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RESUMO 

O estresse oxidativo ocorre quando há desequilíbrio entre a geração e remoção de espécies 

reativas de oxigênio nos processos metabólicos no organismo, e sua ocorrência já foi 

documentada na laminite séptica. Objetivou-se neste trabalho avaliar o estresse oxidativo nas 

lâminas dos cascos e sua relação com alterações clínicas e laboratoriais observadas em cavalos 

Mangalarga Marchador submetidos a dieta hipercalórica. Foram utilizados material biológico 

e dados provenientes de experimento anterior, no qual 9 equinos da raça Mangalarga Marchador 

tiveram aumento de peso e adiposidade induzidos por 5 meses. Durante este período, foram 

realizadas medidas morfométricas corporais e ultrassonográficas de gordura subcutânea, 

coletas de sangue, teste dinâmico de baixa dose de glicose oral, biópsias e radiografias latero-

mediais de cascos. O capítulo 1 consiste em uma breve revisão de literatura sobre as principais 

causas e métodos diagnósticos da síndrome metabólica equina (SME). O capítulo 2 descreve o 

estudo do estresse oxidativo nos cascos dos animais com imunomarcação dos metabólitos 

superóxido dismutase 2 (SOD2) e 3-nitrotirosina (NIT). Dos 9 animais, 4 tiveram marcação 

leve para 3-nitrotirosina na amostra obtida ao final do período experimental. Os achados são 

evidência inédita da ocorrência de estresse oxidativo lamelar em cavalos na ausência de 

laminite séptica. Os animais, então, foram divididos em dois grupos - NIT+ (com marcação 

para nitrotirosina) e NIT- (sem marcação para nitrotirosina) para as avaliações dos capítulos 

posteriores. No capítulo 3 estes grupos foram comparados quanto às medidas morfométricas 

corporais e analitos obtidos pelas coletas de sangue (lípides, lipoproteínas, frutosamina, IGF-1, 

glicemia e insulinemia em jejum), e resultados dos testes dinâmicos de baixa dose de glicose 

oral. Neste capítulo também foram calculados os proxies G:I, MIRG, HOMA-IR, RISQI e 

QUICKI, e foi realizado teste de correlação do IGF-1 com as variáveis estudadas. Os animais 

do grupo NIT+ apresentaram menor altura de cernelha e desenvolveram de forma mais 

acentuada aumento de adiposidade, de indicadores de desregulação insulínica (DI) e de 

dislipidemia. Os resultados sugerem que o estresse oxidativo lamelar discriminou os animais 

mais susceptíveis a alterações metabólicas e morfométricas que poderiam culminar no 

desenvolvimento de SME. Os níveis de IGF-1 se correlacionaram com indicadores de DI e 

dislipidemia, corroborando com a hipótese de que este hormônio atua na SME. No capítulo 4 

foram avaliados os parâmetros histológicos lamelares e os dados radiográficos de cascos dos 

grupos NIT+ e NIT-. Foram observadas mudanças na relação casco-falange e alterações no 

tamanho das lâminas epidermais mais acentuadas em NIT+. Desta forma, pode-se concluir que 

o estresse oxidativo lamelar destes animais decorre de maior propensão ao desenvolvimento de 

laminite endocrinopática por SME. Este estudo traz evidências pioneiras de que o estresse 

oxidativo lamelar, identificado pela marcação com 3-nitrotirosina, é fator importante no 

desenvolvimento de laminite endocrinopática em equinos com SME, havendo potencial de uso 

de seus marcadores na identificação de animais susceptíveis, mesmo antes da ocorrência de 

sinais clínicos.  

Palavras-chave: laminite, nitrotirosina, obesidade, superóxido dismutase. 
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ABSTRACT 

Oxidative stress occurs when there is an imbalance between generation and removal of reactive 

oxygen species in metabolic processes, and its occurrence has already been documented in 

septic laminitis. The aim of this study was to evaluate oxidative stress on hoof blades and its 

relationship with clinical and laboratory alterations observed in Mangalarga Marchador horses 

submitted to a high calorie diet. Biological material and data from a previous experiment were 

used, in which 9 Mangalarga Marchador horses had an increase in weight and adiposity induced 

for 5 months. During this period, body morphometric and ultrasound measurements of 

subcutaneous fat, blood collections, dynamic low-dose oral glucose test, hooves biopsies and 

latero-medial radiographs were performed. Chapter 1 consists of a brief review of equine 

metabolic syndrome (EMS) causes and diagnostic methods. Chapter 2 describes the study of 

lamellar oxidative stress with immunostaining using superoxide dismutase 2 (SOD2) and 3-

nitrotyrosine (NIT). Of the 9 animals, 4 had staining for 3-nitrotyrosine in the sample obtained 

at the end of the experimental period. The findings are unprecedented evidence for the 

occurrence of lamellar oxidative stress in horses in the absence of septic laminitis. The animals 

were then divided into two groups - NIT + (with nitrotyrosine staining) and NIT- (without 

nitrotyrosine staining) for the evaluations of the later chapters. In chapter 3, these groups were 

compared regarding body morphometric measurements and analytes obtained from blood 

collections (lipids, lipoproteins, fructosamine, IGF-1, fasting glucose and insulin), and results 

of dynamic low-dose oral glucose tests. In this chapter, proxies G: I, MIRG, HOMA-IR, RISQI 

and QUICKI were also calculated, and the IGF-1 correlation test was performed with the 

studied variables. The animals in the NIT + group showed lower height at the withers and 

developed a more pronounced increase in adiposity, indicators of insulin dysregulation (DI) 

and delipidemia. The results suggest that lamellar oxidative stress discriminated the animals 

most susceptible to metabolic and morphometric changes that could culminate in EMS 

development. IGF-1 levels correlated with insulin dysregulation and dyslipidemia indicators, 

corroborating the hypothesis that this hormone acts in EMS. In chapter 4, the lamellar 

histological parameters and radiographic data of hooves of the groups NIT + and NIT- were 

evaluated. Most pronounced changes in the hoof-phalanx relationship and in the epidermal 

lamina length in NIT + were observed. Thus, it can be concluded that the lamellar oxidative 

stress of these animals results from a greater propensity to the development of EMS associated 

laminitis. This study provides pioneering evidence that lamellar oxidative stress, identified by 

3-nitrotyrosine labeling, is an important factor in the development of endocrinopathic laminitis 

in horses with EMS, and have potential to be a marker to identify susceptible animals, even 

before clinical signs presentation. 

Keywords: laminitis, obesity, nitrotyrosine, superoxide dismutase. 
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INTRODUÇÃO GERAL 

Pesquisas médicas procuram identificar grupos e fatores de risco para doenças 

cardiovasculares, por exemplo, a fim de estabelecer diagnósticos precoces e formas de 

prevenção efetivas. No caso dos cavalos, a prevenção e a busca por indícios precoces da 

susceptibilidade dos animais à laminite endocrinopática por síndrome metabólica equina (SME) 

vão do estudo de marcadores genéticos (Lewis et al.; 2017) a classificações morfométricas de 

pescoço (Walsh et al.; 2009).  

O projeto do qual deriva este estudo, avaliou mudanças conformacionais, metabólicas, 

radiográficas e histológicas em 9 equinos sadios da raça Mangalarga Marchador submetidos a 

uma dieta hipercalórica durante 150 dias. Este projeto, conduzido pelo agora doutor Rodrigo 

Ribeiro, orientado pelo professor Rafael Faleiros, contou com a participação extensiva do grupo 

de pesquisa EQUINOVA e resultou em novas informações acerca das adaptações que o 

metabolismo sofre ao submetermos os animais ao excesso de energia na forma de carboidratos 

solúveis. Alterações em indicadores de desregulação insulínica, em medidas radiográficas e na 

histologia lamelar foram encontradas, mostrando que a dieta causou desequilíbrios compatíveis 

com o desenvolvimento da SME (Ribeiro, 2017). 

Por meio de uma parceria com a pesquisadora Luciane Lakoski, obtivemos os resultados dos 

marcadores de estresse oxidativo superóxido dismutase (SOD) e 3-nitrotirosina (NIT) nas 

lâminas dos cascos dos animais, avaliadas por meio de biópsia antes e após o período 

experimental (capítulo 2). A atuação de radicais livres está relacionada a diversas enfermidades 

e condições de risco em equinos e humanos, incluindo obesidade (Pleasant et al., 2013; Salinas 

et al., 2020), diabetes e doenças cardiovasculares (Frustaci et al., 2000; Calder et al., 2011), 

colite (Keshavarzian et al., 2003; Karp e Koch, 2006; Laskoski et al., 2016), envelhecimento 

precoce (Grun et al., 2018) e laminite séptica (Yin et al., 2009). Por meio dos resultados das 

imunomarcações, pudemos estudar as diferentes respostas dos animais frente ao desafio da 

dieta. Separamos os animais em grupos, de acordo com o perfil oxidativo/nitrosativo observado, 

e pudemos distinguir animais com diferentes níveis de alterações morfológicas e metabólicas 

(capítulo 3) e mudanças histológicas e radiográficas nos cascos (capítulo 4).  
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Hipótese 

Em uma amostra populacional de equinos Mangalarga Marchador induzidos à obesidade com 

dieta rica em carboidratos não estruturais, existem animais que desenvolvem estresse 

oxidativo/nitrosativo lamelar e se diferenciam dos demais por apresentarem alterações mais 

intensas em biomarcadores de síndrome metabólica e consequente laminite endocrinopática, 

considerando-se variáveis clínicas, laboratorias, radiográficas e histopatológicas do casco.  

Objetivo geral 

Avaliar indicadores clínicos, laboratoriais, radiográficos e histológicos de síndrome metabólica 

equina e laminite endocrinopática em equinos com ou sem marcadores de estresse 

oxidativo/nitrosativo lamelar.  

Objetivos específicos 

Avaliar o estresse oxidativo/nitrosativo das lâminas dos cascos de cavalos Mangalarga 

Marchador submetidos a dieta hipercalórica. 

Relacionar a ocorrência de estresse oxidativo/nitrosativo lamelar a alterações de peso, escore 

corporal, adiposidade e morfometria de pescoço em equinos Mangalarga Marchador 

submetidos a dieta hipercalórica. 

Relacionar a ocorrência de estresse oxidativo/nitrosativo lamelar a alterações de lípides, 

lipoproteínas, hormônio IGF-1 e frutosamina em equinos Mangalarga Marchador submetidos a 

dieta hipercalórica. 

Relacionar a ocorrência de estresse oxidativo/nitrosativo lamelar a alterações em indicadores 

de desregulação insulínica – glicemia e insulinemia em jejum, proxies, resultados do teste 

dinâmico de baixa dose de glicose oral (TBDGO) - em equinos Mangalarga Marchador 

submetidos a dieta hipercalórica.  

Verificar correlação entre os níveis séricos de IGF-1 e indicadores clínicos e laboratoriais de 

síndrome metabólica equina em cavalos Mangalarga Marchador com e sem estresse 

oxidativo/nitrosativo lamelar após serem submetidos à dieta hipercalórica. 

Relacionar a ocorrência de estresse oxidativo/nitrosativo lamelar e alterações radiográficas de 

cascos em equinos Mangalarga Marchador submetidos a dieta hipercalórica. 

Relacionar a ocorrência de estresse oxidativo/nitrosativo lamelar e alterações histológicas nas 

lâminas do casco em equinos Mangalarga Marchador antes e após serem submetidos a dieta 

hipercalórica. 
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CAPÍTULO 1 – Causas e métodos diagnósticos da síndrome metabólica equina (SME) - 

revisão de literatura 

1.1 Introdução 

A síndrome metabólica equina (SME) é definida pelos Consenso do Colégio Europeu de 

Medicina Interna Equina (ECEIM) como uma síndrome caracterizada pelo aumento do risco de 

desenvolvimento de laminite endocrinopática, desregulação insulínica e obesidade/adiposidade 

regional que pode ou não estar presente (Frank et al., 2010; Durham et al., 2019).  Antes, pelo 

Consenso do Colégio Americano de Medicina Veterinária Interna (ACVIM) de 2010, a 

obesidade era considerada um fator essencial e, a hiperinsulinemia observada na SME, 

estritamente resultado do desenvolvimento de resistência à insulina (RI) pelos animais (Frank 

et al., 2010), a qual é definida como habilidade reduzida de dada quantidade de insulina reduzir 

a glicemia (McCue et al., 2015). Estudos ocorridos neste ínterim revelaram a interferência do 

eixo enteroinsular (de Laat et al., 2016), que causa um aumento da resposta secretória de 

insulina por meio de hormônios – incretinas – liberados no trato gastrointestinal estimulado 

pela presença de alimento, tornando o termo desregulação insulínica (DI) mais apropriado 

(Durham et al., 2019).  

Para a averiguação da SME, é necessário um exame físico, exames laboratoriais que 

comprovem o estado de DI, e exames complementares para a identificação de complicações 

concomitantes, como radiografia dos cascos para identificação de alterações podofalângicas 

sugestivas de laminite (Durham, 2017a). É importante destacar que existem vieses relatados na 

literatura, como, por exemplo, o fato de alguns animais sem obesidade ou adiposidade regional 

apresentarem DI e predisposição a laminite (Bailey et al., 2008), e que há insuficiência de 

informações sobre as diferenças existentes entre raças quanto à sensibilidade à insulina e 

respostas insulínicas aos testes laboratoriais (Bamford et al., 2014), e sobre os valores de 

referência de insulina mensurada em alguns equipamentos (Frank et al., 2010). Portanto, o 

estudo da SME ainda apresenta muitos questionamentos a serem elucidados, como o próprio 

Consenso do ACVIM menciona ao salientar que o termo “síndrome metabólica equina” foi 

proposto a primeira vez apenas em 2002 (Johnson, 2002; Frank et al., 2010).  

