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comprimento da falange média, espessura de sola e distancia entre os planos horizontais entre
a banda coronaria e o dpice do processo extensor da falange distal (afundamento). Sempre
antes de realizar as mensuragdes utilizava-se o comprimento do marcador radiopaco para
corrigir o fator de ampliacao (Figura 5 e 6).

Owner: Medi¢des Alvaro 2018
Animal: Baia 19.11.16

Date: 9-Aug-2018

RF Foot Lateral

Figura 6: Imagem de mensuracdo radiografica realizada em estojo corneo de membro
toracico de um equino com laminite cronica por meio do software Metron Hoof Pro apos
realizagao de calibracdo e a marcacao livre para angulo do casco, angulo da falange, angulo
de rotacao, crescimento linear.
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Figura 7: Imagem de mensuracdo radiografica realizada em estojo corneo de membro
toracico de um equino com laminite cronica por meio do software Metron Hoof Pro apos
realizagdo de calibragdo e a marcagdo guiada, gerando resultados para as varidveis
afundamento, angulo palmar, espessura de sola, CF Prox., CF Distal.

2.11 Analise estatistica

Os dados foram avaliados através do teste de normalidade Kolmogorov Sminorf. Variaveis
que ndo atingiram normalidade (escore venografico e angulo de rota¢dao) foram analisadas
pelo teste de Freedman para comparar os tempos em cada grupo e o teste de Wilcoxon para
comparar grupos dentro do mesmo tempo. Para os dados com distribui¢do normal, os tempos
dentro de cada grupo foram submetidos a analise de varidncia em blocos ao acaso com o teste
de Student Newman Keuls para comparagao de médias. Os grupos dentro de cada tempo
foram comparados pelo pelo teste T-Student pareado. Foram considerados significativos
resultados P<0,05.

3. RESULTADOS

Foram realizadas, em seis cavalos, um total de 24 venografias com sucesso. Dois cavalos
tiveram um casco em que a venografia ndo foi executada adequadamente devido ao
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escapamento perivascular do agente de contraste durante a inje¢ao, porém os mesmos foram
repetidos no mesmo dia. O tempo para a administragdo do contraste levou em média 35
segundos (IC 95% = 27-43 segundos). A veia digital lateral foi utilizada em 19
procedimentos e a veia digital medial foi usada para cinco procedimentos. Todas as imagens
radiograficas foram obtidas em um tempo médio de 90 segundos (IC 95% = 87-93 segundos)
apos a perfusao.

A evolucdo da doenca foi monitorada por meio de exame clinico, radiografia e
venografia. Cada animal demonstrou uma melhora constante no movimento € no uso dos
membros afetados e houve melhoria na condigdo fisica geral. Sinais tipicos de laminite,
como pulso digital, relutancia a mover-se e andar e comprometimento da posicao
quadrupedal, bem como claudicagdo e postura antidlgica, melhoraram gradualmente a
partir da segunda semana apds a primeira infusao dos tratamentos.

Tanto o exame do aspecto externo na inspecao visual quanto a palpagao do estojo corneo
com laminite evidenciaram uma melhora dentro de 45 dias apds o inicio do protocolo
terapéutico, principalmente entre o segundo e o terceiro tratamento no grupo adCTM
(Figura 7).

Figura 8: Aspecto macroscopico do estojo corneo de equino com laminite cronica. (A)
Membro toracico direito 15 dias apds terceira infusdo de adCTM. (B)Membro toracico
esquerdo 15 dias apos terceira infusao de NaCl 0,9%.

3.1 Cultura celular e diferenciaciao das adCTM

A incisdo de pele realizada para coleta cicatrizou sem complicagdes em todos os equinos. As
colonias das células semelhantes a fibroblastos foram observadas em todos os cultivos apos
um dia de isolamento e plaqueamento. A cultura celular foi mantida até a quarta passagem
utilizando amostras dos animais selecionados para o estudo. A capacidade das adCTM de
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diferenciagdo em tri-linhagem foi confirmada utilizando os meios de diferenciagdo comercial
para humanos (Gibco, Grand Island, NY, USA) (Figura 8).

A diferenciacdo osteogénica foi confirmada com a coloragdo em Alizarin Red das células
diferenciadas, permitindo a visualizacdo do depdsito de calcio formado durante a
diferenciagdo osteogénica foi corado em vermelho. A diferenciacdo adipogénica foi
comprovada pela coloragdo com Qil red O, permitindo a visualizagdo das goticulas de
lipideos dentro das células. O potencial condrogénico foi verificado utilizando o sistema de
cultura em forma de pellet. As células submetidas a diferenciacdo condrogénica monstraram-
se coradas em azul apos marcagao com Alcian Blue devido a presenca dos proteoglicanos
sulfatados produzidos na matriz extracelular condral durante a diferenciacao em cartilagem.
Em todas as diferenciagdes, as culturas controles (meio basal) ndo exibiram diferenciagao.

Adipogénese |

Figura 9: Fotomicrografias das adCTM diferenciadas em tri-linhagem das adCTM. Na
diferenciagdo osteogénica ¢ possivel observar deposito de célcio corado com Vermelho de
Alizarina. Para diferenciagdo adipogénica nota-se pequenas goticulas de lipideos presentes no
citoplasma celular corados com Oil Red O. Diferenciagao condrogénica onde as células foram
coradas com Alcian Blue para demonstrar a produgdo de proteoglicanos mostrados em azul
por condrocitos.

81



Nenhum dos lotes de adCTM utilizados para a terapia foi contaminado por bactérias ou
leveduras.

3.2 Seguranca de Procedimentos Clinicos

Nao foram observadas reagdes adversas locais ou sist€émicas apos as perfusoes de adCTM
autologas. Nenhum dos equinos apresentou sinais clinicos atribuiveis a microcoagulagao
intravascular ou trombose. Em particular, em nenhum caso houve reacao local associada a
problemas vasculares agudos (hiperemia, aumento de temperatura, edema, dor apos a
palpacdo) observada.

3.3 Eficacia e resultado da terapia

3.3.1 Analise venografica

Nao houve qualquer tipo de diferenca estatistica considerando o grupo placebo. No grupo
adCTM, considerando a soma dos escores, o que envolve todas as variaveis estudadas, houve
uma melhora significativa 15 dias apds a terceira aplicagdo de adCTM quando comparado ao
exame pré-tratamento (P<0,03). Essa diferenca também se manifestou especificamente nas
variaveis perfusdo de vasos dorsais lamelares (VDL, P<0,03) e jungado circunflexa-lamelar
(JCL, P<0,03) (Figura 10 e 11).
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Figura 10: Valores médios e desvio padrdo de escores para perfusdo vascular obtidos por
venografia em equinos com laminite cronica pré-tratamento (barra branca) e pos-tratamento
(barra escura) com NaCl 0,9% (placebo) por perfusdo regional venosa.
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Grupo adCTM
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Figura 11: Valores médios e desvio padrao de escores para perfusao vascular obtidos por
venografia em equinos com laminite cronica pré-tratamento (barra branca) e pos-tratamento
(barra escura) com adCTM por perfusao regional venosa. * Diferenca significativa entre os
tempos no mesmo grupo (P<0,03).
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3.3.2 Taxa de crescimento do estojo corneo

Em ambos os grupos houve um aumento da distancia entre a borda coronaria e o ponto de
insercao das esferas tanto antes (A1-A30) quanto depois (D1-D30) da aplicagao de adCTM
ou placebo, demonstrando o crescimento do casco em ambos os grupos. Entretanto na
comparacao ao final dos tratamentos (D30) entre os grupos verificou-se que os membros
tratados com adCTM obtiveram maior distancia quando comparados com membros
placebos (P< 0,03) (Figura 12).
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Figura 12: Valores médios e erros-padrdao em centimetros (cm) obtidos pelo Metron Hoof-
Pro na avaliagdo da distancia linear entre a coroa do casco € o marcador em equinos com
laminite cronica, antes (A1, A30) e depois (D1, D30) do tratamento nos grupos adCTM ou
placebo por perfusao regional venosa.*Diferenca significativa entre os tempos Al e A30 ou
D1 e D30 no mesmo grupo (P<0,05). *Diferenca significativa nos tempos entre os grupos

(P<0,03).

3.3.3 Relacao espacial entre a falange distal e o estojo corneo

Os resultados das medidas radiograficas estdo representados nas Figuras 13,14,15, 16 e

17.
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Figura 13: Valores médios e erros-padrao em graus obtidos pelo Metron Hoof-Pro na
avaliacdo das medidas para angulo do casco e angulo de falange distal em equinos com
laminite cronica, antes (A1, A30) e depois (D1, D30) do tratamento nos grupos adCTM ou
placebo por perfusdo regional venosa. *Diferenca significativa entre os tempos Al e A30 ou
D1 e 30 no mesmo grupo. “Diferenca significativa nos tempos entre os grupos.
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Figura 14: Valores médios e erros-padrdao em graus obtidos pelo Metron Hoof-Pro na
avaliacdo das medidas para angulo de rotacdo e angulo palmar em equinos com laminite
cronica, antes (A1, A30) e depois (D1, D30) do tratamento nos grupos adCTM ou placebo
por perfusao regional venosa. *Diferenca significativa entre os tempos Al e A30 ou D1 e 30
no mesmo grupo. “Diferenca significativa nos tempos entre os grupos
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Figura 15: Valores médios e erros-padrdao em centimetros (cm) obtidos pelo Metron Hoof-
Pro na avaliagdo das medidas para casco/falange proximal e casco/falange distal em equinos
com laminite cronica, antes (A1, A30) e depois (D1, D30) do tratamento nos grupos adCTM
ou placebo por perfusdo regional venosa*Diferenca significativa entre os tempos Al e A30
ou D1 e 30 no mesmo grupo (P<0,05).
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Figura 16: Valores médios e desvio padrao em centimetros (cm) obtidos pelo Metron Hoof-
Pro na avaliagdo das medidas para comprimento de falange média e espessura de sola em
equinos com laminite cronica, antes (A1, A30) e depois (D1, D30) do tratamento nos grupos
adCTM ou placebo por perfusdo regional venosa.
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Figura 17: Valores médios e erros-padrdao em centimetros (cm) obtidos pelo Metron Hoof-
Pro na avaliagdao das medidas para afundamento em equinos com laminite cronica, antes (A1,
30) e depois (D1, D30) do tratamento nos grupos adCTM ou placebo por perfusdo regional
venosa.
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4. DISCUSSAO

Como parte do critério proposto pela Sociedade Internacional de Terapia Celular
(International Society for Cellular Therapy - ISCT), para serem classificadas como tronco,
as CTMs devem ter a capacidade de diferenciagdo in vitro em tri-linhagem (osteoblastos,
condroblastos e adipocitos) (Domicini et al., 2006; Bydlowsky et al., 2009), além da
capacidade de se aderir a superficie plastica (Bydlowsky et al., 2009). O potencial de
diferenciagdo dentro das varias linhagens mesenquimais ¢ um componente integral do
fendtipo das CTMs. O potencial de diferenciacao em tri-linhagem sé ¢ possivel mediante a
uma adequada caracterizagdo in vitro € o uso de ensaios fenotipicos apropriados para a
diferenciagdo osteogénica, adipogénica e condrogénica (Stewart & Stewart, 2011). Portanto
os resultados encontrados neste trabalho confirmaram esse potencial para as adCTM usadas
no tratamento.