1.2 Causas da Síndrome Metabólica Equina 
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1.2.1 Causas endócrinas 

Insulina 

Não há consenso quanto ao papel da insulina no desenvolvimento da resistência à 

insulina. A hiperinsulinemia é considerada uma resposta compensatória em humanos 

diabéticos, no entanto, há evidências de que a hiperinsulinemia provoca DI, levantando 

a dúvida se a hiperinsulinemia seria a causa ou consequência da DI, ou ambos (Shanik 

et al., 2008). Dietas altamente ricas em carboidratos não estruturais (açúcares simples e 

facilmente digeríveis, como glicose, sacarose e amido) causam elevação dos níveis 

glicêmicos e uma resposta pancreática de secreção insulínica exacerbada, que pode levar 

ao desenvolvimento de laminite e resistência insulínica (Marycz et al., 2018). Por isso, 

no manejo de animais com síndrome metabólica, atualmente considera-se também o 

índice glicêmico dos alimentos para a elaboração da dieta, tal como na medicina humana 

(Burns e Toribio, 2017).  

A hiperinsulinemia ocorre na DI tanto pela resposta pancreática compensatória quanto 

pela redução do clearance da insulina pelo fígado. Estudos médicos com pacientes 

obesas (Jones et al., 2000), cães (Kim et al., 2007) e um estudo em equinos (Tóth et al., 

2010) observaram esta redução do clearance, o que por consequência poupa as células 

beta-pancreáticas da fabricação de maiores quantidades insulina (McCue et al., 2015). 

As incretinas, hormônios produzidos no intestino em resposta à presença de nutrientes, 

também são responsáveis por estimular a secreção de insulina na DI (McCue et al., 

2015). Dentre eles, os mais estudados são o peptídeo-1 similar ao glucagon (GLP-1) e 

o polipeptídeo insulinotrópico dependente de glicose (GIP). Os receptores para GLP-1 

estão presentes em diversos tecidos nos equinos, inclusive nas ilhas beta-pancreáticas, 

onde causam secreção de insulina de forma concentração-dependente de GLP-1 

(Kheder et al., 2018). O GIP tem sua liberação relacionada à presença de glicose no 

intestino e também contribui aditivamente no estímulo à secreção de insulina, porém de 

forma menos intensa que o GLP-1 e a glicose nos equinos (de Laat et al., 2016). Schultz 

et al (2014) mostraram alterações nos níveis de insulina, glicose e GLP-1 após teste de 

tolerância à glicose oral sugestivas de resposta às incretinas em equinos com diferentes 
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dietas, portanto a relação causal entre hiperinsulinemia e incretinas pode ser considerada 

e precisa de estudos mais aprofundados (McCue et al., 2015).  

Insulina e laminite 

Acreditava-se que a causa da separação das células lamelares epiteliais basais da 

membrana basal na laminite endocrinopática seria a privação de glicose (Pass et al., 

1998). Sabe-se que no casco não há GLUT-4 (transportador de glicose responsivo a 

insulina) ou receptores de insulina, sendo o GLUT-1 (não responsivo ou dependente de 

insulina) o mais provável responsável pelo transporte de glicose no casco sadio 

(Johnson, 2017a). Ao contrário do que se observa na musculatura e no fígado, Burns et 

al. (2014) mostraram que as lâminas do casco equino não sofrem privação de energia 

causada por falha no transporte de glicose ou por isquemia durante a laminite 

endocrinopática, sugerindo como causas fatores relacionados a efeitos locais da 

hiperinsulinemia ou fluxo aumentado de glicose. 

O mecanismo de desenvolvimento da laminite endocrinopática provavelmente está 

relacionado à superestimulação de receptores do fator de crescimento IGF-1 pela 

insulina em excesso circulante e redução da concentração de AMP-proteina quinase 

ativada (AMPK) nas células lamelares, o que causaria desregulação do controle do 

citoesqueleto, falha na aderência celular e redução do metabolismo energético celular, 

respectivamente (Burns e Toribio, 2017, Durham et al., 2019). Receptores de GLP-1 

causam estímulo à proliferação celular de forma similar ao IGF-1 e estão presentes, 

dentre outros locais, nas lâminas digitais dos equinos, portanto existe a possibilidade do 

envolvimento desta incretina no desenvolvimento da laminite endocrinopática (Kheder 

et al., 2018).  

Apesar de estudo recente in vitro utilizando receptores e ligantes heterólogos ter relatado 

que nas lâminas a insulina possui 5800 vezes menor afinidade com receptores de IGF-

1 do que o próprio IGF-1 (Nanayakkara et al., 2019), gerando dúvidas quanto à hipótese 

de que a laminite é causada pela ligação da insulina a estes receptores, diversos outros 

corroboram com a hipótese. Estudos demonstraram que células epiteliais lamelares 

proliferaram em cultivo celular (Bailey e Chockalingham, 2010) e em explantes 

lamelares frescos (Rahnama et al., 2020) ao serem incubadas com insulina e não 
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proliferaram ao serem co-incubadas com um antagonista de IGF-1, e De Laat et al. 

(2013) mostraram que equinos submetidos ao clamp euglicêmico hiperinsulinêmico 

tiveram menor expressão de receptores de IGF-1 no tecido lamelar, condizente com 

inibição causada pela estimulação excessiva pela insulina. Outra ação relevante da 

insulina é sua capacidade de aumentar a concentração plasmática de endotelina-1, que 

causa vasoconstrição e participa da patofisiologia da laminite (Juan et al., 2004, Maricz 

et al., 2018). 

Walsh et al. (2009) observaram que animais com laminite endocrinopática, por doença 

de Cushing ou síndrome metabólica, tinham níveis de insulina plasmática mais altos 

que animais sem laminite, vivendo sob as mesmas condições, com correlação positiva 

entre o grau Obel de claudicação e concentração de insulina. Porém, mesmo havendo 

correlação positiva entre concentração plasmática de insulina e gravidade da laminite 

no estudo, não foi observada redução dos níveis de insulina em animais tratados com 

dieta e exercícios para regressão da síndrome metabólica, apesar do tratamento resultar 

em melhora do quadro de laminite. 

Tecido adiposo, obesidade e resistência à insulina 

O tecido adiposo branco é um órgão de armazenamento cujo tamanho sofre flutuações 

de acordo com o balanço energético dos mamíferos (McTernan et al., 2005) e também 

atua como uma glândula endócrina, secretando hormônios, como a leptina e 

adiponectina, e citocinas inflamatórias, como a interleucina-6, fator de necrose tumoral 

alfa e a p53, responsável pela sinalização pró-inflamatória (Steppan and Lazar, 2002, 

McTernan et al., 2005, Minamino et al., 2009 Burns e Toribio, 2017; Marycz et al. 

2018). Dessa forma o tecido adiposo interfere na regulação do metabolismo de 

carboidratos e lipídios, e na inflamação do organismo. 

Outro papel importante do tecido adiposo, reconhecido pela medicina humana, é a 

função de livrar os tecidos do excesso de ácidos graxos livres ao estoca-los (Burns e 

Toribio, 2017). A importância da função de estocagem e função secretiva de hormônios 

pelo tecido adiposo pode ser observada em pessoas com lipodistrofia, que apresentam 

hipertrigliceridemia, metabolismo da glicose desordenado e resistência à insulina 

(Petersen et al., 2002).  
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A gordura acumulada em certos locais é endocrinologicamente mais ativa do que em 

outros, o que resulta, em humanos, no conceito de que o acúmulo de gordura abdominal 

sinaliza maior risco de doenças cardiovasculares (Després e Lemieux, 2006; Burns e 

Toribio, 2017). Da mesma forma, observa-se que nos equinos os tecidos adiposos 

acumulados no omento e vísceras (Waller et al., 2011, Burns e Toribio, 2017) e o 

acumulado no tecido subcutâneo dorsal (crista) do pescoço (Carter et al., 2009a; Walsh 

et al., 2009; Burns e Toribio, 2017) apresentam maior relação com desregulação 

insulínica e, consequentemente, representam maior risco de ocorrência de doenças 

associadas, como a laminite. A presença de maior estresse oxidativo decorrente da 

obesidade em pessoas (De Marchi et al., 2013; Marycz et al., 2018) e em cavalos 

(Pleasant et al., 2013; Salinas et al., 2020) foi reportada em diversos estudos. E seres 

humanos, independentemente de sofrerem de comorbidades, têm redução de telômeros 

pela ação das espécies reativas de oxigênio, o que ocasionaria envelhecimento precoce 

(Grun et al., 2018). 

Enquanto em mulheres é descrito que, apesar da maior adiposidade, apresentam maior 

sensibilidade à insulina que os homens, provavelmente pelo fator protetor conferido 

pelos estrógenos e menor acúmulo de gordura visceral e hepática (Geer e Shen, 2009; 

Burns e Toribio et al., 2017), nos equinos não há relatos de diferença de fatores de risco 

entre sexos (Burns e Toribio, 2017). 

Em humanos, sabe-se que o tecido adiposo visceral é mais responsivo às catecolaminas 

que à insulina. Portanto, a lipólise predomina sobre a lipogênese neste tecido, liberando 

ácidos graxos não esterificados, implicados também no desenvolvimento da resistência 

à insulina (McTernan, 2005). Em equinos, o estudo de Waller et al. (2012) mostrou que 

o tecido adiposo visceral de animais insulino-resistentes estava mais metabolicamente 

ativo que o tecido adiposo subcutâneo. Houve maior presença de fator de necrose 

tumoral-alfa (TNF-α), um potente liberador de ácidos graxos livres, os quais ativam 

receptores toll-like-4, apontados em alguns estudos como responsáveis pelo 

desenvolvimento de resistência à insulina (Saberi et al., 2009; Waller, 2012). 

Sabe-se que alguns sinalizadores indicam alteração intensa do metabolismo da gordura. 

Camundongos experimentalmente deficientes de TLR-4 não desenvolvem resistência à 
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insulina induzida por dieta rica em gorduras, mesmo quando se tornam obesos (Saberi 

et al., 2009). E equinos insulino-resistentes apresentam maior expressão deste receptor 

e de SOCS-3 (sinalizador de supressão de citocina-3) na gordura visceral e na 

musculatura esquelética, mas não na gordura subcutânea, sugerindo que a ativação de 

TLR-4 via SOCS-3 pode ser a causa da resistência à insulina e reforçando a atuação pró-

inflamatória principalmente do tecido adiposo visceral (Waller et al., 2012). 

Adipocinas e citocinas  

Existem evidências de estreita correlação entre a adiposidade regional, RI e consequente 

risco de desenvolvimento de laminite endocrinopática (Walsh et al., 2009), correlação 

entre obesidade, citocinas inflamatórias e RI (Vick et al., 2007), e aumento da 

adiposidade pela superalimentação causando RI (Carter et al., 2009b) ou desregulação 

insulínica em equinos (Mello, 2016, Ribeiro, 2017). Sabe-se que os adipócitos sofrem 

hipóxia e necrose quando estocam excesso de triglicérides, causando infiltração de 

leucócitos, fato que está correlacionado diretamente à RI (Burns e Toribio, 2017). O 

estado de inflamação crônica causado pela obesidade é agravado pela produção e 

liberação de citocinas pelos próprios adipócitos (Radin et al., 2009). No entanto, como 

não necessariamente um indivíduo obeso tem sua sensibilidade à insulina prejudicada, 

é necessária a mensuração de metabólitos ativos que representem a atuação endócrina 

real do tecido adiposo, como adiponectina, resistina e leptina (Petersen e Schulman, 

2006; Burns e Toribio, 2017). 

A leptina é um agente humoral produzido pelos adipócitos que atua no hipotálamo, 

tendo como efeito a redução no consumo alimentar (Engelking, 2010), e o aumento da 

taxa metabólica especialmente após o consumo de gorduras, sinalizando a saciedade e 

estimulando a perda de peso (Norris e Carr, 2013).  

A leptina atua no sistema nervoso central por meio da via JAK-STAT (Janus kinase-

signal transducer and activator of transcription) ligando-se a receptores ObRb, os quais 

causam um feedback negativo em si próprios após desencadearem vias que resultam na 

expressão genética de proteínas como a SOCS-3 (sinalizador de supressão de citocina-

3) (Norris e Carr, 2013).  Isso explica o fato das concentrações de leptina apresentarem-

se muito aumentadas em animais e seres humanos obesos, provavelmente pela 
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resistência dos seus receptores constantemente estimulados (Engelking, 2010). Em 

equinos a concentração de leptina plasmática é diretamente proporcional à adiposidade 

(Kearns et al., 2006), reforçando as evidências de que estes animais desenvolvem um 

estado de resistência à leptina. O SOCS-3 é um sinalizador pró-inflamatório, e já foi 

relacionado à resistência à insulina em equinos, juntamente com o fator de Necrose 

Tumoral Alfa (TNF-α) (Waller et al., 2012). 

Waller et al. (2011) encontraram reduzida expressão da proteína transportadora GLUT-

4 (proteína transportadora de glicose-4) na superfície de células musculares de éguas 

insulino-resistentes, demonstrando uma redução da capacidade de transporte de glicose 

neste tecido em animais com SME. E em estudo posterior foi publicada a correlação 

negativa entre SOCS-3 e GLUT-4 no músculo esquelético destes animais, sugerindo 

relação entre inflamação e impedimento no transporte de glicose nos estágios iniciais 

da resistência à insulina (Waller et al., 2012).   

A adiponectina aumenta a sensibilidade à insulina, provavelmente pelo estímulo à 

oxidação de ácidos graxos nos tecidos, reduzindo os níveis de ácidos graxos circulantes 

e aqueles presentes nos miócitos e no fígado (Havel, 2002). A adiponectina tem sua 

expressão mRNA inibida pelo TNF-α, dexametasona e pela hiperinsulinemia (Fasshauer 

et al., 2002; Kearns et al., 2006), o que poderia explicar a concentração de adiponectina 

inversamente proporcional à adiposidade observada em equinos (Kearns et al., 2006). 

Sabe-se que por meio da utilização de agonistas do receptor gama ativado por 

proliferador do peroxissoma (PPAR), como as tiazolidinedionas, aumenta-se a produção 

de adiponectina, contribuido com a sensibilização dos tecidos à insulina, sendo esta 

classe de medicamentos utilizada no tratamento do diabetes tipo 2 em humanos (Havel, 

2002).  

Corticosteroides 

A administração de corticosteroides pode causar ou piorar a desregulação insulínica nos 

equinos e sua administração pode  resultar em laminite  em determinados animais  

(Johnson, 2017a). Welsh et al. (2017), ao analisar 26 anos de fichas de atendimentos de 

várias clínicas veterinárias do Reino Unido, observaram que os corticosteroides não 

eram um fator de risco relevante para o primeiro episódio de laminite, mas que a 
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administração de prednisolona aumentou em mais de cinco vezes o risco de 

desenvolvimento da laminite em animais que já haviam apresentado a enfermidade 

anteriormente. Outro estudo inglês apontou maior risco de laminite após administração 

de corticosteroides em pôneis, animais obesos ou com sobrepeso e animais com 

histórico de laminite ou doenças endocrinopáticas (Potter et al., 2019). 

Corticoides endógenos ou exógenos são potentes inibidores da ação da insulina: 

estimulam a gliconeogênese hepática, provocam hiperinsulinemia, reduzem a atividade 

da glicogênio-sintase-estimulada-pela-insulina e com isso reduzem a sensibilidade à 

insulina (Tiley et al., 2007 citado por Johnson, 2017a). Walsh et al. (2009) relataram 

correlação positiva entre a severidade da laminite (graduação Obel) e os valores de 

insulina basal de animais com disfunção da pars intermedia e pituitária (DPIP) e SME, 

sugerindo relação da laminite endocrinopática por DPIP com desregulação insulínica, 

ou seja, o aumento da cortisolemia por estímulo excessivo do eixo hipotalâmico-

pituitário-adrenal reduzindo a sensibilidade à insulina. 

Outras possíveis consequências que podem ser imputadas aos corticosteroides, 

sugeridas por estudos em outras espécies, são a fragilização das lâminas, redução da 

força de adesão dermo-epidermal do casco pela supressão da via canônica sinalizadora-

Wnt, impedimento da utilização da glicose por meio da ação sobre os transportadores 

GLUT, aumento da resposta hiperinsulinêmica pós-prandial pelo aumento de incretinas, 

aumento do estresse oxidativo e produção de radicais livres (Johnson, 2017a). 

Endocrinologia e sazonalidade 

Os equinos, como a maioria dos herbívoros, na natureza aumentam a ingestão de 

alimentos e acumulam gordura corporal durante o outono para passarem bem o inverno, 

e, durante este período, ficam em um estado transitório e moderado de metabolismo pró 

inflamatório e resistência à insulina (Johnson et al., 2006). 

Foi observado por Bailey et al. (2008) que pôneis não obesos predispostos a laminite 

apresentavam redução da sensibilidade à insulina durante o verão, apesar da redução de 

escore corporal ocorrida durante esta estação. O mesmo não foi observado por Place et 

al., (2010) que reportaram ausência de padrão sazonal da insulina, tiroxina e cortisol em 
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cavalos sadios e com síndrome metabólica. No entanto, a falta de homogeneidade dos 

grupos quanto a raças pode ter sido um limitante do estudo.  

No outono, níveis de ACTH aumentados e positividade ao teste de supressão à 

dexametasona podem ocorrer em animais sadios, sem DPIP, o que pode ser confirmado 

ao se realizar os testes durante o verão (Bailey et al., 2008). O ACTH apresenta variação 

sazonal, onde os valores mais elevados ocorrem no final do verão e outono (Place et al., 

2010).  

1.2.2 Causas metabólicas 

Dietas hipercalóricas e obesidade 

A SME costuma desenvolver-se em animais alimentados em excesso tanto no tocante 

de proporção de carboidratos não estruturais como também quantidade de energia 

(Marycz et al., 2018). No entanto, Hoffman et al. (2003) mostraram que animais não 

obesos submetidos a dieta rica em açúcar e amido tiveram sua sensibilidade à insulina 

reduzida comparada à dieta rica em fibras e gorduras. Vick et al. (2007) mostraram que 

existe correlação entre obesidade, citocinas inflamatórias e resistência à insulina em 

equinos e Walsh et al. (2009) relataram que o escore de pescoço igual ou maior que 3 

pode ser considerado um indicador fenotípico de resistência à insulina e tendência à 

laminite endocrinopática. A obesidade pode ou não ser fator fenotípico indispensável 

para a síndrome metabólica equina (Bamford et al., 2014). Existem evidências de que 

apenas a indução da obesidade em dietas ricas em lipídeos não causa redução da 

sensibilidade à insulina (Bamford et al., 2016). Contudo, independente do escore 

corporal, estudos mostram que dietas ricas em carboidratos solúveis reduzem a 

sensibilidade à insulina (Burns e Toribio, 2017) em equinos adultos (Williams et al., 

2001, Ribeiro 2017), potros desmamados (Treiber et al., 2005) e mesmo em potros não 

desmamados cujas mães foram submetidas a dieta rica em amido no último trimestre de 

gestação (George et al., 2009). Estes achados sugerem, portanto, que, apesar da 

existência de indivíduos mais suscetíveis à síndrome metabólica, a obesidade por si só 

causaria desregulação insulínica. 

SME e estresse oxidativo 
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O termo “radicais livres” abarca vários grupos de moléculas, os quais são classificados 

de acordo com o átomo reativo: espécies reativas de oxigênio (ROS), espécies reativas 

de nitrogênio (RNS) ou espécies reativas de enxofre (Sies e Jones, 2020). O 

metabolismo oxidativo, inerente à vida aeróbica, demanda a formação destes radicais, 

os quais funcionam como sinalizadores e reguladores dos sistemas imune 

cardiovascular e nervoso (Bartesaghi e Radi, 2018; Sies e Jones, 2020). No entanto, o 

excesso de produção de oxidantes e/ou depleção dos mecanismos de remoção dos 

mesmos (agentes redutores ou antioxidantes) é prejudicial, e está associada a situações 

como inflamação, morte celular, crescimento de tumores e metástases (Sies e Jones, 

2020).  

A obesidade é causa e consequência de diversas alterações metabólicas, e resulta em 

alterações endocrinológicas importantes. O aumento do estresse oxidativo causado pela 

obesidade excede a capacidade anti-oxidante do organismo, o DNA é danificado, 

aumenta a expressão de p53 no tecido adiposo, e com isso há maior expressão genética 

e liberação de citocinas inflamatórias, culminando em maior risco de doenças 

metabólicas (Furukawa et al., 2004; Minamino et al., 2009; Marycz et al., 2018). 

Fatores nutricionais também podem estar envolvidos no desequilíbrio entre a produção 

de estresse oxidativo e resposta antioxidante. A deficiência de riboflavina, por exemplo, 

causa aumento de radicais livres, ativa macrófagos no tecido adiposo e induz um estado 

pró-inflamatório e insulino-resistente nos adipócitos (Mazur-Bialy and Pocheć, 2016; 

Mazur-Bialy and Pocheć, 2017; Marycz et al., 2018), o que reforça a interferência de 

fatores ambientais, especialmente a alimentação, no desenvolvimento de síndrome 

metabólica. 

1.2.3 Causas genéticas 

Evolução e raças predispostas 

Na natureza, o acúmulo de energia é vantajoso, especialmente quando se considera que 

períodos de escassez colocam em risco a saúde dos animais. Cavalos com facilidade em 

adquirir maiores escores corporais mesmo se alimentando de pasto e sendo pouco ou 

nada suplementados são chamados de "easy keepers", apresentam SME e os mesmos 

genes que conferem a característica corporal e a síndrome podem ser considerados um 
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avanço evolutivo, que aumenta as chances de sobrevivência em períodos de escassez 

(Lewis et al., 2017). 

Apesar da atuação endócrina no tecido adiposo ser inegável, a relação entre obesidade 

e resistência à insulina em equinos não se dá de forma absoluta, observando-se 

indivíduos obesos com sensibilidade à insulina satisfatória e indivíduos de escore 

corporal moderado insulino-resistentes (Bailey et al., 2008; Burns e Toribio, 2017). Por 

outro lado, é relatada na literatura a predisposição de certas raças ao desenvolvimento 

da resistência à insulina e laminite endocrinopática: pôneis (Treiber et al., 2006; Bailey 

et al., 2008), Mangalarga Marchador (Magalhães et al., 2014; Ribeiro, 2017), 

Campolina (Magalhães et al., 2017), Crioulo (Paz et al., 2013; Silva et al., 2013), por 

exemplo.  

Fatores genéticos 

Treiber et al. (2006) estudaram a herdabilidade da laminite associada ao pastejo em 

pôneis e concluíram que a mesma está associada a genes dominantes ou com baixa 

penetrância. McCue et al. (2015), posteriormente, avaliaram que o risco de 

desenvolvimento de SME está ligado a diferentes alelos de diversos loci genéticos e a 

interação entre estes alelos (que podem conferir fatores de proteção ou fatores de risco 

ao indivíduo), e aos fatores ambientais e a sua interação (como dieta e exercícios). No 

estudo citado (McCue et al., 2015), foi proposto um modelo hipotético de risco genético 

ligado a raças, onde diferentes raças possuem ou não certos alelos que representam risco 

de desenvolvimento de SME, porém com ocorrência mais ou menos frequente, 

justificando a diferença dos fenótipos e ocorrência de SME entre raças diferentes, tal 

como ocorre em seres humanos de diferentes grupos étnicos e diferentes incidências de 

síndrome metabólica.   

Lewis et al. (2017), ao avaliar o genoma de duas populações de cavalos árabes, 

observaram que o alelo dominante FAM174A 11"G" confere maior risco de laminite e 

aumento da insulina circulante, sugerindo de forma inédita na espécie equina um 

haplótipo indicador de risco para SME. 

1.3 Métodos diagnósticos da Síndrome Metabólica Equina 
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1.3.1 Exame físico 

Como mencionado anteriormente, raça, adiposidade regional, histórico de laminite anterior, 

dieta rica em carboidratos e facilidade em ganhar peso são indicativos de maior risco de 

desenvolvimento da síndrome metabólica. Portanto, a observação do histórico e o exame físico 

detalhado do animal são o primeiro requisito para orientar o diagnóstico da SME. Outros 

achados clínicos, como hipertensão e disfunção reprodutiva, apesar de menos comuns, podem 

ser considerados consequência da síndrome (Bailey, 2008; Frank, 2009; Durham, 2017a). Nas 

fêmeas o estado de prenhez deve ser considerado, visto que existe um estado transitório de 

desregulação insulínica no qual há menor sensibilidade periférica, maior secreção e reduzido 

clearance de insulina (George et al., 2011; Frank e Tadros, 2013). 

1.3.2 Exames laboratoriais 

Os exames laboratoriais são importantes para acusar a desregulação insulínica, principal fator 

envolvido no desenvolvimento da SME (Frank et al., 2010; Durham et al., 2019).  

Os testes simples ou de triagem consistem em coletas de sangue únicas, feitas quando o cavalo 

está de 3 a 6 horas sem comer ração ou alimentos ricos em carboidratos solúveis, e que fornecem 

dados de momento particular do estado endocrinológico do animal e são úteis para o 

acompanhamento do tratamento, avaliação do risco de laminite e progressão da doença (Toribio 

e Burns, 2017; Frank et al.,2020).  

Os testes dinâmicos avaliam como o sistema endócrino reage à glicose ou insulina, dão 

informação acerca da cinética da glicose e insulina, têm valor diagnóstico e prognóstico, dão 

informação acurada da progressão da doença e risco de laminite (Toribio e Burns, 2017).  

Os testes considerados padrão ouro para diagnóstico de resistência à insulina são os testes 

dinâmicos de resposta glicêmica e insulinêmica à insulina e/ou glicose (clamp euglicêmico 

hiperinsunêmico – EHC, e teste de tolerância à glicose intravenosa com coleta frequente – 

FSIGTT), os quais foram desenvolvidos na medicina humana e validados para a espécie equina 

(Pratt et al., 2005). No entanto estes testes não são considerados factíveis na prática clínica, 

pela complexidade (McCue et al., 2015), custo e risco para os animais (Marycz et al., 2018), 

não sendo aprovado, inclusive, por alguns comitês de ética de uso animal (Bailey et al., 2008). 