A administragao de adCTM por perfusao regional da veia digital palmar ndo induziu sinais
clinicos relacionados a reacoes locais adversas. Tal fato deve estar relacionado ao uso de
adCTM autdlogas no presente estudo e a quantidade utilizada no tratamento foi de 2 x 107
células por membro infundido. Nossos achados corroboram com estudos prévios realizados
com a mesma caracteristica (Schnabel et al., 2013; Dryden et al., 2013; Morisson et al.,
2014).

No presente estudo foi utilizado a venografia como forma de avaliar a perfusao digital de
equinos com laminite cronica. Os modelos de perfusdo vascular foram previamente usados
para revelar defeitos de perfusao macroscopicos no digito de equinos com laminite cronica
comparados aos controles (Hood et al., 1994). O desenvolvimento de uma técnica de
venografia digital no inicio dos anos 1990 demonstrou o enchimento retrogrado do sistema
venoso digital seguinte a injecdo de fluido de contraste radiopaco nas veias digitais e
aplicacgdo clinica potencial na posi¢ao do cavalo usando equipamento radiografico padrao e
um torniquete (Redden, 1993, Redden, 2001, Rucker, 2010, Baldwin & Pollitt, 2010, D'Arpe
& Bernardini, 2010). A venografia digital ilustra as principais areas de interesse, incluindo
os vasos bulbares, vasos circunflexos, plexo corondrio, vasos dorsais lamelares e arco
terminal (Arthur & Rucker, 2003, D'Arpe & Bernardini, 2010). Em equinos saudaveis, a
venografia digital revela vascularizagdo distal consistente sem déficits de perfusao, incluindo
o enchimento dos vasos venosos e enchimento arterial retrograda em alguns casos (Redden,
2001, Rucker, 2003a, Rucker, 2003b, Arthur & Rucker, 2003; Rucker et al., 2006, Rucker,
2010c; D'Arpe & Bernardini, 2010). Em ambos casos de laminite cronica, induzida
experimentalmente e de ocorréncia natural, € possivel observar venograficamente déficits de
perfusao notéaveis (Arthur & Rucker, 2003; Baldwin & Pollitt, 2010; D'Arpe & Bernardini,
2010; Rucker, 2010a).

Entretanto o uso da venografia exige acurdcia técnica. Determinar diferencas nas alteracoes
patologicas de variagdes no padrdo vascular devido ao peso/rolamento ou a conformagao do
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casco podem ser dificeis para aqueles veterinarios com experiéncia limitada que executem
esta técnica. Embora, a técnica da venografia digital seja bem descrita (Redden, 2001;
Redden, 2004; Rucker, 2010a; Rucker, 2010b) e achados comuns de equinos com laminite
estejam bem relatados, ndo houve nenhum estudo em série de equinos com laminite cronica
e tratados com adCTM, para avaliar as alteracdes promovidas por esta modalidade
terapéutica. O presente estudo ¢ o primeiro a relatar tais achados e os resultados demonstram
algumas das variacdes no padrao vascular digital de equinos com laminite, observados
durante as execucgdes das venografias digitais. Ainda, a técnica de venografia digital
demonstrou-se eficaz, sendo possivel avaliar os seis locais de maior interesse para avaliagao
da vasculatura digital em equinos. Os achados de exames venograficos verificados nestes
animais antes de iniciar o tratamento foram classificados com graus entre médio e grave,
apresentando lesdes principalmente em vasos sublamelares dorsais, jun¢do circunflexa-
lamelar e ocasionalmente em plexo coronario. As mesmas caracteristicas em equinos com
laminite cronica ja& foi anteriormente descrita (D’Arpe & Bernardini, 2010; Rucker, 2017).

O escore de avaliagao adaptado descrito por Leise et al. (2016) foi eficaz para avaliagao dos
animais deste estudo. O grupo tratado com adCTM obteve reducao no grau de lesdo em vasos
dorsais sublamelares, juncao circunflexa-lamelar e escore total quando comparados ao exame
venografico digital pré-tratamento. Tal resultado reforca a teoria de que a utilizagdo das
adCTM em equinos com laminite pode contribuir na melhora da perfusao vascular do estojo
corneo atribuido principalmente ao seu potencial pro-angiogénico (Schnabel et al., 2009;
Gugjoo & Sharma, 2018). O presente trabalho também indica que a administragao
intravenosa repetida de adCTM (cada animal recebeu trés infusdes de tratamento) ndo
induziu efeitos locais indesejados. Além disso, a trombose capilar que pode ocorrer como
consequéncia das injecdes (Sole et al., 2012), ndo comprometeram a regeneracao do leito
vascular, como demonstrado pela venografia neste estudo. Outro fato constatado por essa
metodologia de analise e nunca antes avaliado, foi que 0 membro administrado com solugao
placebo ndo apresentou melhora nas lesdes vasculares. Este achado sugere a ineficacia da
acao sistémica das adCTM sobre a lesdo de laminite neste grupo e baixa resposta fisiologica
de reparo da lesao.

Durante a laminite cronica, o descolamento de tecido lamelar causa uma alteragao na
anatomia do estojo corneo. Como consequéncia, existe o comprometimento vascular com
inflamacdo, edema e aumento da pressao. O déficit vascular, portanto, poderia ser uma
consequéncia tanto do dano anatémico e do sofrimento e inflamacao dos tecidos moles. Nao
se sabe exatamente qual o mecanismo pelo qual as adCTM contribuiram para a melhora de
perfusdao no presente estudo. Contudo, alguns autores sugerem que elas possam atuar
controlando a inflamagao, diminuindo a atividade bioldgica negativa de espécies reativas de
oxigénio (ROS) e a degradagdo da matriz de metaloproteinases (MMP), recrutando células-
tronco locais e circulantes, reestabelecendo a integridade tecidual. Além disso, recentemente
foi relatado que as adCTM equinas promovem a angiogénese in vitro por meio da secregao
de vesiculas de membrana, apoiando assim o potencial papel das adCTM como uma terapia
para laminite equina em que a vascularizagao venosa e/ou arterial ¢ comprometida (Caplan,
2009; Pascucci et al., 2014).
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Em casos de laminite, o crescimento da muralha dorsal do estojo coérneo € prejudicado, o que
promove crescimento excessivo relativo nos taldes. Flutuagdes na taxa de crescimento do
estojo corneo criam uma aparéncia caracteristica de anéis de crescimento. Estes anéis de
crescimento, caminham paralelamente a banda coronaria, divergem nos taldes e convergem
em regido distal digital. O retardo de crescimento continuo leva a uma aparéncia "abaulada"
desta muralha dorsal, e se ndo for corrigida, a muralha se curvara e crescerd para cima, o que
pode ser chamado de "Sapato de Aladim" (Pollitt, 2008; Eustace & Emery, 2009). Todas
caracteristicas anteriormente descritas com exce¢ao da curvatura em muralha dorsal, foram
observadas nos equinos do presente estudo. No entanto, a qualidade e o formato do estojo
corneo dos membros tratados com adCTM melhoraram, assim como a mobilidade dos
animais.

No presente estudo, a avaliagdo da taxa de crescimento com o implante de esferas metalicas
na muralha dorsal do estojo corneo e a mensuragao por meio do software Metron Hoof-Pro
demonstrou-se uma metodologia eficaz. Nao houve diferenca significativa de crescimento
do estojo corneo entre os membros toracicos direito e esquerdo durante o periodo de
avaliagdo pré-tratamento, permitindo afirmar que ndo houve favorecimento na escolha dos
membros para nenhum dos tratamentos.

No presente estudo, o crescimento linear do estojo corneo no grupo tratado com adCTM foi
20% maior quando comparado ao grupo placebo ao final do tratamento. O estojo corneo ¢
formado por queratina e reveste a parte distal do digito do equino, tendo como principais
fungdes absorver impacto com o solo, resisténcia ao desgaste, auxilio na propulsao, no apoio
e movimentagao do animal além de propiciar o retorno sanguineo da extremidade do membro
locomotor. Seu desgaste ocorre de forma fisioldgica com o uso e € continuamente substituido
durante toda a vida do animal. O tecido queratinizado, que ¢ produzido na zona de
crescimento da faixa corondria, cresce em uma diregdo proximodistal (Pollitt, 2008). As
partes dorsal, lateral, medial e do talao do estojo corneo crescem em diferentes velocidades,
de acordo com a sua abrasdo. Diferengas entre ragas e individuos também devem ser
consideradas. A parede dorsal cresce em torno de 0,4-0,8 cm por més e € completamente
substituida dentro de 12 meses, enquanto a substitui¢ao dos taldes pode ser concluida em
menos de quatro meses por causa de seu comprimento inferior (Wissdorf et al., 2002). Porém,
algumas afec¢des podem alterar seu curso de crescimento, por exemplo a laminite (Pollitt &
Collins, 2003; Pollitt, 2010), ocasionando um retardo em seu crescimento. Sabe-se que em
equinos com laminite ha uma perda significativa de células p63 positivas (marcador de
células tronco epidérmicas) quando comparadas a equinos saudaveis (Carter et al., 2011),
células estas consideradas de fundamental importancia para a manutengao do crescimento do
estojo corneo. Considerou-se que, devido ao potencial de diferenciagao das adCTM, possa
ter ocorrido o repovoamento desta destas células tronco epidérmicas, o que explicaria o
aumento do crescimento do estojo corneo apds o tratamento. Ainda o potencial pro-
angiogénico do tratamento descrito anteriormente pode também ter contribuido para este
resultado.
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Sobre a relagdo espacial entre a falange distal e o estojo corneo, efeitos positivos também
foram verificados nos membros tratados com adCTM. Para o angulo de falange foi observado
um aumento significativo no grupo placebo em D30 e ainda diferenca entre grupos no tempo
D30, demonstrando o efeito positivo na posi¢do da falange distal e maior estabilidade na
relagdo espacial entre a falange distal e o estojo corneo no grupo adCTM. No angulo de
rotacdo houve diferenca significativa entre os grupos no tempo D1, demonstrando que o
grupo adCTM iniciou a terapia em pior condi¢gdo comparado ao grupo placebo. Apesar de
nao ter sido verificado diferencga estatistica no tempo D30, houve uma reducao deste angulo
ao término do tratamento no grupo adCTM, redugdo esta ndo observada no grupo placebo.
Este resultado corrobora com o resultado encontrado para angulo de casco, confirmando a
estabilidade de falange distal verificada no grupo adCTM.

O angulo palmar foi significativamente maior em ambos os grupos adCTM e placebo no
tempo A30 comparado a A1, resultado este refletido pela evolucao da laminite com aumento
do angulo de rotacao durante o periodo sem tratamento. Ainda houve diferenca significativa
entre os grupos adCTM e placebo nos tempos A30 e D30. O aumento do angulo palmar pode
ser correlacionado ao aumento da rotagdo falangeana, porém nao foi evidenciado o aumento
de rotagdo no grupo adCTM ao final do tratamento. Com base nesta informacao, a diferenca
verificada entre os grupos para o angulo palmar apos o tratamento foi correlacionada a um
maior crescimento de taldes no grupo adCTM comparado ao grupo placebo. Estes resultados
indicam os beneficios da terapia com as adCTM através de sua contribuicdo para o
restabelecimento da arquitetura de tecidos danificados, mas também pela sua capacidade
anti-inflamatdéria e imunomoduladoras potente, promovendo interagdo célula-célula e ou
liberacio  de  fatores  soluveis no  ambiente local. Ainda  possuem
um perfil ou imunofenotipagem distinta de fatores ~ bioativos  troficos, = mediadores
inflamatérios € moléculas de adesdo que atuam inibindo a formagdo da cicatrizacao e
apoptose, aumentam angiogénese e estimulam células progenitoras intrinsecas para levar ao
retorno da homeostase do tecido (Caplan, 2009; Monteiro et al., 2010).

A distancia proximal encontrada entre o estojo corneo e a falange dos equinos com laminite
cronica no presente estudo foi significativamente maior no tempo A30 comparado ao Al no
grupo adCTM (P<0,05), e a distancia distal entre estojo coérneo e falange foi
significativamente maior em ambos os grupos placebo e adCTM no tempo A30 comparado
a Al. Estes resultados demonstram que durante todo o periodo em que nao houve tratamento
a falange distal se manteve estavel, também confirmados pelos resultados de angulo de
rotacdo durante este mesmo periodo em que ndo houve rotacao significativa.

Embora existam pesquisas demonstrando o efeito sist€émico das adCTM em animais
experimentais de pequeno porte (Gongalves et al., 2018; Monteiro et al., 2018; Oliveira et
al., 2018), este efeito ndo foi verificado no presente estudo. Nao houve diferenca significativa
nos achados venograficos, no crescimento do estojo corneo e na relagdo espacial
falange/estojo corneo. Sendo assim, nao foi possivel observar o efeito terapéutico sistémico
hipotetizado promovido pelas adCTM. Especula-se que estes resultados possam estar
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relacionados a quantidade de células aplicadas localmente, considerado a proporcao
células/volume sanguineo total ineficaz sistemicamente para a espécie equina.

As limitagdes do presente estudo foram o baixo nimero de casos envolvidos, a auséncia de
dados moleculares mais especificos sobre os resultados adquiridos e o curto tempo de
observagao da evolucao dos animais pos-tratamento. Tais fatores impedem que os resultados
sejam generalizados e que se estabeleca uma relacdo definitiva causa/efeito clara entre o
tratamento com adCTM e a melhora da laminite. Contudo nosso estudo demonstra que a
medicina regenerativa pode ser mais explorada no tratamento da laminite cronica.

5. CONCLUSAO

De acordo com a hipdtese levantada verificou-se que a aplicagdo das adCTM por perfusao
regional promoveu melhorias na perfusdo vascular verificadas por meio da venografia, na
taxa de crescimento do casco e na relacdao espacial entre casco/falange distal. Entretanto,
contrariando a segunda parte da hipotese, esse efeito s6 foi comprovado no membro tratado
com adCTM.

Os achados deste estudo demonstraram que o protocolo de trés aplicagdes, a cada 15 dias, de
2 x107 por via intravenosa por perfusio regional no digito de equinos com laminite cronica
estavel promove melhorias apenas no casco tratado, sendo necessario a repeticdo do
tratamento nos outros membros acometidos.
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CAPITULO 3 - EFEITOS DA INFUSAO DE CELULAS TRONCO
MESENQUIMAIS DERIVADAS DE TECIDO ADIPOSO NA AVALIACAO
HISTOLOGICA E IMUNOHISTOQUIMICA DAS LAMELAS DO ESTOJO

CORNEO DE EQUINOS COM LAMINITE

RESUMO

Objetivou-se verificar os efeitos da perfusdo regional venosa com células-tronco
mesenquimais derivadas do tecido adiposo (adCTM) sobre o tecido lamelar de equinos com
laminite. Seis éguas com laminite cronica estavel, tratadas com protocolo padriao de
realinhamento da falange distal no casco, foram submetidas a perfusdes regionais da veia
digital com adCTM previamente caracterizadas (20 milhdes de células, 3 perfusdes
quinzenais) e placebo no membro contralateral. Bidpsias do tecido lamelar dorsal foram
coletadas usando o lamel6tomo de Falcao-Faleiros 30 dias antes e 15 dias apds o final dos
tratamentos. Cada amostra foi classificada (sistema crescente de escore de 0 a 5) de acordo
com o grau de lesdo histoldgica. No grupo placebo, observou-se aumento do grau de lesao
histoldgica global (P=0,01) em relagdo ao basal no grupo placebo, com énfase para perda do
eixo queratinizado (P=0,0001), hiperplasia de estrato médio (P=0,001), perda de
homogeneidade das lamelas epidérmicas primarias (P=0,003) e o grau de hiperqueratose
(P=0,05). Com excegao de hiperplasia lamelar (P=0,05), ndo se observou qualquer aumento
estatistico nos graus de lesdao histoldgica nos membros tratados com adCTM. Nao houve
diferencas estatisticas entre os grupos no pré-tratamento, entretanto diferengas significativas
entre os grupos adCTM e placebo foram observados no pos-tratamento para o escore de lesao
global (P<0,05), com destaque para a variavel auséncia de eixo queratinizado (P<0,01).
Conclui-se que a infusdo regional venosa de adCTM preveniu a progressao da maioria das
lesdes histologicas no membro infundido, fato ndo comprovado no membro contralateral. Os
achados confirmam o potencial terapéutico da adCTM no tratamento de equinos em estagio
inicial de laminite cronica, demonstrando a necessidade de infusdo regional em todos dos
membros afetados.

Palavras chave: Equino, laminite, histologia, terapia celular.

ABSTRACT

The objective of this study was to verify the effects of venous regional perfusion with
mesenchymal stem cells derived from adipose tissue (adMSC) on the lamellar tissue of horses
with laminitis. Six mares with stable chronic laminitis, treated with a standard protocol for
realignment of the distal phalanx in the hull, underwent regional perfusion of the digital vein
with previously characterized adMSC (20 million cells, 3 bi-weekly infusions) and placebo
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in the contralateral limb. Dorsal lamellar tissue biopsies were collected using the
Lamelotomo Falcao-Faleiros 30 days before and 15 days after the end of treatments. Each
sample was classified (increasing system of score from 0 to 5) according to the degree of
histological lesion. In the placebo group, there was an increase in the degree of global
histological lesion (P=0.01) from baseline in the placebo group, with emphasis on keratinized
axis loss (P= 0.0001), medium stratum hyperplasia (P=0.001), loss of homogeneity of
primary epidermal lamellae (P=0.003) and degree of hyperkeratosis (P=0.05). With the
exception of lamellar hyperplasia (P=0.05), no statistical increase in degrees of histological
lesion was observed in limbs treated with adMSC. There were no statistical differences
between the pre-treatment groups, however significant differences between the adMSC and
placebo groups were observed in the post-treatment for the global lesion score (P<0.05), with
emphasis on the absence of keratinized axis (P <0.01). It was concluded that regional venous
infusion of adMSC prevented the progression of most histological lesions in the infused limb,
a fact not proven in the contralateral limb. The findings confirm the therapeutic potential of
adMSC in the treatment of horses in the early stage of chronic laminitis, demonstrating the
need for regional infusion in all affected limbs.

Key words: Equine, laminitis, histology, cell therapy.

1. INTRODUCAO

A parede do estojo corneo equino ¢ formada pelas camadas externa, média e interna. A
camada interna também pode ser chamada de camada lamelar devido a presenca de lamelas
dérmicas e epidérmicas, que se entrelacam sustentando a falange distal dentro do estojo
corneo desta camada na parede do estojo corneo (Pollitt, 2004). As lamelas epidérmicas
primarias s3o maiores e queratinizadas, e dao origem a lamelas epidérmicas secundarias, que
sd0 menores € nao queratinizadas (Pollitt 1992, Burg et al., 2007). Essas lamelas interpdem
com as lamelas dérmicas, primarias e secundarias, e formam a arquitetura da jungao lamelar
(Pollitt, 2008).

A juncdo lamelar tem a funcdo de sustentacdo entre a falange distal e a parede do estojo
corneo. Desta forma, a transferéncia de forga entre o solo e o esqueleto apendicular ocorre
via parede do estojo corneo e jungdo lamelar (Thomason et al., 2005), contribuindo na
redugdo do estresse e garantindo melhor distribuicdo de impacto no solo (Pollitt et al., 2004).
Entre as lamelas epidérmica e dérmica existe a membrana basal, uma fina camada de
colageno fibrilar e a glicoproteina laminina. Uma unica fileira de células basais reveste as
lamelas epidérmicas secundarias as quais a membrana basal ¢ firmemente aderida. As
lamelas epidérmicas secundarias possuem como caracteristicas anatdmicas extremidades
arredondadas, ntcleos das células basais elipticos posicionados do lado oposto @ membrana
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basal e a membrana basal firmemente unida a estas células. O tecido conjuntivo dérmico
preenche os espagos entre as lamelas secundarias sem formar lacunas (Pollitt, 2008).