Os testes de insulinemia e glicemia em repouso são mais práticos, porém são considerados 
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pouco confiáveis (McCue et al., 2015; Frank et al., 2020) e podem sofrer interferência de 

diversos fatores, inclusive da dor decorrente da laminite endocrinopática que os animais com 

SME podem apresentar (Frank et al., 2010). Outros testes dinâmicos, como o teste da tolerância 

à glicose oral, são mais simples e factíveis, e apresentam boa correlação com os testes padrão 

ouro (Phillip-Pratt et al., 2015). De qualquer forma, a recomendação atual é conhecer os 

princípios fisiológicos do teste escolhido para saber interpretar seu valor diagnóstico na 

desregulação insulínica (Durham et al., 2019).  

O grupo de pesquisa Equine Endocrinology Group, sugere em seu manual (Frank et al., 2020) 

uma organização sistemática dos testes para o diagnóstico desregulação insulínica, que está 

presente na figura 1.1. 

Glicemia e insulinemia 

Há pouco tempo, a recomendação era que a coleta de sangue para mensuração de glicose 

e insulina basais fossem feitas com o animal em jejum alimentar de pelo menos 6 horas 

(Frank et al., 2010). No entanto recomenda-se atualmente que o animal não seja 

submetido ao jejum total, mas apenas a restrição de grãos e alimentos ricos em 

carboidratos não estruturais por, pelo menos, 4-5h e repouso (Durham et al., 2019; Frank 

et al., 2020). A liberação de adrenalina ou cortisol nos equinos pelo estresse ou dor 

Figura 1.1 Fluxograma para o diagnóstico da desregulação insulínica, adaptado de Frank et al. 

(2020). DI: desregulação insulínica. RIA: radioimunoensaio. 
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(Frank et al., 2010; Tóth et al., 2010), exercícios (Votion, 2014) ou uso de 

glicocorticóides (Tiley et al., 2007; Tóth et al., 2010) reduzem a sensibilidade à insulina, 

portanto, a existência de qualquer destes fatores de interferência deve ser observada 

antes da coleta.  

A hiperglicemia raramente é um achado em animais com SME, visto que existe uma 

resposta pancreática secretiva de insulina que caracteriza uma resistência à insulina 

compensada (Frank et al., 2010; McCue et al., 2015). Entretanto, em animais que 

apresentam hiperglicemia, o diagnóstico de diabetes mellitus não pode ser descartado 

(Durham et al., 2009; Frank et al., 2010; Durham et al., 2019). 

Como ilustrado na figura 1.1, de acordo com o manual do Equine Endocrinology Group 

(Frank et al., 2020), considera-se que o animal apresenta DI quando sua insulinemia em 

jejum está acima de 50 µU/ml ou 75µU/ml, dependendo de qual equipamento foi 

utilizado na mensuração. Já o último Consenso dos Colégios Americano e Europeu de 

Medicina Interna Veterinária (Durham et al., 2019) considerou anormais valores acima 

de 20 μIU/mL, aferido por radioimunoensaio. Apesar da existência destes padrões, não 

se pode descartar que um animal seja insulino-resistente utilizando unicamente esta 

mensuração, que, apesar de bastante específica para o diagnóstico, é pouco sensível 

(Toribio e Burns, 2017, Frank et al., 2020).  

Devem-se observar os valores de referência de acordo com o equipamento utilizado e 

se o mesmo foi validado para uso em equinos (Frank et al., 2010), pois o 

radioimunoensaio, por exemplo, foi utilizado para estabelecer o valor máximo de 

insulinemia de equinos sadios, mas não é encontrado com facilidade para ser feito 

comercialmente (Toribio e Burns, 2017). Alguns estudos têm utilizado a 

quimiluminescência como opção ao radioimunoensaio para a mensuração de insulina 

nos equinos (Köller et al., 2016; Carslake et al., 2017; Durham et al., 2019), no entanto, 

há indícios de que os valores de referência para detecção de hiperinsulinemia precisam 

ser reavaliados devido à subestimação pelo método (Carslake et al., 2017). 

Para tentar contornar o problema da pouca sensibilidade da mensuração simples de 

glicose e insulina, Treiber et al. (2005), sugeriram e testaram indicadores indiretos, ou 

“proxies”, para determinar a sensibilidade à insulina nos equinos. Os proxies foram 
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desenvolvidos na medicina humana e consistem em valores obtidos por fórmulas que 

utilizam mensurações basais de insulina e glicose, e o valor final é analisado segundo 

valores de referência estabelecidos para equinos ou por comparação dentro de 

populações ou ao longo do tempo. As fórmulas, ou proxies, seguem: 

HOMA = (glicose – insulina)/22,5 

RISQI = 1/ √insulina = insulina-0,5 

G:I = glicose/insulina 

MIRG = (800 – 0,3 [insulina – 50]2) / (glicose – 30)] 

QUICKI = [log (glicose + insulina)]-1 

A tradução literal das siglas de cada proxie é: modelo de avaliação de homeostase 

(HOMA), razão da raiz quadrada da insulina (RISQI), razão glicose e insulina (G:I), 

razão insulina-glicose modificada (MIRG) e índice quantitativo de sensibilidade à 

insulina  (QUICKI). No estudo original de Treiber et al. (2005), a utilização dos proxies 

foi validada comparando-se os resultados obtidos por meio do teste FSIGTT, 

considerado o padrão ouro, como já citado. Os proxies são úteis especialmente na 

mensuração repetida (acompanhamento de animal resistente à insulina) ou avaliação 

simultânea de um número grande de animais quanto à resistência à insulina. Abaixo, a 

tabela 1.1 contendo os quintiles para RISQI e MIRG, sendo que, para o primeiro 

menores quintiles refletem menor sensibilidade à insulina e no caso do segundo maiores 

quintiles representam maior resposta insulínica aguda à glicose. No caso do proxie 

HOMA, segundo Treiber et al. (2005), menores valores estão correlacionados a maior 

sensibilidade à insulina, enquanto para G:I e QUICKI menores valores refletem menor 

sensibilidade à insulina. A razão glicose-insulina pode ser considerada normal acima de 

10, entre 4,5 e 10 é indicativa de resistência à insulina compensada e abaixo de 4,5 

considera-se que o animal apresenta resistência à insulina descompensada (Frank, 

2011).  

Tabela 1.1. Valores de referência em quintiles para os proxies RISQI e MIRG para a espécie 

equina. Adaptado de Treiber et al. (2005).  

 Quintiles 
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Proxies 1 2 3 4 5 

RISQI (mU/L)-0,5 0,152-

0,295 

0,296-

0,335 

0,336-

0,393 

0,394-

0,470 

0,471-

0,953 

MIRG 

(mUinsulina
2/[10*l*mgglicose]) 

1,20-2,12 2,13-3,48 3,49-4,54 4,55-5,27 5,27-

10,67 

 

Lewis et al. (2018) estimaram um novo proxie para uma população de cavalos árabes, 

utilizando o MIRG e a relação circunferência torácica/altura de cernelha que é capaz de 

prever a SME, mostrando que novos modelos adequados à cada raça podem ser 

benéficos para tornar o diagnóstico possível com apenas uma visita ao haras, por 

exemplo, e utilização de coleta de sangue única. Bröjer et al. (2015) mostraram que os 

proxies RISQI, MIRG e HOMA-IR apresentam boa correlação com o teste padrão ouro 

EHC, porém os proxies foram pouco sensíveis para detectar mudanças na sensibilidade 

à insulina induzida pela dieta de alto grão. Já Ribeiro (2017) observou alteração 

significativa dos proxies ao submeter cavalos da raça Mangalarga Marchador à dieta 

hipercalórica. No entanto, o grupo de pesquisadores do Equine Endocrinology Group 

(Frank et al., 2020) enfatizaram no seu guia de recomendações que os proxies não 

substituem a realização dos testes dinâmicos. 

Testes dinâmicos 

Os testes dinâmicos se baseiam na resposta do organismo ao desafio por carboidratos, 

orais ou intravenosos, ou por insulina. Nos testes orais a resposta simula o que ocorre 

com a insulinemia e glicemia após a alimentação, enquanto os testes intravenosos 

permitem a avaliação da sensibilidade tecidual à insulina e resposta das células beta-

pancreáticas (Durham et al., 2019).  

De Laat et al. (2016) mostraram que o teste de tolerância à glicose oral é mais fidedigno 

na avaliação da desregulação insulínica comparado aos testes de tolerância à glicose 

intravenosa devido ao efeito aditivo das incretinas sobre a secreção de insulina, visto 

que estes hormônios são secretados apenas pelo intestino estimulado por nutrientes. Esta 

ação do eixo enteroinsular nos equinos causa uma resposta insulínica mais expressiva 
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no teste dinâmico oral comparado ao intravenoso (Dühlmeier et al., 2001). Em 

contrapartida, Chameroy et al. (2016) observaram aumento da área sob a curva de 

glicose utilizando o teste de tolerância à insulina modificado em equinos com síndrome 

metabólica submetidos a dieta rica em grãos ao longo de oito semanas, mas não 

observaram aumento utilizando o teste de tolerância à glicose oral. Segundo os autores, 

a causa pode ter sido a diferença de momentos dos testes, a lenta absorção intestinal da 

glicose oral comparada à dextrose intravenosa, ou a duração insuficiente do teste da 

glicose oral, realizado em 180 minutos. Outro detalhe importante na realização dos 

testes orais, é que variações e adaptações quanto à fonte de açúcar utilizado e intervalo 

de coleta das amostras devem ser validados previamente (Lindase et al., 2016). Nos 

tópicos seguintes serão descritos brevemente os testes de tolerância à glicose ou açúcar 

oral, teste combinado de glicose e insulina intravenosos e teste de tolerância insulínica. 

Teste de açúcar oral e teste de tolerância à glicose oral 

Para a realização destes testes, é recomendável o jejum prévio de 3 a 12 horas, podendo-

se oferecer feno (0,2-0,4 kg/100 kg PV) na noite anterior ao teste (Frank et al., 2018; 

Durham et al., 2019). Bertin et al. (2016) recomendam retirar a comida apenas 3 horas 

antes e destacam que a resposta insulinêmica pode variar com o tempo de jejum. No 

teste de açúcar oral, é oferecida ao animal a dose de 15 ml para cada 100 Kg de PV de 

xarope de milho (Karo©) e coletas de sangue para mensuração insulina são realizadas 

aos 60 e 90 minutos. Se em qualquer dos momentos a insulina mensurada por 

radioimunoensaio for maior que 60μIU/ml considera-se que o animal apresenta 

desregulação insulínica (Toribio e Burns, 2017; Durham et al., 2019). Recentemente, o 

Equine Endocrinology Group sugeriu um limite de insulina mais baixo, de 45 μIU/ml, 

utilizando o mesmo equipamento (Durham et al., 2019; Frank et al., 2020). Diferentes 

doses do xarope de glicose e diferentes valores de referência para a insulina são descritos 

como adaptações da técnica a outros equipamentos de mensuração de insulina e 

diferentes populações de animais (Manfredi, 2016; Jocelyn et al., 2018; Frank et al., 

2018). 

O teste de tolerância à glicose oral consiste na administração de glicose ou dextrose em 

pó na dose de 0,25 a 1g/kg de PV misturado em 450g de alimento de baixo índice 
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glicêmico ou em solução a 20% administrada via sonda nasogástrica (Ralston, 2002; 

Toribio e Burns, 2017). Após 2h é realizada a coleta de sangue para mensuração de 

insulina (Toribio e Burns, 2017). Valores acima de 68 ou 80-90μIU/ml mensurados por 

quimioluminescência são considerados condizentes com desregulação insulínica 

dependendo da dose de glicose/dextrose utilizada no teste (Frank et al., 2018; Durham 

et al., 2019). Mensurações repetidas a cada 30 ou 60 minutos até seis horas após a 

administração da dextrose tornam o diagnóstico mais preciso ao permitir a avaliação das 

curvas de glicose e insulina. Os picos de glicose (120-180mg/dL) e insulina (60-150 

µUI/ml) devem ocorrer após 1-2h e 1,5 e 2,5h, respectivamente, e o retorno aos valores 

basais após 4 a 5h (Ralston, 2002). Assim como no teste de açúcar oral, os valores de 

referência para considerar que o animal apresenta desregulação insulínica variam de 

acordo com o equipamento utilizado na mensuração, a dose de dextrose e a população 

de equinos estudada (de Laat e Sillence, 2017; Meier et al., 2018; Durham et al., 2019). 