As coloragdes de hematoxilina e eosina (HE) ou acido periddico de Schiff (PAS) podem ser
usadas para demonstrar as lamelas epidérmicas e a membrana basal em cortes histologicos,
enquanto os hemidesmossomas sao melhor observados por meio de investigacdo por
microscopia eletronica (Pollitt, 2008).

Inicialmente, em equinos com laminite, as células basais das lamelas epidérmicas
secundarias perdem sua ligagdo intercelular e parecem deslizar umas sobre as outras. Seus
nucleos celulares tornam-se arredondados e se deslocam para a membrana basal. As lamelas
secundarias t€ém uma aparéncia esticada e uma ponta afilada. Nessas pontas conicas, a
membrana basal comeca a se separar das células basais subjacentes, possibilitadas pela
degradacao da laminina. Essas alteragdes podem ser detectadas no final da fase de
desenvolvimento da laminite equina, antes do inicio dos sintomas clinicos e caracterizar
laminite histologica de grau 1. A laminite histologica de grau 2 ¢ definida por uma retragao
da membrana basal. As lamelas dérmicas e epidérmicas se afastam umas das outras,
resultando na formacao de aglomerados amorfos de células epidérmicas. A separagdo rapida
e completa da membrana basal de todas as lamelas epidérmicas que circundam a falange
distal leva a sua separacao total do estojo corneo e a falange distal afunda distalmente. Este
pior cenario € referido como laminite histologica de grau 3 (Pollitt, 2008).

O exame por microscopia eletronica das secgdes lamelares retiradas de equinos com laminite
mostrou um numero reduzido de hemidesmossomos em comparagdo com amostras de
equinos saudaveis. Pollitt (2008) suspeitou de uma correlagdo entre sua densidade e a
gravidade da manifestagao da doenca. Outras alteragdes histoldgicas ocorridas durante os
estagios iniciais da laminite equina sdo: formacao de edema no espaco extravascular, que
provavelmente comprime os capilares e pequenas artérias entre e proximo as lamelas
epidérmicas secundarias; trombose microvascular; infiltragdo de leucdcitos; e mitose e
apoptose das células basais epidérmicas (Weiss et al., 1994; White, 2005; de Laat et al., 2011;
Faleiros et al., 2011a).

Equinos com laminite cronica desenvolvem o descolamento da interface dermoepidérmica e
podem exibir varias formas de deslocamento do esqueleto apendicular (Morrison, 2010). A
cicatrizagdo desse tecido danificado ¢, em grande parte, através da hiperplasia de células
epidérmicas lamelares, ou a formacao de cunha lamelar (Hood, 1999; Grosenbaugh et al.,
1999), e a estabilidade da interface lamelar ¢ inversamente relacionada com a espessura da
cunha lamelar (Kuwano et al., 2002; Collins et al., 2010).

Entretanto, apesar dos grandes esforgos, muitos casos de laminite cronica se estabilizam com
tecido lamelar de baixa qualidade ou sdo tdo instdveis que a eutandsia ¢
recomendada. A terapia com células tronco mesenquimais (CTMs) ¢ uma opgdo de
tratamento promissora porque pode influenciar positivamente a qualidade do tecido na
reparagao da lesdao. Estudos mostraram que a terapia com CTMs influenciou positivamente a
cicatrizagdo de varias lesdes ortopédicas (Lacitignola et al., 2008; Smith, 2008; Watts et al.,
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2011; Caniglia et al., 2012; Ferris et al., 2012; Garbin et al., 2019). Além disso, a terapia
com CTMs tem efeitos anti-inflamatorios que podem correlacionar com uma resposta
paliativa observada apés o tratamento (Peroni & Borjesson, 2011).

A manutencdo e reparacdo de tecidos epiteliais estratificados baseiam-se na presenca de
células progenitoras epiteliais, incluindo células-tronco epiteliais (CTE), as células
amplificadoras de transito (CAT), e a diferenciagdo apropriada de CAT para o tipo terminal
celular. Estudos anteriores demonstraram que as lamelas epidérmicas displasicas em equinos
com laminite cronica tém expressao significativamente diminuida de p63, um marcador de
capacidade proliferativa de CTE, compativel com o crescimento alterado, diferenciagdo e
capacidade regenerativa desse tecido (Blanpain & Fuchs, et al., 2009; Carter et al.,
2011). Outros estudos demonstraram a supressdo da via de sinalizagdo Wnt candnica no
tecido lamelar de equinos com laminite e alteragcdes associadas na expressdao epidermal de
células e proteinas de adesdo célula-matriz, que também ¢ consistente com diferenciagao
celular e tecidual alterada (Senoo et al., 2007; Carter et al.,2011).

Mediante ao que foi descrito anteriormente, € devido nao haver estudos publicados sobre o
efeito da terapia com células tronco derivadas de tecido adiposo (adCTM) na cicatrizagao
lamelar, faz-se necessario uma melhor compreensao da morfofisiologia da jun¢ao lamelar de
equinos com laminite e a influéncia desta terapia sobre o mecanismo de reparagao tecidual.
Assim, os objetivos foram descrever os achados histopatoldgicos de equinos com laminite
cronica e classificar o grau de lesdo pré e pos-tratamento com adCTM ou placebo; avaliar a
histomorfometria lamelar epidermal pré e pos-tratamento com adCTM ou placebo; testar o
protocolo imunohistoquimico para o anticorpo p63 (células epiteliais progenitoras) em
amostras lamelares de equinos saudaveis e com laminite cronica.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Selecao e Descricao de Casos Clinicos

O protocolo experimental foi aprovado pelo comité de ética da Universidade Federal de
Minas Gerais de cuidados e uso de animais (CEUA/UFMG 282/2016). Foram utilizados seis
equinos, Mangalarga Marchador, fémeas nao gestantes, com peso entre 381+ 11 kg, com
idade média de 8,3+ 4,7 anos e escore corporal 6£1 (escore 1 a 9). Estes animais foram
atendidos no Hospital Veterinario da Escola de Veterinaria da UFMG, e identificados como
portadores de laminite cronica por meio do historico, e confirmados através de exame fisico
e radiologico. Foram selecionados animais que apresentaram historico de laminite por
ingestdo de excesso de carboidratos e com tempo de afeccao em torno de 10-15 dias, com
sinais de claudicacao equivalentes aos graus de Obel de 1 a 2 (Obel, 1948). A claudicacao
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foi avaliada em todos os equinos subjetivamente por dois veterinarios. Radiografias bilaterais
em membros toracicos e venografias digitais foram realizados em todos os equinos. Também
foram realizadas projecdes digitais lateromedial e dorsoplantar dos membros pélvicos em
todos os animais. Os equinos com rotacao de falange superior a 10 graus e/ou com perfuracao
de sola foram descartados para este estudo. Os animais foram mantidos estabulados em baias
individuais no setor de Cirurgia de Grandes Animais da Escola de Veterinaria, com acesso a
agua e feno ad libitum e receberam 1% do seu peso corporal vivo de racdo comercial Guabi
Proequi Original (Nutriage — Guabi S. A., Além Paraiba, Minas Gerais) distribuido em duas
administracoes diarias até a finalizacao do estudo.

2.2 Avaliacio da claudicacao

Todos os seis animais foram avaliados para claudicagdo por 2 veterinarios. Os cavalos foram
avaliados subjetivamente na caminhada/trote em linha reta em piso duro. Os animais com
claudicacao equivalente a graus de Obel 3 e 4 ndo foram utilizados neste estudo. Em todos
os animais com grau 1 a 2 de claudicagdo foram realizados bloqueios perineurais em
sesamoide abaxial para confirmar se a origem da claudicagdo era no estojo corneo.

2.3 Periodo de observacio e tratamento inicial

Os animais admitidos passaram por um periodo de observagao de 30 dias antes da aplicagao
das adCTM. Para tanto, realizou-se casqueamento corretivo e redistribuicao de contato do
casco com o solo por meio da colocagao de tamancos de madeira e preenchimento da ranilha
e sola com silicone de condensacdo a base de polidimetilsiloxano (Speedex Putty,
(Coltene/Vigodent AS Industria e Comércio) de acordo com protocolo de atendimento do
servico de Clinica Cirurgica de Grandes Animais do Hospital Veterinario da UFMG. Logo
apds o casqueamento, aqueles animais que ainda apresentaram desconforto foram tratados
por um periodo de até uma semana com fenilbutazona (4,4 mg/kg SID). Estes procedimentos
objetivaram melhorar a condi¢ao algica, impedir a progressao da rotagdo e proporcionar
maior conforto aos animais, padronizando a terapia biomecanica durante até¢ no maximo uma
semana.

Assim, antes do inicio do estudo todos os animais foram considerados portadores de laminite
cronica estavel. A partir deste momento nenhum outro medicamento foi utilizado até a
finalizacao do estudo.

A cronologia de realizacao de todas as etapas do experimento esta descrita conforme a Figura
1.
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Admissdo dos animais;
Radiografia;
Casqueamento
corretivo e tamancos
de madeira; Bidpsia de
casco

(Dia 1)

Fim do periodo de
observagdo sem
intervengdo
terapéutica; Aplicagdo
adCTM 1; Exame
clinico (Dia 30)

Aplicagao
adCTM 3;
Exame clinico
(Dia 60)

Colheita de Aplicagao Exame clinico;
tecido adiposo adCTM 2; Bidpsia de
e cultura Exame clinico casco (Dia75)
(Dia 45)

celular (Dia
15

Figura 1: Cronologia de realizagao do experimento.