Teste combinado de glicose e insulina intravenosos (CGIT) 

Para o teste combinado de insulina com glicose (CGIT) é inserido um cateter na jugular 

do animal na noite anterior. Após a coleta de amostras basais para a mensuração de 

glicose e insulina, realiza-se a infusão intravenosa de 150 mg/kg de glicose/dextrose 

(solução a 50%) seguida por 0,1 UI / kg de insulina (Burns e Toribio, 2017; Durham et 

al., 2019). O sangue é coletado para mensuração de glicose nos tempos 0, 1, 5, 15, 25, 

35, 45, 60, 75, 90, 105, 120, 135 e 150 minutos (Eiler et al., 2005; Toribio e Burns, 

2017). E a insulina é mensurada aos 45 minutos. O animal é considerado resistente à 

insulina se qualquer das mensurações de glicose após as infusões estiver acima da basal 

ou se a insulina estiver maior que 100μUI//ml (Toribio e Burns, 2017). Pode-se reduzir 

as coletas mensurando tanto a insulina quanto a glicose apenas na amostra basal e após 

45 e 75 minutos. Considera-se que a concentração de insulina deve estar abaixo de 20 

μIU/mL na amostra basal e aos 75 minutos e permanecer abaixo de 100 μIU/mL aos 45 

minutos quando se mensura a mesma com radioimunoensaio (Durham et al., 2019). É 

importante avisar ao proprietário que o animal pode entrar em hipoglicemia, 

apresentando sudorese e fasciculações musculares, e, por isso, deve-se ter à mão uma 

solução de dextrose para tratar esta possível complicação durante o teste (Toribio e 

Burns, 2017; Durham et al. 2019). 
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Teste de tolerância insulínica (ITT) 

O teste de tolerância à insulina (ITT) mede a resposta glicêmica à insulina exógena, 

avaliando diretamente a captação de glicose dependente de insulina e a sensibilidade à 

insulina (Durham et al., 2019). A forragem é disponibilizada livremente durante o teste 

para reduzir o risco de hipoglicemia clínica, que é um dos maiores riscos da técnica 

(Caltabilota et al., 2009; Durham et al., 2019). O teste consiste na administração de 0,02 

a 0,125 UI/kg de insulina IV e avaliação da glicemia em 20-30 minutos e 2 horas 

(Caltabilota et al., 2010). A glicemia deve cair para 50% ou menos da concentração 

inicial dentro de 20 a 30 minutos após e retornará aos níveis basais em 2 horas, mas em 

cavalos com RI, a concentração de glicose no sangue permanecerá alta por mais tempo 

e retornará ao basal antes. Bertin e Sojka-Kritchevsky (2013) propuseram um protocolo 

ainda mais simples, mensurando-se a glicose antes e 30 minutos após 0,1 UI/kg de 

insulina, administrando caso necessário, dextrose intravenosa para controlar a 

hipoglicemia. O resultado é baseado no cálculo do tempo no qual a glicose alcançará 

50% do valor basal, e caso seja após 30 minutos, o animal é considerado insulino-

resistente. 

Exames laboratoriais indicativos de SME 

Como dito nos tópicos anteriores, a SME é acompanhada de diversos distúrbios no 

metabolismo de lipídios, incretinas, adipocinas e citocinas, tal como ocorre na síndrome 

metabólica em humanos, portanto, existem exames adjuvantes no diagnóstico que serão 

comentados nesta seção.  

Lewis et al. (2017) relacionaram a SME a um alelo genético, o qual também estava 

associado a elevadas concentrações de triglicérides e colesterol na população estudada, 

reforçando que animais com SME apresentam desregulação no metabolismo de 

gorduras. No entanto, apesar da hipertrigliceridemia ser um achado frequente em 

equinos com síndrome metabólica (Treiber et al., 2006; Frank et al., 2006), ainda não 

pode ser considerado um teste diagnóstico confiável (Durham et al., 2019).  
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A adiponectina e a leptina estão relacionadas à laminite endocrinopática (Caltabilota et 

al., 2009; Menzies-Gow et al., 2017), porém carecem de estudos que estabeleçam 

valores de referência e valor diagnóstico das adipocinas na SME (Durham et al., 2019).  

Chameroy et al. (2016) mensuraram a incretina GLP-1 em equinos normais e portadores 

de SME e não observaram diferença significativa entre os grupos. Mostrando que, apesar 

desta incretina elevar a insulinemia, não pode ser utilizada isoladamente no diagnóstico 

da SME.  

Basinska et al. (2015) observaram aumento da interleucina-6 sérica em pôneis com 

síndrome metabólica comparados a pôneis obesos livres da condição, sugerindo, de 

acordo com estes resultados, a mensuração de citocinas inflamatórias poderia auxiliar 

no diagnóstico da SME. Hoolbrok et al. (2012) relataram aumento do estresse oxidativo 

em equinos obesos e com DI, mas sem histórico de laminite, sugerindo que estes animais 

estavam mais suscetíveis ao desenvolvimento da afecção. Considerando que as espécies 

reativas de oxigênio e de nitrogênio participam do dano tecidual e falha de órgãos 

observados na laminite séptica (Burns et al., 2011; Laskoski et al., 2016; Leise, 2018), 

seu estudo pode ter valor diagnóstico futuramente. 

Como dito anteriormente, o IGF-1 parece estar intimamente ligado à fisiopatologia da 

laminite endocrinopática. A mensuração de IGF-1 em seres humanos é utilizada como 

marcador de resistência insulínica (Sesti et al., 2005). No entanto em equinos os 

resultados são conflitantes. Menzies-Gow et al. (2017) relataram em um estudo 

longitudinal que os valores de IGF-1 foram capazes de prever o desenvolvimento de 

laminite em pôneis após 2 anos da coleta, mas não após 1 ou 3 anos, e por isso os autores 

consideraram que sua mensuração não foi eficaz para predizer o risco de laminite 

endocrinopática. Meier et al. (2020) relataram menores valores de IGF-1 plasmático 

correlacionados a um maior risco de desenvolvimento de laminite em pôneis. 

A ação do IGF-1 está intimamente relacionada à presença das respectivas proteínas 

ligantes a IGF (IGFBPs), que, apesar de aumentar a meia vida disponível deste fator de 

crescimento, pode também competir pelo sítio do receptor dependendo da situação 

(Pollak, 2004). A razão entre o IGF-1 livre e o IGFBP-3 (uma das proteínas 

transportadora de IGF-1), por exemplo, apresenta forte correlação positiva com câncer 
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(Bohlke et al., 1998; Yu e Rohan, 2000; Chokkalingam et al., 2001; Lee et al., 2013), e 

em indivíduos com 3 ou mais indicadores de síndrome metabólica e sem diabetes, os 

níveis de IGF-1 estavam reduzidos, porém os de IGFBP-3 foram maiores que em 

indivíduos sadios (Saydah et al., 2009). Considerando os estudos médicos e veterinários 

em síndrome metabólica, existe a possibilidade de que estudos futuros em equinos 

encontrem uma forma de utilizar o IGF-1 como diagnóstico, considerando sua forma 

livre ou ligada a proteínas, a fase da laminite e possivelmente outros fatores como raça 

e dieta.   

1.3.3. Diagnóstico diferencial 

Disfunção da Pars Intermedia e Pituitária (DPIP) 

A doença de Cushing equina ou disfunção da pars intermedia e pituitária (DPIP) é a 

segunda causa de laminite endocrinopática no cavalo e é caracterizada por um estado de 

hiperadrenocorticismo, redistribuição de peso (perda de musculatura epaxial, 

adiposidade regional e abdômen abaulado), poliúria e polidipsia, resistência à insulina e 

laminite, esta última geralmente mais severa que na SME (Walsh, 2009; Johnson, 

2017b; Ireland e McGowan, 2018). O teste para DPIP é recomendado como diagnóstico 

diferencial da SME em animais acima de 10 anos de idade (Durham et al., 2019). A 

presença de hirsutismo, chamado também de hipertricose, é considerado patognomônico 

de DPIP (Messer, 1999), especialmente em cavalos com mais de 15 anos (McGowan et 

al., 2013), porém não se pode excluir a doença por este parâmetro, sendo necessários 

exames laboratoriais (Toribio e Burns, 2017).  

A glândula pituitária possui corticotropos (secretam adrenocorticotrofina - ACTH, e α e 

β-lipotrofina - LPH) na região da pars distalis, e melanotropos (secretam hormônio 

estimulador de melanócitos α e β - MSH, peptídeo do lobo intermediário semelhante à 

corticotrofina – CLIP, e peptídeos relacionados com β-endorfina - βEND) na região da 

pars intermedia, e o precursor dos hormônios de ambas as regiões é a pro-

opiomelanocortina (POMC) (Love, 1993; Messer, 1999). A hipertrofia e hiperplasia dos 

melanotropos aumenta a síntese de POMC, aumentando a capacidade esteroidogênica 

do ACTH diretamente e por estímulo do MSH e βEND elevados, resultando em aumento 

da produção de cortisol, perda do ritmo circadiano do cortisol e insensibilidade dos 
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melanotropos ao feedback negativo que deveria ser causado pelos glicocorticóides 

circulantes (Messer, 1999). Além disso, a degeneração dos neurônios inibitórios 

dopaminérgicos na pars intermedia é apontada como um dos fatores determinantes para 

o aumento da secreção hormonal na DPIP (McFarlane et al., 2005; Grenager, 2010; 

Ireland e McGowan, 2018).  

Existem vários testes laboratoriais descritos na literatura para o diagnóstico da DPIP, 

dos quais podemos citar: teste de supressão por dexametasona, concentração basal de 

ACTH, teste de estimulação por hormônio liberador de tirotrofina (TRH), concentração 

basal de α-MSH, teste combinado de supressão da dexametasona e TRH, cortisol basal, 

teste de estimulação por ACTH, insulina e glicose basais, teste de resposta à 

domperidona (Toribio e Burns, 2017). Cada teste tem limitações quanto a custo, excesso 

de manipulação e venopunções, estresse do animal, estação do ano (a pars intermedia é 

mais ativa no outono, confundindo o diagnóstico), e/ou pela confiabilidade do 

diagnóstico (Grenager, 2010). O uso de testes que mensuram o ritmo circadiano do 

cortisol, por exemplo, é pouco confiável no diagnóstico da DPIP nos equinos, sofrendo 

influência de diversos fatores, como estresse, idade e fatores ambientais (Walsh et al., 

2009; Cordero et al., 2012). Sendo assim, Toribio e Burns (2017) sugeriram uma 

sequência de investigação clínica representada no fluxograma da figura 1.2 para a 

realização do diagnóstico. 
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 O teste de supressão da dexametasona é baseado na supressão que a dexametasona 

realiza na pars distalis, reduzindo a concentração de ACTH e, por consequência, de 

cortisol. No entanto, em animais com DPIP, o ACTH e o cortisol encontram-se elevados 

pela produção da pars intermedia, não inibida pelos glicocorticóides. Para a realização 

do protocolo, coleta-se uma amostra de sangue do animal para mensurar cortisol ao fim 

da tarde administra-se 40μg/kg de dexametasona intramuscular, e coleta-se outra 

amostra após 19 horas. Em animais sadios o cortisol pós-dexametasona é menor que 

1μg/dL, e a ausência de supressão é indicativa de falha no eixo hipotálamo-pituitário-

adrenal (HPA) (Toribio e Burns, 2017).  

A mensuração de ACTH basal é realizada a partir do plasma. Animais com DPIP 

apresentam valores acima dos valores de referência, os quais variam de acordo com o 

tipo de imunoensaio utilizado e com a estação do ano no hemisfério norte (Toribio e 

Burns, 2017). 

Figura 1.2. Fluxograma para diagnóstico de DPIP em equinos. Adaptado de Toribio e Burns 

(2017). 
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Para o teste de estimulação por TRH é coletada uma amostra basal, administra-se 1mg 

de TRH intravenoso, e coleta-se uma amostra após 10 a 30 minutos. É mensurado 

cortisol e ACTH das amostras e espera-se que cavalos com DPIP tenham suas 

concentrações de cortisol duplicadas e ACTH quatro vezes mais altas após o estímulo 

do TRH (Toribio e Burns, 2017). Este teste é o recomendado pelo Equine Endocrinology 

Group, podendo ser combinado ao teste de tolerância à insulina (ITT) a fim de se 

diagnosticar a desregulação insulínica e realizar o manejo do animal de acordo com os 

achados (Frank et al., 2020). 

O diagnóstico da DPIP utilizando diagnóstico por imagem também é possivel por meio 

de radiografia contrastada por venografia (Levy et al., 1993 citado por van der Kolk et 

al., 1995) ou tomografia computadorizada (Allen et al., 1988 citado por van der Kolk, 

1994; Madrigal et al., 2018), observando-se diretamente o adenoma pituitário, porém 

existem os limitantes do equipamento e necessidade de submeter o animal à anestesia 

(Van der Kolk et al., 1995). 

Diabetes e hipotiroidismo 

O Diabetes Mellitus, apesar de raramente reportado na literatura para a espécie equina, 

deve ser levado em consideração especialmente em animais idosos que apresentem 

poliúria e polidipsia (Durham et al., 2009). O diabetes pode ser secundário à DPIP ou 

proveniente de um estado de resistência à insulina crônica não relacionado à DPIP (Loeb 

et al., 1966; Durham et al., 2009; Durham, 2017a).  Os animais diabéticos apresentam 

um estado de resistência à insulina concomitante com hiperglicemia persistente, sendo 

o diagnóstico possível por meio dos testes dinâmicos de tolerância à glicose (Durham et 

al., 2009; Durham, 2017a). 

Acreditava-se há décadas atrás que cavalos com perda de peso, obesidade, laminite, 

problemas reprodutivos ou desempenho ruim pudessem ter hipotiroidismo, no entanto 

esta enfermidade é rara na espécie equina (Toribio e Burns, 2017). Na verdade, apesar 

de relatado tratamento de animais supostamente sofrendo de hipotiroidismo, há dúvidas 

quanto a sua existência em cavalos adultos (Mooney e Murphy, 1995; Breuhaus, 2011; 

Durham, 2017b). O diagnóstico de hipotiroidismo está sujeito a muitos vieses, visto que 

os hormônios tiroidianos são influenciados por diversos fatores externos, como 
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medicações (fenilbutasona, corticóides), jejum, exercícios extenuantes, dietas com alta 

energia, suplementação com proteína, zinco e cobre (Breuhaus, 2011). Opções para o 

diagnóstico incluem a mensuração dos valores basais de T3, T4 e TSH, sabendo-se que 

a confiabilidade do diagnóstico estará sujeita às alterações supracitadas, ou teste 

dinâmico de estimulação por TSH ou TRH. Para o teste dinâmico coleta-se uma amostra 

basal e duas amostras, 2 e 4 horas após a administração de 1mg de TRH ou 5UI de TSH 

intravenoso. O valor de T3 deve dobrar após 2 horas, e de T4 após 4 horas nos animais 

sadios (Breuhaus, 2011).    