2.4 Colheita de tecido adiposo e cultura celular

Quinze dias apds a admissdo no experimento, foi colhida uma amostra de tecido adiposo de
cada equino. Antecedendo a colheita, o animal foi mantido em jejum alimentar de 12 horas,
submetido a sedacdo com xilazina 10% (0,7 mg/kg/IV), observado quanto ao
comportamento, sendo considerado a sedacdo adequada quando animal estivesse com a
cabeca abaixo da altura da escapula. Neste momento realizou-se tricotomia na regido acima
do musculo gluteo dorsal, na base da cauda, antissepsia e anestesia local utilizando bloqueio
em L invertido proximo a esta regido (local de coleta de tecido adiposo) e a avaliacao da dor
foi realizada observando-se a resposta do animal aos estimulos dolorosos. Foi realizado uma
incisdo de aproximadamente 4-5 cm de comprimento paralelamente a cauda permitindo a
visualiza¢ao de uma camada de tecido adiposo entre a pele e a musculatura. Apos dissec¢ao
do tecido subcutaneo, foram coletadas amostras de tecido adiposo de aproximadamente 1,0
cm? (2,0 gramas), e armazenadas em tubo falcon estéril de 50,0 mL contendo meio de cultura
celular. A pele foi suturada com nylon 2/0 em padrao simples separado. As amostras foram
encaminhadas imediatamente para processamento em laboratorio de cultura.

Em capela de fluxo laminar, esse tecido foi submetido a lavagens sucessivas com PBS,
cortados em pequenos pedagos e transferidos para outro tubo falcon de 15,0 mL contendo
solucdao de colagenase do tipo I (Sigma, St Louis MO, USA) para acao digestiva, por 60
minutos, em estufa a 37°C, 5% de CO,, agitado a cada 15 minutos. Posteriormente, o tubo
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foi centrifugado a 694G (2000 rpm) durante 10 minutos, o sobrenadante foi descartado e o
precipitado ressuspendido em 10,0 ml de PBS, sendo centrifugado novamente. Apds esta
etapa o sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em 10,0 mL de meio DMEM
(Dulbecco’s Modiffed Eagle Medium) acrescido de SFB (Soro Fetal Bovino).

Uma aliquota deste volume foi utilizada para contagem celular em camara de Newbauer.
Logo apos as células foram semeadas em garrafas de 75 cm? com densidade de 27 x 10° por
cm’ e incubadas em meio de crescimento béasico contendo DMEM (baixa glicose)
suplementadas com 10% de SBF, 1% de penicilina-estreptomicina e 0,1% de anfotericina
(DMEM completo) a 37° C em 5% de COz e umidade de 95%. Esta fase de crescimento
celular inicial foi chamada de passagem 0 (P0O). Aproximadamente 96-120 horas, foram
identificadas células aderentes agrupadas em nichos, as células ndo aderentes foram
descartadas e o meio de cultura trocado. As células foram monitoradas diariamente, em
microscopio invertido de contraste de fase, sendo o meio de cultura trocado a cada dois/trés
dias, de acordo com o metabolismo celular, avaliados por meio da morfologia das células,
confluéncia da cultura e caracteristicas fisicas do meio de cultura.

As células permaneceram em estufa, até a confluéncia de 80%. Apos esta caracteristica ser
identificada o meio de cultura foi totalmente desprezado e a cultura foi tripsinizada (Tripsina-
EDTA 1x) e incubada a 37° C, durante 5 minutos. Apos esse periodo, a agao da tripsina foi
inativada com acréscimo de meio DMEM completo. A solugdo foi transferida para um tubo
de centrifuga e centrifugada a temperatura de 22° C ¢ 694G (2000 rpm) por 10 minutos. O
sobrenadante foi totalmente desprezado e o pellet celular (P1) ressuspendido em meio
DMEM completo, ¢ novamente dividido em garrafas de cultura, mantendo a mesma
densidade celular anteriormente informada. A cada nova confluéncia de 80% o procedimento
foi repetido até atingir a quarta passagem celular (P4).

24.1. Diferenciacao celular

As CTMs foram diferenciadas em tri-linhagem (adipogénicas, osteogénicas e condrogénicas)
para demonstrar sua multipotencialidade, de acordo com os requisitos estabelecidos para
garantir a caracterizacdo de CTMs de equinos (De Schauwer et al., 2011). Todas as
diferenciagdes foram realizadas em triplicata e uma amostra foi mantida em meio basal
(células controle) durante 14 dias (adipogénica e osteogénica) e 21 dias (condrogénica).

Para diferencia¢io adipogénica, as células P3 foram plaqueadas a 20.000 células / cm? em
placas de 6 pocos e cultivadas sob condigdes adipogénicas por 14 dias. O meio (STEMPRO®,
Gibco, Grand Island, NY, EUA) foi trocado a cada 3 dias, as células foram fixadas em solugao
de formaldeido a 10% por 10 minutos, enxaguadas com PBS e coradas com Oi/ Red O (Gibco,
Grand Island, NY, EUA) de acordo com fabricante.
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Para realizar a caracterizagao osteogénica de adCTM, as células P4 foram plaqueadas a 20.000
células / cm? em placas de 6 pocos e cultivadas em condi¢des osteogénicas por 14 dias, 0 meio
(STEMPRO®, Gibco, Grand Island, NY, EUA) foi trocado a cada 3 dias, as células foram
fixadas em solu¢do de formaldeido a 10% por 10 minutos, enxaguadas com agua estéril e
coradas com Vermelho de Alizarina (Gibco, Grand Island, NY, EUA) de acordo com
fabricante.

Para diferencia¢do condrogénica, as células P4 foram plaqueadas a 20.000 células / cm? em
placas de 6 pogos e cultivadas em condi¢des condrogénicas por 21 dias. O meio STEMPRO®
(Gibco, Grand Island, NY, EUA) foi usado para diferenciacdo condrogénica e foi trocado a
cada 3 dias. As células foram fixadas com formalina tamponada a 10% durante 10 minutos.
Para detectar a diferenciacdo condrogénica, as células foram coradas com Alcian Blue em pH
2,5.

2.4.2. Aplicacdo e preparo das células para infusdo em solucido NaCl
0,9%

ApoOs a terceira passagem, outras amostras de células foram tripsinizadas (P4), observadas
em microscopia Optica para a avaliacdo da viabilidade celular, submetidas a contagem em
camara de Newbauer e aliquotadas na concentra¢do de 2 x 107 células/ 3 ml de PBS (Spriet
et al., 2013). Cada aliquota foi armazenada em seringa de 20 ml, sendo utilizada solugao
fisiologica NaCl 0,9% para completar o volume da seringa. Apo0s isso, foi transportada para
o centro cirargico, aguardando o momento da aplicacdo. Todas as etapas de cultivo celular
foram repetidas por mais duas vezes, totalizando trés aplicacdes com intervalos de 15 dias
entre as mesmas. Em um membro tordcico foi aplicado o tratamento celular (adCTM) e o
outro apenas solucdo fisiologica NaCl 0,9% (solucdo placebo) no mesmo volume de
aplicacdo. A decisdo sobre qual seria o membro tratado € o membro placebo foi tomada por
sorteio.

2.5 Biopsia do estojo corneo

As biopsias do estojo corneo foram realizadas em dois momentos distintos, na primeira
semana de inclusdo do animal no estudo (pré-tratamento) e quinze dias ao final do tratamento
com a adCTM ou placebo (pds-tratamento). As amostras foram colhidas nos membros
toracicos esquerdo e direito (Ribeiro et al., 2017). As amostras iniciais foram obtidas na
muralha dorsal, dois centimetros abaixo da linha da coroa. Na segunda colheita, as amostras
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foram obtidas no mesmo local, sempre de forma proximal a biopsia inicial, e de forma a obter
amostras do tecido crescido apos o tratamento.

Para a realizagdo dessas bidpsias, os animais foram sedados com xilazina 10% (0,7 mg/kg
peso vivo IV) e os cascos foram dessensibilizados através anestesia perineural (lidocaina 2%,
sem vasoconstritor, 5 ml em cada nervo palmar e metacarpico mediais e laterais. Para
obtencdo das bidpsias, foi realizado o desgaste da muralha do casco na superficie dorsal,
retirando-se a por¢ao queratinizada num formato retangular com o auxilio de uma maquina
elétrica do tipo mini retifica (Retifica Dremel Série 4000 Profissional 175W). Em seguida,
cortes com lamina de bisturi n°® 24 foram realizados contornando o retdngulo ja existente,
penetrando até a falange distal. Logo apds um fragmento do tecido lamelar do casco (0,5 x 3
cm) foi extraido com o auxilio do lamelotomo de Falcdo-Faleiros (grupo de pesquisa
Equinova/EV-UFMGQG). As perfuracdes foram vedadas com polimetilmetacrilato (Jet, Artigos
Odontologicos Classico, Ltda) (Figura 2).

efE " A

Figura 2: Sequéncia fotografica de procedimentos de biopsia lamelar com o lameldtomo de
Falcao-Faleiros mostrando a demarcagdao do local da biopsia (A), o desbaste do tecido
queratinizado com um cortador plano ligado a uma ferramenta elétrica rotativa (B), a incisao
das margens internas com um bisturi (C-D), a inser¢do ¢ o avango do lamelotomo (E).
Amostra obtida (F).

2.6 Classificacao histopatolégica lamelar e histomorfometria
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Logo ap0s as colheitas, as amostras foram divididas e acondicionadas respeitando as técnicas
utilizadas para cada analise. Para o exame histopatologico, as amostras foram acondicionadas
em frascos contendo formol salino tamponado a 10% durante 72 horas, sendo depois
transferidas para frascos contendo alcool 70%, até o processamento, ou seja, incluidas em
parafina histoldgica, cortadas a 5 um de espessura e coradas com hematoxilina-eosina (HE)
e acido periodico de Shiffer (PAS).

As secdes lamelares de HE e PAS foram avaliadas e categorizadas por dois avaliadores cegos
ao estudo com base nos seguintes critérios previamente estabelecidos (Carter et al., 2011):
auséncia de LEP (LEP Au); falta de homogeneidade lamelar epidermal (LEP Homo); grau
de encurtamento, distor¢ao ou afilamento das lamelas epidérmicas primarias (LEP Dist);
presenca de hiperplasia do extrato médio (Hip Est Med); hiperqueratose (Hiperquer);
presenca do eixo queratinizado com ou sem fusdo adjacente (Eixo Querat); colapso de LES
(Colapso LES); tipo e grau de patologia da membrana basal (separagdo, divisdo e auséncia)
(MB lesao); ilhas epidérmicas isoladas queratinizadas (Ilhas Isol); hiperqueratinizagdo ao
redor de tubulos em extrato médio (Hiper Tubul). Cada uma destas lesdes foi graduada por
meio de escore sendo ausente (0), leve (1), moderado (2) e intenso (3). Posteriormente, o
valor de escore para cada uma destas variaveis foi somada para se obter o valor global do
individuo relativo aquela biopsia. As se¢des de PAS foram utilizadas para morfometria
lamelar.

As laminas foram escaneadas e digitalizadas pelo Scanner de Laminas no Centro de
Aquisi¢ao e Processamento de Imagens (ICB/UFMG) por meio do Scanner de laminas 3D
Histech (3D Histech, Budapeste, Hungria). As imagens foram visualizadas utilizando o
software Pannoramic Viewer (3D Histech, Budapeste, Hungria), com uma ampliacao de 40
vezes em um periodo de amostragem espacial de 0,2 m por pixel (Faleiros et al., 2011b). O
comprimento total das laminas epidermais foi realizada pelo software Pannoramic Viewer
(3D Histech, Budapeste, Hungria), com aumento de 20x, medindo o comprimento total de 5
lamelas epidermais por lamina.

2.7 Imunohistoquimica para p63

Com objetivo de padronizar a técnica para uso em animais com laminite, inicialmente testou-
se o protocolo em um equino controle, ou seja, clinicamente saudavel.

Para avaliar as células progenitoras, cortes dos tecidos lamelares foram destinados a anélise
imunohistoquimica para o anticorpo p63 (D9L7L) da empresa Cell Signaling Technology
(Danvers, MA, USA). As amostras foram processadas em parafina, cortados a 3 um de
espessura e fixados em laminas polarizadas e previamente preparadas com Poly-L-Lisina, e
submetidos ao protocolo adaptado conforme indicado pelo fabricante (Cell Signaling
Technology, Danvers, MA, USA) a seguir: colocou-se as laminas em solu¢do de Citrisolv e
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incubou a temperatura ambiente por 5 minutos. Apos, foi removido o Citrisolv e repetido o
passo anterior por mais 5 minutos. Adicionou-se 50-60 ml das seguintes solugdes em cubas
de vidro: etanol 100%, etanol 95%, 4gua destilada, PBS (pH 7,4), H202 3%. Foram
executados os seguintes passos de lavagem com etanol: etanol 100% (10 minutos); etanol
100% (10 minutos); etanol 95% (10 minutos); etanol 95% (10 minutos). Apds as ldminas
foram colocadas na cuba de vidro com agua destilada por 5 minutos. Foi repetido o
procedimento anterior por mais 5 minutos. Em seguida foi realizado a recuperagdo do
antigénica conforme descrito pelo fabricante (as laminas foram aquecidas em solugdo de
desintoxicagdo de citrato 1x). Para preparar 300 ml de solugao de citrato (1x) adicionou 30
ml de solugdo de citrato (10x) a 270 ml de dgua destilada. Deixou-se as laminas no banho de
citrato (1x) e manteve-se a uma temperatura de ebulicdo de 95° C. Apos esfriar as laminas
em uma bancada por 30 minutos, lavou-se as laminas em agua destilada trés vezes durante 5
minutos cada. As laminas foram mergulhadas em perdxido de hidrogénio 3% por 10 minutos.
Apos lavou-se em dgua destilada duas vezes por 5 minutos cada. Lavou-se os cortes em
solucao tampao (TBST 1X) por 5 minutos. Usando uma caneta hidrofobica desenhou-se um
circulo ao redor dos cortes. Adicionou-se 200 puL. da solucao de bloqueio normal em cada
lamina e incubou-se as laminas a temperatura ambiente durante 1 hora.

A solucdo de bloqueio normal foi composta por: 5% de soro de cabra em TBST 1 x. Em
seguida foi removido a solugdao de bloqueio normal das laminas. Adicionou-se 250 ul do
anticorpo primario (diluicdo 1: 900 na solu¢ao de bloqueio normal) em cada lamina e
incubou-se as laminas a 4 © C durante a noite. No dia seguinte foi removido o anticorpo
primario das laminas. Lavou-se as laminas 3 vezes por 5 minutos cada em solugdo tampao
(TBST 1X). Apos foi adicionado 250 ul do anticorpo secundario biotinilado (IgG de cabra
anti-coelho; dilui¢ao 1: 200 em solugao de bloqueio). Incubou-se a temperatura ambiente por
1 hora na camara de umidade preta. Apos foi removido o anticorpo secundario das laminas.
Lavou-se as laminas 3 vezes por 5 minutos cada em TBST 1X. Adicionou-se 200 ul da
mistura VECTASTAIN Elite Standard ABC (Vector Laboratories, Burlingame, California,
USA) em cada lamina. Em seguida as 1aminas foram colocadas na caixa de incubacgao preta
em temperatura ambiente por 30 minutos. Adicionou-se 200 ul da solugdo de substrato de
peroxidase (DAB) a cada lamina. Incubou-se as laminas a temperatura ambiente e observou-
se as laminas para coloragdo. A coloragdo adequada ocorreu entre 2 a 10 minutos. Lavou-se
as laminas com agua destilada. Ap6s as laminas foram lavadas em agua destilada por 5
minutos. Adicionou-se a solu¢do de hematoxilina QS diretamente a 1amina, certificando-se
de cobrir completamente os cortes por 30 a 45 segundos para contrastar. Lavou-se as laminas
com agua da torneira até a d4gua de enxague ficar limpa. Em seguida lavou-se as laminas em
etanol 100% por 2 minutos. Apds foi realizado as montagens das laminas.

Apos coloragao, os cortes foram descritos quanto a intensidade de imunomarcagao (células
epiteliais basais) por um observador independente cego quanto a origem do tecido.

Como banco de material para realizagdo de estudos futuros, fragmentos de tecido lamelar
foram imediatamente congelados em nitrogénio liquido e armazenados posteriormente em
freezer a - 70° C.
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2.8 Analise estatistica

Os dados referentes aos graus de lesdo histologica e da analise histomorfométrica foram
submetidos ao teste de normalidade Kolmogorv-Sminorf e Shapiro Wilk. As variaveis com
distribuicao normal foram comparadas pelo test-T student pareado, enquanto que os outros
foram analisados pelo teste ndo paramétrico para avaliagao de pares ordenados Wilcoxon
quando comparados o grupo adCTM e o grupo placebo de cada animal pré e pos-tratamento,
considerando significativo quando P < 0,05.

3. RESULTADOS

3.1 Classificacio histopatolégica lamelar e histomorfometria

Os principais achados histopatologicos observados no tecido lamelar pré-tratamento foram o
colapso em LES (Figura 7) e lesdes em membrana basal (separagao) (Figura 8). No tecido
lamelar poés-tratamento foram observados principalmente falta de homogeneidade lamelar
epidermal, distor¢des ou filamentos das LEP, hiperplasia de extrato médio, lesdes em
membrana basal, ilhas epidérmicas isoladas queratinizadas e hiperqueratinizacao ao redor
dos tabulos (Figuras 9, 10,11, 12 13 e 14), sendo estas mais evidenciadas no grupo placebo.
Alguns animais chamaram a atencdo por demonstrarem a arquitetura lamelar mais bem
preservada no pds-tratamento com adCTM quando comparado ao placebo (Figuras 15, 16 ¢
17).

As caracteristicas histopatologicas para cada equino usado no presente estudo pos-tratamento
foram resumidas na Tabela 1 e 2. Em geral, o tecido lamelar dos equinos com laminite pré-
tratamento exibiu distor¢des menos severas de LEP e LES em comparagao ao tecido lamelar
obtido pds-tratamento, demonstrando a evolugao do quadro de laminite.

Os resultados das analises do grau de lesdo histoldgica global em tecido lamelar pré e pos-
tratamento estao nas Figuras 3, 4, 5 e 6. Enquanto no grupo placebo houve piora no escore
global (P = 0,01), com destaque para perda do eixo queratinizado (P = 0,0001), hiperplasia
do estrato médio (P = 0,001), homogeneidade das lamelas epidérmicas primarias (P = 0,003)
e hiperqueratose (P = 0,05), no grupo adCTM nao houve piora no escore global, havendo
apenas um aumento para hiperplasia do estrato médio (P = 0,05). Nao houve diferengas
estatisticas entre os grupos no pré-tratamento. Entretanto, diferengas significativas entre os
grupos adCTM e placebo foram observados no pos-tratamento para o escore de lesdo global
(P £0,05), com destaque para a varidvel auséncia de eixo queratinizado (P £ 0,01).
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Sobre a histomorfometria lamelar epidermal ndo houve diferenca significativa entre os
grupos adCTM e placebo, entretanto as lamelas epidérmicas no grupo placebo apresentaram
valores inferiores ao final do estudo quando comparado ao momento basal (P = 0,09), fato

nao observado no grupo adCTM (Figura 18 e 19).
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Tabela 1: Caracteristicas histopatologicas do tecido lamelar de equinos com laminite (A1-A6) do
grupo adCTM pos-tratamento.

ANIMAL | HISTOPATOLOGIA LAMELAR EM MEMBRO adCTM

Al Leve falta de homogenecidade lamelar epidermal, hiperplasia em extrato médio e
hiperqueratose. Presenca de ilhas epidérmicas e tibulos queratinizados.

A2 Intensa falta de homogeneidade, distor¢do de LEP, hiperqueratose.

A3 Moderado colapso em LES e patologias em membrana basal.

A4 Leve falta de homogeneidade lamelar epidermal e distor¢do de LEP. Moderado colapso
em LES e patologias em membrana basal.

A5 Leve distor¢ao de LEP.

A6 Intensa falta de homogenecidade lamelar epidermal, hiperplasia em extrato médio,

hiperqueratose, patologias em membrana basal. Presenca de ilhas epidérmicas e tubulos
queratinizados.

LEP — Lamela epidérmica primaria; LES Lamela epidérmica secundaria.

Tabela 2: Caracteristicas histopatologicas do tecido lamelar de equinos com laminite (A1-A6) do
grupo placebo pos-tratamento.

ANIMAL

HISTOPATOLOGIA LAMELAR EM MEMBRO PLACEBO

Al

A2

A3

A4

AS

A6

Moderada auséncia de LEP. Intensa falta de homogeneidade lamelar epidermal, distorgao
de LEP, hiperplasia em extrato médio, hiperqueratose, patologias em membrana basal.
Presenca de ilhas epidérmicas e tubulos queratinizados.

Leve auséncia de LEP. Intensa falta de homogeneidade lamelar epidermal, hiperplasia em
extrato médio, hiperqueratose, patologias em membrana basal.