1.4 Considerações finais 

O estudo da SME está em constante aprofundamento e discussão no mundo inteiro. Atualmente 

a fisiopatologia da SME engloba fatores genéticos, metabólicos, endócrinos e nutricionais que 

possam predispor ao desenvolvimento da laminite endocrinopática, considerando-se a 

desregulação insulínica um dos pilares da sua fisiopatogenia. A terminologia “resistência 

insulínica” já foi utilizada como sinônimo de desregulação insulínica pela literatura. No entanto 

a distinção tornou-se necessária, visto que a primeira se refere apenas à resposta tecidual à 

presença de insulina e a segunda abrange a resposta insulínica do eixo enteroinsular, estimulada 

pelas incretinas.  

O diagnóstico da SME pode ser realizado a partir do histórico somado a testes laboratoriais 

factíveis a campo, considerando-se sempre vieses relacionados ao fenótipo, à idade do animal, 

presença de doenças concomitantes, raça e estação do ano. Formas de diagnóstico mais simples 

são propostas frequentemente na literatura, mas podem não ser aplicáveis a qualquer raça ou 

utilizar equipamentos de análise laboratorial obsoletos que prejudiquem a reprodução da técnica 

em outros lugares. Portanto, são de suma importância conhecer os limitantes do método 

escolhido e considerar o quadro clínico do animal examinado, realizando, quando necessário, 

diagnóstico diferencial. 
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CAPÍTULO 2 – Indicadores de estresse oxidativo/nitrosativo lamelar em equinos 

Mangalarga Marchador induzidos à obesidade por dieta hipercalórica 

Resumo 

Os estudos histopatológicos do casco equino indicam, até o momento, que os desequilíbrios se 

iniciam no casco antes da instalação do quadro de laminite. O estresse oxidativo lamelar, 

resultado do desequilíbrio de processos naturais do organismo, é descrito na laminite séptica, 

mas não na endocrinopática, carecendo de informações sobre sua participação na falha 

estrutural que ocorre nesta enfermidade. Neste estudo foram utilizados 9 equinos sadios, 

submetidos a dieta hipercalórica por 5 meses. Antes e após este período, foram coletados 

fragmentos das lâminas do casco por meio de biópsia, proveniente do membro torácico 

esquerdo inicialmente, e ao final, do membro torácico direito. Foi realizada imunohistoquímica 

para marcação dos metabólitos envolvidos no estresse oxidativo/nitrosativo superóxido 

dismutase (SOD2) e 3-nitrotirosina (NIT). Não foram observadas marcações para SOD2 em 

nenhum dos animais, em nenhum dos momentos estudados, porém houve marcação para NIT 

em quatro animais no momento final do experimento. Este achado é evidência inédita da 

ocorrência de espécies reativas de nitrogênio lamelar em equinos na ausência de sinais clínicos 

de doenças sépticas. Sugere-se, portanto, que o estresse oxidativo lamelar ocorreu nos 

indivíduos mais susceptíveis ao efeito potencialmente nocivo do aumento de adiposidade e do 

consumo de excesso de carboidratos solúveis, tornando-os sujeitos a desenvolverem síndrome 

metabólica e laminite endocrinopática. 

Abstract 

Histopathological studies of the horse's hoof have so far indicated that imbalances begin in the 

hoof before the onset of laminitis. Oxidative stress, an imbalance of body's natural processes 

consequence, is related to septic laminitis, but not in endocrinopathic, lacking information about 

its participation in the structural failure that occurs in this disease. In this study, 9 healthy horses 

were used, submitted to a high calorie diet for 5 months. Before and after this period, fragments 

of the laminae were collected by biopsy, from the left thoracic limb initially, and from the right 

thoracic limb at the end. Immunohistochemistry was performed to find the oxidative/nitrosative 

stress metabolites superoxide dismutase (SOD2) and 3-nitrotyrosine (NIT) at the tissues. No 

SOD2 markings were observed in any of the animals, in any of the studied moments. NIT was 
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present in four animals at the end of the experiment. This finding is unprecedented evidence of 

the occurrence of lamellar reactive nitrogen species in horses in the absence of septic diseases. 

It is suggested, therefore, that the lamellar oxidative stress occurred in individuals more 

susceptible to the potentially harmful effect of increased adiposity and excess of soluble 

carbohydrates intake, making them subjects to metabolic syndrome and endocrinopathic 

laminitis development.  

2.1 Introdução 

O metabolismo energético aeróbio depende de reações de oxirredução (ou redox), representadas 

principalmente pela cadeia transportadora de elétrons mitocondrial e enzimas NADPH 

oxidases, gerando espécies reativas de oxigênio (ROS) e outros radicais livres que funcionam 

como sinalizadores, mas podem se tornar prejudiciais caso os mecanismos de remoção dos 

mesmos se esgotem ou não funcionem apropriadamente (Cannito et al., 2010; Sies e Jones, 

2020). 

A 3-nitrotirosina é resultante da nitrificação de proteínas por espécies reativas de nitrogênio 

(RNS), principalmente o potente oxidante peroxinitrito (ONOO-) (Ischiropoulos e Al-Mehdi, 

1995; Keshavarzian et al., 2003), que se acumula especialmente em situações pró-inflamatórias 

pela reação entre o óxido nítrico (NO) e o radical superóxido (O2
-) (Cannito et al., 2010). Outro 

mecanismo de formação da 3-nitrotirosina é a reação rápida entre radicais tirosil (que são 

formados pela oxidação da tirosina) com o dióxido nítrico (Eiserich et al., 1995; Halliwell, 

1997). Portanto, esta molécula é um marcador do estresse oxidativo e nitrosativo tecidual. 

Outro marcador do estresse oxidativo bastante utilizado na pesquisa é a enzima superóxido 

dismutase, que faz parte da resposta antioxidante do organismo, porém sua reação é três vezes 

mais lenta que o óxido nítrico com o radical livre superóxido (Ischiropoulos e Al-Mehdi, 1995), 

e sua presença está relacionada a danos teciduais já estabelecidos, como tumores em humanos 

(Ye et al., 2008; Termini et al., 2011) e danos lamelares em cavalos com doenças 

gastrintestinais letais (Laskoski et al., 2016).    

As moléculas instáveis, os radicais livres resultantes das reações de oxirredução, decorrem 

naturalmente de processos fisiológicos (“oxidative eustress”) e atuam, inclusive, como 

sinalizadores e efetores do sistema imune, agindo contra microorganismos invasores e na 
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inflamação (Mandelker, 2008; Sies e Jones, 2020). Porém o acúmulo de espécies reativas, que 

ocorre no chamado “oxidative distress” (Sies e Jones, 2020), participa também da fisiopatologia 

dos danos teciduais e falha de múltiplos órgãos que ocorrem na sepse, despertando o interesse 

do seu estudo na laminite equina (Leise, 2018). O estresse oxidativo das lâminas dos cascos foi 

documentado e implicado na fisiopatologia da laminite séptica (Yin et al., 2009; Laskoski et 

al., 2016), mas não no modelo de laminite endocrinopática (de Laat et al., 2012). Apesar de 

alguns autores afirmarem que não há inflamação ativa na laminite endocrinopática (Patterson-

Kane et al., 2018), existe migração leucocitária e dano à membrana basal em menor grau nas 

lâminas do casco (de Laat et al., 2013) e indícios da atuação de proteínas plasmáticas de fase 

aguda em animais com SME (Zak et al., 2020). Portanto, o estresse oxidativo permanece como 

um dos fatores a serem desvendados na fisiopatologia da laminite decorrente da SME. 

2.2 Material e métodos 

Animais e dieta 

O projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Experimentação Animal (CEUA) da 

Universidade Federal de Minas Gerais, com o número de protocolo 49/2014. Os dados e 

material biológico utilizados no presente estudo são parte dos resultados obtidos do 

experimento conduzido por Ribeiro et al. (2020).  

Foram utilizados 9 equinos da raça Mangalarga Marchador, 4 machos castrados e 5 fêmeas, 

com idade média ± DP (desvio-padrão) de 48±5 meses, peso médio inicial ± DP de 316 ± 62,7 

kg e escore de condição corporal (ECC) médio ± DP de 2,9±1. 

Durante o período experimental a água e sal mineralizado (Coequi Plus®, Tortuga) foram 

oferecidos “ad libitum”. Antes do início do experimento, os animais passaram por um período 

de adaptação de duas semanas em que foi fornecido uma dieta composta apenas de feno de 

gramínea Cynodon dactylon (L.) Pers.Var. “Coast cross”, sendo fornecido 2% do peso corporal. 

A obesidade foi induzida pelo fornecimento de energia digestível (ED) em quantidades 100% 

superiores à exigência de manutenção estabelecida pelo Equine Nutrient Requirements (NRC 

2007). O cálculo da ED de manutenção (EDm) foi feito com base na fórmula matemática: ED= 

1,4 + (0,03 x kg de peso vivo [p.v.]) (NRC, 2007). 
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Com o intuito de evitar transtornos gastrointestinais, estabeleceu-se previamente que os animais 

receberiam uma vez a EDm na forma de concentrado e uma vez em forma de forragem. Para 

tanto utilizaram-se os valores disponíveis para energia digestível dos alimentos 

disponibilizados: concentrado comercial (Guabi Equitage Laminados®) (ED: 3,650 Mcal/kg) e 

feno de gramínea Cynodon dactylon (L.) Pers.Var. “Coast cross” (ED: 2,0 Mcal/kg). 

Desta forma, as quantidades de feno e de ração foram calculadas considerando-se a EDm de 

cada animal dividida pela concentração de energia digestível de cada tipo de alimento: 

Quantidade de Concentrado (kg): ED= [1,4 + (0,03 x Kg de p.v.)]/3,650 

Quantidade de Volumoso (kg): ED= [1,4 + (0,03 x Kg de p.v.)]/2 

Esse cálculo foi repetido a cada quinze dias, após a mensuração do peso dos animais, mantendo 

assim a proporção de 100% sobre à exigência de ED estabelecida pelo NRC (2007) constante 

durante os 150 dias do período experimental. A dieta foi fornecida aos animais dividida em três 

refeições diárias. A quantidade de amido por refeição foi calculada a partir da análise 

bromatológica dos componentes da dieta, cuja metodologia é descrita em Ribeiro (2017), e 

acusou 27% de amido no concentrado e 1,5% no feno utilizados (Ribeiro, 2017). 

Biópsia de cascos 

Duas amostras de cascos foram coletadas dos animais segundo a metodologia descrita por 

Ribeiro et al. (2017), sendo a primeira amostra retirada do casco do membro torácico esquerdo 

antes do início da dieta experimental e a segunda, do membro torácico direito após 150 dias. 

Marcações imuno-histoquímicas de estresse oxidativo/nitrosativo lamelar 

Foram investigadas nas amostras de casco coletadas por biópsia as marcações para nitrotirosina 

e superóxido dismutase (SOD2) no tecido lamelar dos 9 cavalos, antes e após o período 

experimental, utilizando-se imuno-histoquímica, com o método descrito por Laskoski et al. 

(2016). Os cortes de tecido lamelar foram embebidos em parafina com 5 μm de espessura 

colocados em lâminas carregadas positivamente. Após a desparafinização, foi realizada 

recuperação antigênica com citrato de sódio em panela elétrica por 30 minutos. Um kit 

comercial foi usado para bloquear proteínas (DPB-125. Spring Bioscience. Pleasanton, USA) 
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e a peroxidase endógena (DHP-125. Spring Bioscience. Pleasanton, USA). O anticorpo 

monoclonal anti-3-nitrotirosina (AB61392, ABCAM) feito em camundongo foi diluído em 

1:6000, e o anticorpo policlonal anti-SOD (AB13534, ABCAM) feito em coelho foi diluído em 

1:4000. Ambos os anticorpos foram incubados por 60 minutos em temperatura ambiente. 

Posteriormente, os cortes foram incubados com polímero de imunoperoxidase universal por 30 

minutos. Sofreram reação de diaminobenzidina (DAB) por 4 minutos; e posteriormente contra-

coloração com hematoxilina de Harris por 30 segundos, finalizando com baterias de álcool e 

xilol. As lâminas foram montadas para leitura em microscopia de luz. A avaliação foi realizada 

por um único pesquisador, com experiência nesta imunomarcação, utilizando para fins de 

comparação controles negativos (com omissão do anticorpo primário e tecidos sabidamente 

negativos) e positivos (tecidos sabidamente positivos). 

2.3 Resultados 

Ao final do período experimental os animais apresentavam peso médio ± DP de 402,77 ± 58,31 

kg e escore de condição corporal (ECC) médio ± DP de 8,3±1. Durante o período experimental, 

os animais não apresentaram qualquer intercorrência clínica ou claudicação, conforme descrito 

no estudo anterior (Ribeiro, 2017). As quantidades de amido por refeição, calculados para cada 

animal, ficaram entre os valores 0,89 e 0,98g/Kg de peso vivo (PV)/refeição. 