Moderada falta de homogeneidade lamelar epidermal, distor¢do de LEP, hiperplasia em
extrato médio, patologias em membrana basal.

Moderada auséncia de LEP. Intensa falta de homogeneidade lamelar epidermal,
hiperplasia em extrato médio. Moderada patologia em membrana basal e colapso de LES.

Intensa distor¢do e afilamento de LEP. Moderada hiperplasia em extrato médio ¢ leve
colapso em LES.

Intensa falta de homogenecidade lamelar epidermal, hiperplasia em extrato médio,
hiperqueratose, patologias em membrana basal. Presenca intensa de ilhas epidérmicas ¢
tubulos queratinizados.

LEP — Lamela epidermal primaria; LES Lamela epidermal secundaria.
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Figura 3: Valores médios e erros-padrdao dos graus de lesdes histologicas globais no tecido
lamelar de equinos com laminite cronica no grupo placebo nos periodos pré e pos-tratamento.

Lesdes Histologicas no Grupo adCTM |

Pré-tratamento
20+

Il Pos-tratamento

Graus de lesdo
3 7

wn
1

O O & D S Do .0 N O O & D S DD L0 OO
T T FE I LT T F I FEEF
N2 & \58 & & o(} & & \(& S © R & Vé & & oo <?o \& \&rz, PO
Ve e S VT T st &

Figura 4: Valores médios e erros-padrao dos graus de lesdes histologicas globais no tecido
lamelar de equinos com laminite cronica no grupo adCTM nos periodos pré e pos-tratamento.
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Figura 5: Valores médios e erros-padrao dos graus de lesdes histologicas globais no tecido

lamelar de equinos com laminite cronica pré-tratamento distribuidos em grupo adCTM ou
placebo.
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Figura 6: Valores médios e erros-padrdao dos graus de lesdes histologicas globais no tecido

lamelar de equinos com laminite cronica poés-tratamento distribuidos em grupo adCTM ou
placebo.
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Figura 7: Fotomicrografia do tecido lamelar de equino com laminite cronica (Animal 4 pré-
tratamento MTE placebo). Observa-se LES apresentando colapso (setas pretas). Barra = 100
pm.
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Figura 8: Fotomicrografia do tecido lamelar de equino com laminite cronica (Animal 6 pré-
tratamento MTE placebo). Observa-se lesdo em membrana basal (separagdo) (setas
vermelhas). Barra = 500 pm.

117



Figura 9: Fotomicrografia do tecido lamelar de equino com laminite cronica (Animal 1 pds-
tratamento MTD placebo). Observa-se LEP apresentando encurtamento, afilamento e
distor¢do, auséncia de LES e o eixo queratinizado (setas pretas). Também observa-se
hiperqueratose em camada entre os extratos lamelares médio e interno (triangulo) e ao redor
dos tiibulos presentes no extrato médio (circulos vermelhos). Barra =200 pm.
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Figura 10: Fotomicrografia do tecido lamelar de equino com laminite cronica (Animal 1
pos-tratamento MTD placebo). Observa-se hiperplasia de extrato lamelar (linha preta) e
hiperqueratinizagao ao redor de tibulos em extrato médio (circulos vermelhos). Barra = 500
pum.
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Figura 11: Fotomicrografia do tecido lamelar de equino com laminite cronica (Animal 5 pos-
tratamento MTD placebo). Observa-se auséncia de eixo queratinizado, distor¢@o e encurtamento de
LEP (pontos pretos), ilhas epidérmicas isoladas (circulo vermelho). Barra = 200 pm.

Figura 12: Fotomicrografia do tecido lamelar de equino com laminite cronica (Animal 3 pos-
tratamento MTD placebo). Observa-se ilhas dermais abaxiais isoladas (setas pretas). Barra = 400
pm.
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Figura 13: Fotomicrografia do tecido lamelar de equino com laminite cronica (Animal 3
pos-tratamento  MTD placebo). Observa-se ilhas epidérmicas isoladas (circulos
vermelhos). Barra = 400 um.
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Figura 14: Fotomicrografia do tecido lamelar de equino com laminite cronica (Animal 5
pos-tratamento MTD placebo). Observa-se hiperqueratinizagdo ao redor de tibulos em
extrato médio (setas pretas). Barra = 200 pm.
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Figura 15: Fotomicrografia do tecido lamelar de equino com laminite cronica 45 dias apos
o inicio do tratamento com adCTM ou placebo (a esquerda membro placebo e a direita
membro adCTM). Nota-se nitida diferenca entre as arquiteturas lamelares. No membro
placebo observa-se reducdo da espessura do extrato lamelar que apresenta LEP encurtadas,
auséncia de LES e eixo queratinizado e marcada hiperplasia de extrato médio. Verifica-se
ainda intensa hiperqueratose entre o extrato médio e lamelar e ao redor dos tubulos. A direita
membro adCTM demonstrando arquitetura lamelar mais preservada com LEP homogéneas,
presenga de eixo queratinizado e LES. A hiperqueratose e a hiperplasia de extrato lamelar
sdo pouco evidentes. Barra = 1000 pm.
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Figura 16: Fotomicrografia do tecido lamelar de equino com laminite cronica 45 dias apos
o inicio do tratamento com adCTM ou placebo (a esquerda membro placebo e a direita
membro adCTM). Nota-se nitida diferenca entre as arquiteturas lamelares. No membro
placebo observa-se falta de homogeneidade lamelar epidermal, grau de encurtamento ou
distor¢do das lamelas epidérmicas primarias, presenca de hiperplasia do extrato médio. A
direita membro adCTM demonstrando arquitetura lamelar mais preservada com LEP
homogéneas, presenca de eixo queratinizado e LES. Barra = 1000 pm.
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Figura 17: Fotomicrografia do tecido lamelar de equino com laminite cronica 45 dias apos
o inicio do tratamento com adCTM ou placebo (a esquerda membro placebo e a direita
membro adCTM). Nota-se nitida diferenga entre as arquiteturas lamelares. No membro
placebo a esquerda observa-se reducao da espessura do extrato lamelar que apresenta LEP
encurtadas, auséncia de LES e eixo queratinizado, ¢ marcada hiperplasia de extrato médio.
Verifica-se ainda intensa hiperqueratose entre o extrato médio e lamelar e ao redor dos
tabulos. A direita membro adCTM demonstrando arquitetura lamelar mais preservada com
LEP homogéneas, presenga de eixo queratinizado e LES. A hiperqueratose e a hiperplasia de
extrato lamelar sao pouco evidentes. Barra = 1000 um.
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Figura 18: Fotomicrografia do fragmento de uma amostra de bidpsia de um equino com
laminite cronica do membro adCTM no momento basal, submetida a analise histoldgica e
medicdo do comprimento total de lamela epidermal. Observa-se a camada fina de tecido
queratinizado no lado direito seguido por varias lamelas epidérmicas primarias no meio € no
lado esquerdo derme. Barra = 2000 um.
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Figura 19: Valores médios e erros-padrao dos comprimentos totais das lamelas epidérmicas
primarias em equinos com laminite cronica submetidos a terapia com células tronco
mesenquimais derivadas do tecido adiposo (adCTM) ou placebo (NaCl 0,9%).

3.2 Imunohistoquimica para p63

Nos tecidos lamelares previamente testados em equino saudavel, o p63 foi expresso nos
nucleos das CE basais e suprabasais (Figura 20). No tecido lamelar dos equinos com laminite
cronica deste estudo, foi possivel a identificacao da expressao de p63 nos nucleos das CE
basais e suprabasais tanto em amostras do grupo adCTM quanto do placebo, no momento
basal ou apos 45 dias. Entretanto houve intensa presenca de coloragdo inespecifica, o que
impossibilitou uma comparagao fidedigna entre tempos e grupos (Figura 21 e 22).
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Figura 20: Fotomicrografia do teste realizado em tecido lamelar de animal saudavel,
sendo possivel verificar a presenga de células tronco epiteliais basais apresentando
imunomarcacao positiva de p63 (setas). Barras = 200 um.
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Figura 21: Fotomicrografia do tecido lamelar animal 1 (A, B). Em (A), uma amostra de
tecido lamelar do membro adCTM em um equino com laminite crénica em momento
basal, sendo possivel verificar algumas células tronco epiteliais basais apresentando
imunomarcagao positiva de p63 (setas). Em (B), o mesmo membro adCTM 45 dias apds
inicio do tratamento (setas). Barras = 100 pm.
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Figura 22: Fotomicrografia do tecido lamelar animal 2 (A, B). Em (A), uma amostra de
tecido lamelar do membro adCTM em um equino com laminite crénica em momento
basal, sendo possivel verificar algumas células tronco epiteliais basais apresentando
imunomarcagao positiva de p63 (setas). Em (B), o mesmo membro adCTM 45 dias apds
inicio do tratamento (setas). Barras = 100 um.

4. DISCUSSAO

No presente estudo, a amostra de tecido lamelar, constituido por lamelas dérmicas e
epidérmicas, foi adequado para a avaliagdo histopatologica das alteragdes correspondentes a
laminite consideradas por Pollitt (1996), sem a influéncia de artefatos que pudessem ser
atribuidos a técnica da biopsia empregada. Este foi o primeiro estudo com biopsias seriadas
de tecido lamelar de equinos em fase inicial de laminite cronica, afim de avaliar influéncia
terapéutica das adCTM ou placebo sobre a arquitetura lamelar por meio de avaliagao do grau
de lesdao histologica. Contudo, houve dificuldade na obtencdo de amostras lamelares em
alguns animais durante as biOpsias no poés-tratamento, principalmente atribuida a ma
qualidade e a fragilidade do tecido lamelar, que em alguns casos apresentava hiperplasia de
extrato médio. Resultados positivos também foram relatados por Ribeiro et al (2017) com o
uso do instrumento de bidpsia lameldtomo de Falcao-Faleiros, que se demonstrou vantajoso
frente a técnicas anteriormente descritas (Gravena et al., 2012).
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Em nosso estudo, as principais caracteristicas histopatologicas evidenciadas durante a fase
pré-tratamento foram o colapso de LES e alteragdes em membrana basal. Os primeiros relatos
descrevendo alteracdes histologicas em equinos com laminite ocorreram nos anos 80
(Roberts et al., 1980). Estudos descrevendo as alteragdes histolégicas em equinos com
laminite aguda caracterizavam a atenuacao e o afilamento das lamelas e a separacao da
membrana basal (Pollitt 1996; Johnston et al.1998; Pollitt e Daradka 1998; Morgan et
al.1999). Em 1999 ja era considerado como marca registrada das alteragdes histologicas
observadas na laminite cronica as alteragdes degenerativas e displasicas das lamelas
epidérmicas primarias e secunddrias, incluindo vacuolizagdo epitelial ou necrose e
vacuolizacdo dérmica-epidérmica e edema (Morgan et al., 1999). Também foram descritas
alteragdes displasicas durante a fase cronica incluindo alargamento, fusao, encurtamento ou
perdas das lamelas epidérmicas primarias e secundarias. As alteragdes arquiteturais sao
principalmente restritas as LES, quando a lesdo ¢ leve, com envolvimento das lamelas
primarias ocorrendo em maior gravidade (Morgan et al., 1999). Em outro estudo realizado
em equinos com laminite experimentalmente induzida com oligofrutose revelou-se aspectos
histopatologicos sete dias apds a sobrecarga alimentar, em que os processos de deslocamento
de membrana basal e lise de membrana basal verificados durante a fase aguda tenderam a
diminui¢do durante a fase cronica. A principal anormalidade encontrada foi a mudanca
abrupta na arquitetura lamelar. A anatomia normal da LEP e da LES foi severamente
interrompida. A formagao de ilhas epidérmicas, muitas ndo mais ligadas a suas respectivas
LEP, causa a perda de sua fungcdo em manter o aparato suspensor entre a muralha dorsal de
estojo corneo e a falange distal (Van Eps & Pollitt, 2009).