Dos 9 animais avaliados, 4 apresentaram marcação para nitrotirosina, enquanto os 5 demais 

tiveram marcação ausente nas biópsias obtidas após 150 dias da dieta experimental (figura 2.1). 

Nas amostras coletadas no início do período experimental e imunomarcação para nitrotirosina 

foi ausente. A imunomarcação para SOD2 foi ausente em todos os animais, nos dois momentos 

avaliados.  
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Figura 2.1. Fotomicrografia do tecido lamelar de um equino Mangalarga Marchador que apresentando 

imunomarcação para 3-nitrotirosina após serem submetidos a dieta hipercalórica por 5 meses. A imagem 

da direita é parte da imagem da esquerda com maior magnificação, tal como indicado pela seta grande. 

Notam-se dois tipos de marcação, de forma difusa e em pontos espalhados, ambos na lâmina epidermal.    

2.4 Discussão 

A liberação de radicais livres ocorre no organismo não apenas como um resultado indesejável 

de desequilíbrios metabólicos, mas também como forma de sinalizar e controlar diversas 

reações celulares (Cannito et al., 2010; Sies e Jones, 2020). Não se sabe ainda se a presença de 

marcadores de estresse oxidativo na SME é causa ou efeito da desregulação insulínica, estado 

pro-inflamatório e propensão à laminite. Holbrook et al. (2012) correlacionaram insulinemia e 

espécies reativas de oxigênio liberadas por neutrófilos na SME, mas não identificaram aumento 

da resposta de citocinas nestes animais comparados a um grupo controle. Em equinos com 

disfunção da pars intermedia e pituitaria os marcadores de estresse oxidativo plasmático 

sugerem relação da doença com dano oxidativo endotelial, o que poderia ser a causa da maior 

susceptibilidade destes animais ao desenvolvimento de laminite (Keen et al., 2004). Porém, 

outros estudos não encontraram evidências de que o estresse oxidativo ou nitrosativo são 

predecessores da disfunção da pars intermedia e pituitaria (MacFarlane et al., 2005) ou da 

laminite séptica (Burns et al., 2011) em equinos.  Estudo de Kenéz et al. (2018) mostrou a 

ocorrência de metabólitos plasmáticos marcadores de estresse oxidativo em cavalos submetidos 

ao teste de glicose oral, e os autores sugeriram que o desafio do açúcar oral provoca um estado 

pró-inflamatório e aumenta o estresse oxidativo em cavalos com desregulação insulínica. 
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A nitrotirosina é resultado da reação entre espécies reativas do estresse oxidativo e nitrosativo 

(Sies e Jones, 2020). A peroxidação lipídica de membranas celulares libera radicais capazes de 

oxidar a tirosina e promover reações de nitração com dióxido de nitrogênio, formando a 3-

nitrotirosina (Bartesaghi e Radi, 2018), tornando-a um marcador de danos celulares pelo 

estresse oxidativo. Já a superóxido dismutase 2 é uma enzima mitocondrial que gera peróxido 

de hidrogênio, um potente oxidante relativamente estável, a partir do radical superóxido (Sies 

e Jones, 2020). 

A concentração de 3-nitrotirosina já foi relacionada a severidade das colites em seres humanos 

(Keshavarzian et al., 2003; Karp e Koch, 2006) e equinos (Mirza et al., 1999, Hunter, 2002). 

No estudo de Laskoski et al. (2016), a nitrotirosina não apresentou correlação com a gravidade 

dos danos lamelares em animais naturalmente acometidos de doenças gastrintestinais, porém 

estava presente naqueles acometidos por danos lamelares de grau 3. Os autores atribuíram os 

achados à ocorrência do estresse oxidativo antes do início dos sinais clínicos, o que concorda 

com a imunomarcação encontrada no presente trabalho, já que nenhum dos animais apresentou 

sinais de laminite ao longo do período da dieta experimental (Ribeiro, 2017). Em humanos a 

relação entre a nitrotirosina e a glicemia foi documentada em indivíduos saudáveis submetidos 

a clamp hiperglicêmico (Marfella et al., 2001) e diabéticos submetidos a uma refeição 

gordurosa ou com alto índice glicêmico (Ceriello et al., 2005), reforçando que o maior risco de 

dietas hiperglicemiantes reside no dano causado pelo estresse oxidativo endotelial (Calder et 

al., 2011). Um estudo envolvendo a marcação por nitrotirosina em biópsias cardíacas, mostrou 

maior ocorrência de estresse oxidativo e apoptose em indivíduos diabéticos e hipertensos 

(Frustaci et al., 2000).  

Em equinos é recomendado o consumo de amido de menos de 1,1g/Kg PV/ refeição a fim de 

prevenir altas respostas glicêmicas e insulinêmicas que poderiam levar à desregulação 

insulínica (Vervuert et al., 2009). Apesar dos valores abaixo desta referência encontrados no 

presente estudo, o trabalho original mostrou que houve alterações metabólicas sofridas pelos 

animais compatíveis com o desenvolvimento de desregulação insulínica (Ribeiro, 2017), 

tornando claros os efeitos deletérios de uma dieta desequilibrada, que podem ter sido a causa 

do desenvolvimento de estresse oxidativo lamelar em alguns dos indivíduos.  
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A ausência de marcação para SOD2 no presente estudo concorda com Laskoski et al. (2016), 

que sugere que a ausência de estímulos para a produção deste antioxidante provocou a não 

marcação em lâminas de peças de abatedouro, em contraste com a imunomarcação encontrada 

em animais sofrendo de transtornos gastrintestinais. Loftus et al (2006) também relataram a 

ausência de marcação de SOD2 em cascos de cavalos sadios ou com laminite induzida por 

extrato de nogueira preta. Estudos em humanos relacionam a expressão aumentada desta 

enzima antioxidante à presença e à gravidade de tumores (Ye et al., 2008; Termini et al., 2011).  

A SOD2 reduz o dano tecidual ao catalizar a reação entre o radical superóxido (O2
•) com o 

hidrogênio (H+) gerando peróxido de hidrogênio (H2O2), prevenindo a reação do O2
• com o 

óxido nítrico (NO•) e geração do peroxinitrito (ONOO-), cuja decomposição resulta em 

oxidantes potentes e citotóxicos (Beckman et al., 1990; Barbosa et al., 2010). Além disso, o 

próprio peroxinitrito pode atuar como inibidor da ação da enzima SOD2, aumentando ainda 

mais o dano oxidativo nas mitocondrias (MacMillan-Crow et al., 1996). Considerando o 

exposto, a ausência da marcação de SOD2 nos animais pode representar uma falta de reação ao 

dano tecidual causada pelo próprio peroxinitrito, que é uma das principais RNS, capaz de 

formar nitrotirosina.   

Apesar das marcações serem consideradas resquícios, os anticorpos utilizados para identificar 

a nitrotirosina são capazes de distinguir entre peptídeos oxidados e não oxidados (Meredith et 

al., 2015), e, portanto, são específicos o suficiente para que o resultado seja relevante. 

Considerando que equinos sem sinais clínicos de laminite geralmente não apresentam marcação 

para metabólitos de estresse oxidativo, os achados do presente estudo demonstram que parte 

dos animais foram mais susceptíveis aos danos causados pela dieta hipercalórica ao longo dos 

meses.  

2.5 Conclusão 

O estresse oxidativo/nitrosativo lamelar se desenvolve em equinos induzidos à obesidade por 

dieta rica em carboidratos não estruturais, indicando que esse processo patológico pode estar 

envolvido no desenvolvimento da laminite endocrinopática associada à sindrome metabólica 

equina. Parte da amostra populacional não foi acometida, mostrando que, à semelhança da 

síndrome metabólica, nem todos os equinos são suseptíveis aos efeitos deletérios da obesidade.  
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CAPÍTULO 3 - Índices morfométricos e indicadores séricos, matemáticos e dinâmicos 

de desregulação insulínica em equinos com estresse oxidativo/nitrosativo lamelar pela 

indução experimental de obesidade 

Resumo 

A síndrome metabólica equina é preocupação crescente na equideocultura devido à 

predisposição destes animais a desenvolverem a laminite, que pode ser uma doença fatal. Neste 

estudo, 9 equinos sadios foram submetidos a dieta hipercalórica por 5 meses e foram avaliados 

durante este período, a cada 30 dias, quanto ao peso, escore corporal, ultrassonografia de base 

de cauda, medidas de pescoço, índices séricos de colesterol e frações, triglicérides, ácidos 

graxos não esterificados, frutosamina e IGF-1. Nestes mesmos momentos foram avaliados 

quanto à glicemia e insulinemia basal e a partir destes dados foram calculados os proxies G:I, 

RISQI, HOMA-IR, QUICKI e MIRG. Nos dias 0, 90 e 150 foi realizado teste de baixa dose de 

glicose oral nos animais. Para a análise destes dados, os animais foram separados em dois 

grupos: positivo (NIT+) ou negativo (NIT-) para nitrotirosina lamelar, conforme descrito no 

capítulo anterior. Comparando-se os dados ao longo dos meses e entre os grupos, foi observado 

um aumento do peso e adiposidade dos animais, assim como do colesterol e frações. No entanto, 

este aumento foi mais significativo ou mais acentuado ao longo dos meses no grupo NIT+ 

comparado ao grupo NIT-. Houve correlação do IGF-1 com indicadores de desregulação 

insulínica, dislipidemia e adiposidade, com maior número de variáveis correlacionadas no 

NIT+. Ao longo dos meses houve aumento na insulinemia em jejum e na área sob a curva da 

resposta insulêmica ao teste de baixa dose de glicose oral apenas no NIT+. Este padrão afetou 

igualmente os proxies, que acusaram resistência insulínica descompensada (G:I), reduzida 

sensibilidade à insulina (RISQI, HOMA-IR e QUICKI) e maior resposta insulínica aguda à 

glicose (MIRG) do grupo NIT+ ao final do período experimental. Os animais de NIT+, 

portanto, apresentaram desequilíbrio do metabolismo oxidativo nas lâminas dos cascos mesmo 

sem sinais clínicos de laminite, acompanhado por alterações insulínicas, morfométricas e de 

colesterol mais acentuadas. Em conclusão, verificou-se que o estresse oxidativo/nitrosativo 

lamelar está consistentemente associado às alterações de biomarcadores de síndrome 

metabólica, ocorrendo em equinos que apresentaram menor estatura e maior intensidade de 

desregulação insulínica, dislipidemia e alteração de de IGF-1 que o grupo não reativo. 
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Adicionalmente, verificou-se que a 3-nitrotirosina lamelar e o IGF-1 sérico têm potencial para 

serem marcadores de desenvolvimento de síndrome metabólica em equinos.  

Abstract 

Equine metabolic syndrome is a concern among horse breeders due to the predisposition of 

these animals to develop laminitis, which can be fatal. In this study, 9 healthy horses were 

submitted to a high-calorie diet for 5 months and were evaluated during this period, every 30 

days, for body weight, body score, tail base ultrasound, neck measurements, serum levels of 

cholesterol and its fractions, triglycerides, non-esterified fatty acids, fructosamine and IGF-1. 

Blood glucose and basal insulinemia were also evaluated and, using these data, the proxies G: 

I, RISQI, HOMA-IR, QUICKI and MIRG were calculated. On days 0, 90 and 150, a low-dose 

oral glucose test was performed on the animals, and the glucose and insulin curves were 

evaluated. For the statistical analysis, the animals were separated into two groups: positive (NIT 

+) or negative (NIT-) for lamelar nitrotyrosine, as described in the previous chapter. Comparing 

the data over the months and between the groups, an increase in the weight and adiposity of the 

animals was observed, as well as in cholesterol and fractions. However, this increase was more 

significant or more pronounced over the months in the NIT + group compared to the NIT- 

group. In the NIT- group, there was a negative correlation of IGF-1 with weight, and a positive 

correlation with total cholesterol, HDL, LDL, free fatty acids and neck circumference at 25% 

height. There was correlation of IGF-1 with indicators of insulin dysregulation, dyslipidemia 

and adiposity, with a greater number of correlated variables in NIT +. Over the months NIT + 

significantly increased its fasting insulinemia and insulinemic response to the low-dose oral 

glucose test compared to NIT-, even with values in the lower initial months. This pattern also 

affected the proxies, which showed decompensated insulin resistance (G:I), reduced insulin 

sensitivity (RISQI, HOMA-IR and QUICKI) and higher acute insulin response to glucose 

(MIRG) in the NIT + group at the end of the experimental period. The NIT+ animals, therefore, 

showed an oxidative stress imbalance in the hoof even without clinical signs of laminitis, along 

with more pronounced morphometric and cholesterol changes. In conclusion, lamellar 

oxidative stress is consistently associated with changes in metabolic syndrome biomarkers, 

occurring in shorter horses, that had greater insulin dysregulation, dyslipidemia and IGF-1 

changes than the non-reactive group. In addition, it was found that lamellar 3-nitrotyrosine and 
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serum IGF-1 have the potential to be markers of the development of metabolic syndrome in 

horses. 