No escore de lesao histologica global do grupo placebo houve piora ao final do estudo quando
comparado ao pré-tratamento, destacando-se as varidveis perda do eixo queratinizado,
hiperplasia do estrato médio, homogeneidade das lamelas epidermais primarias e
hiperqueratose. No entanto, no grupo adCTM nao houve piora. Este resultado demonstra o
efeito preventivo da evolugao das lesdes no grupo adCTM.

Thomason et al. (2008) associaram alteragdes no estojo corneo com alteracdes na jungao
lamelar, sugerindo um remodelamento das lamelas epidérmicas primarias induzidas pelo
estresse. Assim, a mudanga em um dos componentes do estojo corneo altera estruturas
adjacentes, uma vez que o estojo coérneo atua como uma unidade integrada (Redden, 2003).
O presente estudo corrobora com as afirmacdes descritas pelos autores, em que nossos
resultados demonstraram ter ocorrido uma evolu¢ao natural da doenca em todos animais
estudados, confirmados pelas caracteristicas histopatologicas encontradas, e também
demonstrados nos resultados apresentados no capitulo anterior. Na fase pds-tratamento o
grupo adCTM demonstrou-se mais bem preservado quando comparado ao grupo placebo,
apresentando menor grau de lesdo histoldgica global e maior presenga do eixo queratinizado.

O valor terapéutico das CTMs adultas pode ser baseado nao apenas na sua contribuigao
para o restabelecimento da arquitetura dos tecidos danificados, mas também na sua
capacidade comprovada em modular aresposta inflamatoria. As CTMs apresentam
efeitos anti-inflamatdrios e imunomoduladores  potentes, através de interagdes célula-
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célula e ou liberacdo de fatores soluveis de crescimento no ambiente local. Ainda possuem
um perfil ou imunofenotipagem distinta de fatores ~ bioativos  troficos, = mediadores
inflamatérios € moléculas de adesdo que atuam inibindo a formagdo da cicatrizacao e
apoptose, aumentam angiogénese e estimulam células progenitoras intrinsecas levando ao
retorno da homeostase do tecido (Caplan, 2009), além de secretarem uma grande variedade
de quimiocinas, expressar receptores para citocinas e fatores de crescimento podendo, desta
forma, interagir por efeito paracrino com células residentes e induzir a diferenciarem em
linhagens diferentes (Takahashi et al., 2007; Monteiro et al., 2010). Contudo, ndo foi
verificado o efeito sobre as quimiocinas e células inflamatorias no presente estudo. Ainda,
em nosso estudo, ndo houve diferenga estatistica nos resultados para histomorfometria
epidermal. Entretanto, os valores encontrados para o tamanho das lamelas epidérmicas
primarias ao final do estudo foram inferiores quando comparados ao momento basal no grupo
placebo (P=0,09), o que nao ocorreu no grupo tratado com adCTM. Este achado sugere haver
maior preservagdo da arquitetura lamelar epidermal no membro tratado com adCTM, em
consondncia a outros achados descritos neste estudo.

Resultados semelhantes aos encontrados em nosso estudo também foram relatados com a
aplicacdo local de CTMs em lesdes musculoesqueléticas. Um estudo em equinos com
osteoartrite induzida e tratada com CTM e plasma demonstrou melhorias no fluido sinovial,
diminui¢do de linhas de desgaste em cartilagem articular e hiperemia sinovial (Broeckx et
al., 2019). Ja em outro estudo também realizado em equinos com tendinite induzida e tratados
com CTM houve prevencdo na progressao das lesdes, melhora na organizagdo das fibras
colagenas e a diminui¢do da resposta inflamatoria (Carvalho et al., 2014).

O efeito sistémico das adCTM hipotetizado neste estudo ndo foi evidenciado no grupo
placebo por meio das avaliagdes de histomorfometria e o grau de lesdo histologica lamelar,
uma vez que melhoras percebidas no grupo adCTM nado ocorreram no grupo placebo. Este
resultado corrobora com um estudo prévio em equinos com tendinite induzida e tratada
localmente com CTM marcadas por nanocristais, que foram detectadas no membro tratado
mais ndo no membro contralateral (Carvalho et al., 2014). Entretanto, estudos in vivo
demonstraram que as células implantadas perifericamente sao capazes de migrar e alcangar
o local alvo por uma propriedade especializada de ‘‘homing’’ conhecida por ser facilitada
por fatores humorais, embora o mecanismo exato ainda nao tenha sido completamente
compreendido (Kode et al., 2009; Guest et al., 2010; McDuffee et al., 2012). Os possiveis
mecanismos envolvidos no ‘‘homing’> promovidos pelas CTMs de equinos podem ser a
expressao do SDF-1 e seu receptor CXCR4 (Angelone et al., 2017) e moléculas de adesao
como galectina-1 e galectina-3 (Reesink et al., 2017), principais fatores estes para o
recrutamento celular em os tecidos inflamados e danificados. No presente estudo, o
direcionamento das células para a lesdes de laminite cronica no grupo placebo, no entanto,
permanece questionado, além do mais, a concentracdo de adCTM alcangada apdés uma
infusdo parenteral pode nao ser igual a de infusdo por perfusdo regional, modalidade esta
escolhida para tratamento neste estudo e limitada pelo nimero de células passivos de agao
teraputica sem ocorréncia de consequéncias tais como tromboembolismo e reagdes
inflamatoérias exacerbadas locais (Schnabel et al., 2013).
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Apesar de nao existirem estudos prévios com uso de um marcador imunohistoquimico para
p63 equino em amostras preservadas em parafina, no presente estudo o protocolo adaptado
de imunomarcacao para p63 recomendado pelo fabricante demonstrou-se capaz em
reconhecer a expressdo e a localizacdo de células-tronco epiteliais em tecido lamelar de
equino higido. Entretanto, um fator limitante observado foi a aplicagdo do mesmo protocolo
em amostras de tecidos lamelares de equinos com laminite cronica, em que houve dificuldade
em manter a amostra fixada em ladmina de vidro durante a fase de recuperagdo antigénica,
demonstrando a alta sensibilidade requerida nesse processo e também devido as
caracteristicas do tecido estudado. A por¢do queratinizada da amostra muitas vezes se descola
da lamina e favorece a perda completa da amostra. As CTE residem na camada basal dos
epitélios estratificados lamelares e sdo essenciais para a manutengao da homeostase tecidual,
regeneragao apos lesdo e enxerto terapéutico bem-sucedido (Blanpain & Fuchs, 2009). No
caso do estojo cérneo do equino, o crescimento continuo € necessario para substituir o casco
perdido na superficie do solo (Daradka & Pollitt, 2004). O papel das CTE no crescimento do
estojo corneo, homeostase e laminite ja foi estudado (Carter et al., 2011; Linardi et al., 2015).
O fator de transcricao p63 ¢ um determinante chave da linhagem especifica da capacidade
proliferativa em células-tronco de epitélios estratificados (Senoo et al., 2007). O gene p63
gera multiplas isoformas com papéis biologicos distintos (Yang et al., 1998), dos quais
ANp63a desempenham um papel essencial nas células-tronco epiteliais (Senoo et al., 2007).

No presente estudo, os resultados encontrados demonstram melhorias no tecido cicatricial
dos membros tratados com adCTM se comparado aos membros placebos. Tais resultados
podem ser atribuidos ao fato de que os equinos incluidos no estudo se encontravam em
estagio inicial de laminite cronica, favorecendo esta modalidade terapéutica. Sobre o
momento ideal para a primeira aplicagdo de CTMs, este ¢ atualmente desconhecido,
entretanto, sabe-se que para maior beneficio, a terapia com CTMs seria mais eficaz quando
realizada antes da ocorréncia de hiperplasia da cunha lamelar ou da célula epidérmica
(Dryden et al., 2013; Morrison et al., 2014; Gugjoo & Sharma, 2019). Sabe-se que esse
processo ocorre dentro de 30 dias do deslocamento do osso apendicular (Kuwano et al.,
2002). Considerados em conjunto estas afirmagdes indicam de que a aplicagdo de adCTM de
forma mais precoce poderia ser ainda mais vantajosa.

5. CONCLUSAO

As lesdes histologicas foram compativeis com quadro de laminite e apresentaram evolugao
ao longo do estudo. O tratamento com adCTM promoveu melhorias no processo cicatricial
lamelar no membro infundido, corroborando aos achados do capitulo anterior e ainda atuou
prevenindo a progressao destas lesdes. Os achados confirmam parte da hipotese sobre
melhorias nas avaliagdes histologicas, contudo estas s6 ocorreram nos membros perfundidos
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pelas adCTM, nao verificando o mesmo efeito benéfico no grupo placebo. Desta forma
confirma-se o potencial terapéutico das adCTM no tratamento de equinos em estagio inicial
de laminite cronica, conforme o protocolo terapéutico utilizado neste estudo, devendo o
mesmo ser infundido localmente em cada um dos membros acometidos.
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