3.1 Introdução 

Na SME, a dislipidemia e a obesidade não são mais considerados achados obrigatórios, apesar 

de estarem presentes em muitos casos (Durham et al., 2019). O estudo destes fatores está 

alinhado com os achados médicos, que realizam o diagnóstico de síndrome metabólica quando 

o indivíduo possui pelo menos três fatores de risco, entre eles a obesidade e a 

hipertrigliceridemia associada a um baixo valor de HDL (Kaur, 2014). A insulina promove a 

formação de lipoproteínas no período pós-prandial, estimula a síntese e estocagem de 

triglicerídeos e inibe vias lipolíticas no tecido adiposo (Norris e Carr, 2013). Portanto, 

considerando que a desregulação insulínica está intimamente envolvida na fisiopatologia da 

SME e laminite endocrinopática, são esperadas, e comuns, as alterações significativas destes 

analitos. A obesidade é caracterizada pelo aumento da quantidade de tecido adiposo 

metabolicamente ativo, e com isso há aumento da secreção de adipocinas e citocinas causando 

um estado pró-inflamatório (Waller et al., 2012; Burns e Toribio, 2017), e outros desequilíbrios 

metabólicos como a desregulação insulínica (McTernan, 2005; Burns e Toribio, 2017) e o 

aumento do estresse oxidativo (De Marchi et al., 2013; Pleasant et al., 2013; Salinas et al., 

2020).  

A desregulação insulínica, segundo as recomendações do Equine Endocrinology Group (Frank 

et al., 2020), é diagnosticada por meio de testes dinâmicos, preferencialmente os que realizam 

o desafio de carboidrato pela via oral, enquanto os testes mais simples de insulina e glicose 

basal e proxies são menos confiáveis, apesar de mais factíveis a campo pela sua praticidade e 

menor custo. Outros trabalhos reconhecem o valor dos proxies na avaliação de populações ou 

de indivíduos ao longo do tempo com fins de acompanhamento clínico ou prevenção (Kronfeld 

et al., 2006; Bailey et al., 2008; Pratt et al., 2009), apesar do coeficiente de variação de alguns 

deles chegarem a mais de 15% (Pratt et al., 2009).   

O IGF-1 é considerado um hormônio antilipolítico e compartilha vias metabólicas comuns com 

a insulina (Clemmons e Underwood, 1991; Engelking, 2010). Sua relação com obesidade, 

diabetes tipo 2 e síndrome metabólica foram estudados em seres humanos (Clemmons e 

Underwood, 1991; Lukanova et al., 2002), porém carecem de informações na medicina equina. 
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Na laminite endocrinopática o mecanismo pelo qual a desregulação insulínica causa dano às 

lâminas dos cascos não é completamente elucidado, porém a hipótese mais aceita e com maiores 

evidências no momento é a atuação da insulina sobre os receptoses de IGF-1 (fator de 

crescimento similar à insulina-1), um hormônio de crescimento que estimula a mitose e inibe a 

apoptose celular (Burns e Toribio, 2017; Durham et al., 2019). Com isso, há o alongamento das 

lâminas e perda da força de adesão das células à membrana basal que garante a estabilidade da 

terceira falange dentro do casco (Burns e Toribio, 2017).  

Outro fator conhecido na perda de arquitetura tecidual decorrente principalmente de processos 

inflamatórios é o estresse oxidativo (Keshavarzian et al., 2003). Apesar de ser um processo 

fisiológico presente inclusive durante o exercício, o aumento do metabolismo oxidativo acima 

da capacidade antioxidante corporal leva a formação de espécies reativas de oxigênio, que 

danificam lipídios, proteínas e DNA (Sen et al., 2000; Kinnunen et al., 2004; Rivero e Piercy, 

2014). Como dito nos capítulos anteriores, sua atuação na laminite endocrinopática ainda não 

foi estabelecida, porém evidências apontam para sua presença na SME decorrente do 

desequilíbrio metabólico. 

Neste capítulo, os cavalos hígidos da raça Mangalarga Marchador submetidos à dieta 

hipercalórica divididos em grupos de acordo com o estresse oxidativo/nitrosativo das laminas 

dos cascos foram avaliados quanto aos resultados de indicadores de adiposidade, lípides, 

lipoproteínas, indicadores matemáticos e dinâmicos de desregulação insulínica e níveis de IGF-

1.   

3.2 Material e métodos 

Animais e dieta 

O projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Experimentação Animal (CEUA) da 

Universidade Federal de Minas Gerais, com o número de protocolo 49/2014. Foram utilizados 

9 equinos da raça Mangalarga Marchador, 4 machos castrados e 5 fêmeas, com idade média ± 

DP (desvio-padrão) de 48±5 meses, peso médio inicial ± DP de 316 ± 62,7 kg e escore de 

condição corporal (ECC) médio ± DP de 2,9±1. 
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A dieta hipercalórica foi fornecida e calculada conforme o descrito no capítulo 2. Ao final do 

período experimental os animais apresentavam peso médio inicial ± DP de 402,77 ± 58,31 kg 

e escore de condição corporal (ECC) médio ± DP de 8,3±1. 

Peso, escore corporal, medidas de pescoço e ultrassonografia da base da cauda. 

Os animais tiveram sua altura de cernelha determinada no início do período experimental. 

Foram pesados em balança, tiveram o escore corporal mensurado sempre pelo mesmo avaliador 

segundo a escala de Henneke et al. (1983) e tiveram a circunferência do pescoço mensurada 

em três locais, aos 25, 50 e 75% do comprimento total (Frank et al., 2006), no início do 

experimento e a cada 30 dias. 

A ultrassonografia da base da cauda foi realizada nos mesmos momentos, por meio de um 

aparelho de ultrassom (Echovet®, modelo KX 5100), com transdutor de 5 MHz, posicionado 

do lado direito da base da cauda, a 5 cm de distância da linha mediana, segundo metodologia 

descrita por Gentry et al. (2004). 

Coletas de sangue mensais e análises laboratoriais 

Foram realizadas coletas de sangue por venopunção jugular em tubos com ativador de coágulo, 

em tubos com EDTA e em tubos com heparina sódica, após 12 horas de jejum alimentar, antes 

do início da dieta hipercalórica e uma vez ao mês até o término do período experimental. O 

soro e o plasma foram separados imediatamente após as coletas e congelados a -18° C até a 

análise laboratorial. 

O soro foi submetido a análise pelo sistema de identificação espectofotométrica em analisador 

bioquímico automatizado (COBAS MIRAGE-ROCHE DIAGNOSTIC SYSTEM®) com a 

utilização de Kits comerciais específicos (Labtest®). A frutosamina foi determinada seguindo 

a técnica colorimétrica (Redução do NBT - azul de nitrotetrazóico, ref. 97). As diferentes 

frações do colesterol e a avaliação da concentração total de lipídios foi realizada usando o 

método de Lowry et al. (1951). Métodos colorimétricos foram empregados para a mensuração 

de colesterol total (Enzimático de Trinder, ref. 76), HDL-c (precipitação com ácido 

fosfotúngstico e cloreto de magnésio, ref. 13), LDL-c (surfactante seletivo, ref. 111) e 

triglicérides (reação de Trinder, ref. 87). Para a determinação do valor de VLDL-c foi realizado 

o cálculo pela equação de Friedewald et al. (1972). Os ácidos graxos não esterificados foram 
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determinados através da técnica de microfluorometria (Miles et al., 1983) utilizando o Kit 

comercial Randox NEFA® (Non-Esterified Fatty Acids) utilizando a metodologia 

colorimétrica (reagente liofilizado, ref. FA115) utilizando o sistema de identificação 

espectofotométrica em analisador bioquímico automatizado (Cobas Mirage-Roche Diagnostic 

System®).  

A insulina sérica foi determinada através da técnica de radioimunoensaio (Milipore`s Porcine 

Insulin Radioimmunoassay), realizado em laboratório comercial. Para a mensuração de glicose 

foram utilizadas as amostras de plasma obtidas dos tubos com heparina sódica e separadas logo 

após a coleta. Os ensaios foram realizados pelo sistema de identificação espectofotométrica em 

analisador bioquímico automatizado (COBAS MIRAGE-ROCHE DIAGNOSTIC SYSTEM®) 

com a utilização de Kits comerciais específicos (Labtest®), para determinação plasmática de 

glicose utilizando a metodologia GOD-Trinder (ref. 133). Mensurações de IGF-1 foram 

realizadas por meio de quimioluminescencia, por meio do kit Immulite 2000 IGF-1 (Euro/DPC 

Ltd.) no equipamento Immulite 2000 (Siemens®), utilizando-se do soro previamente separado 

e congelado. 

O teste dinâmico de baixa dose de glicose oral (TBDGO) e proxies 

O teste foi realizado antes do início do fornecimento da dieta experimental (basal), 90 e 150 

dias após o fornecimento da dieta. Após um período de jejum alimentar prévio de 12 horas, 

administrou-se dextrose (0,25g/kg) via sonda nasogástrica. Amostras de sangue foram 

coletadas previamente nos momentos basal, 30, 60, 90, 120, 150 e 180 min. após a 

administração da dextrose. As amostras sanguíneas foram utilizadas para mensurar a glicose e 

a insulina plasmática (Ralston, 2002). 

Também foram calculadas as áreas totais abaixo da curva, definidas como sendo as áreas abaixo 

das curvas da glicose e de insulina, até o eixo das abscissas. Essas foram obtidas através do 

cálculo numérico da integral da curva e expressas em mg/dL/min, originada dos valores de 

glicose e de insulina obtidos no TBDGO (Correa et al., 2007). 

Os proxies HOMA-IR, MIRG, RISQI, G:I e QUICKI foram calculados, conforme a 

metodologia descrita no capítulo 1, utilizando os valores de glicose e insulina em jejum obtidos 

das amostras coletadas a cada 30 dias. 
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Marcação imuno-histoquímica para superoxido-dismutase (SOD2) e nitrotirosina 

Conforme descrito no capítulo 2, foram realizadas biópsias de casco antes e após o período 

experimental e imunohistoquímica para marcação de superóxido dismutase e nitrotirosina. Dos 

9 animais avaliados, 4 apresentaram marcação para nitrotirosina após 150 dias da dieta 

experimental. As demais amostras não apresentaram marcações para estresse oxidativo, tanto 

as testadas para nitrotirosina do início do período experimental quanto as testadas para SOD2 

em ambos os momentos. Sendo assim os animais foram separados apenas em dois grupos, NIT+ 

e NIT-, para a realização das análises estatísticas.  

Análise estatística 

Os animais foram separados em grupos com (NIT+) ou sem (NIT-) marcação para nitrotirosina. 

Cada variável avaliada foi submetida ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk. Os grupos NIT+ 

e NIT- foram comparados entre si por teste T em cada momento avaliado, separadamente. A 

variação de cada parâmetro dentro de cada grupo ao longo dos meses foi calculada por One 

Way ANOVA com pós teste de Newman Keuls para comparação da variação entre os 

momentos. Foi realizada análise de correlação entre o IGF-1 e os demais parâmetros dentro dos 

grupos NIT+ e NIT-. Os parâmetros que passaram no teste de normalidade de Shapiro-Wilk 

foram analisados por correlação de Pearson e os demais por correlação de Spearman. As 

análises foram realizadas por meio do software GraphPad Prism 8®, sendo considerada 

diferença significativa quando p<o,o5.    

3.3 Resultados 

Mensurações morfométricas e ultrassonografia da base da cauda 

A média de altura de cernelha dos animais foi significativamente diferentes (p = 0,0018) entre 

os grupos NIT+ e NIT-, sendo as respectivas médias±DP iguais a 137 ± 3,7 cm e 151 ± 4,6 cm. 

As alturas mínima e máxima de NIT+ foram 132 e 140cm, e de NIT- 147 e 158cm, 

respectivamente. As variáveis peso, escore, ultrassonografia da base da cauda e medidas do 

pescoço aos 25, 50 e 75% do seu comprimento (figura 3.1) tiveram aumento das médias ao 

longo dos meses em ambos os grupos. No entanto, o grupo NIT+ apresentou médias inferiores 

nas mensurações basais de peso e escore e sofreu um aumento mais acentuado das médias 

comparado ao grupo NIT-. 
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Figura 3.1. Gráficos com médias e erro padrão de variáveis morfométricas de cavalos Mangalarga 

Marchador ao longo de 5 meses de dieta hipercalórica. O grupo NIT+ corresponde a 4 animais que 

apresentaram marcação para 3-nitrotirosina lamelar após 5 meses de dieta hipercalórica e o grupo NIT- 

corresponde a 5 animais que não apresentaram marcadores de estresse oxidativo/nitrosativo lamelar. 
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Variáveis (de cima para baixo, da esquerda para a direita): peso, ultrassonografia da base da cauda 

(UBC), escore corporal e circunferências do pescoço nos locais correspondentes aos 25% (Pescoço 25), 

50% (Pescoço 50) e 75% (Pescoço 75) do comprimento. A linha pontilhada horizontal no gráfico de 

escore corresponde ao escore 7, a partir do qual há maior risco de laminite endocrinopática (Durham, 

2017). Letras diferentes mostram diferença ao longo dos meses pelo teste de Newman-Keuls dentro dos 

grupos (minúsculas para o NIT- e maiúsculas para o NIT+), asteriscos mostram diferença pelo teste T 

entre os grupos NIT+ e NIT- (p<0,05). 

Lípides, lipoproteínas, glicose e insulina em jejum 

O colesterol não apresentou diferença entre os grupos NIT+ e NIT-. Mas, enquanto o grupo 

NIT- não teve variação ao longo dos meses, o grupo NIT+ teve variação de valores 

significativamente do mês de junho comparado a todos os demais meses. Comportamento 

similar é observado nas frações HDL e LDL, tendo, este último, diferença significativa entre os 

grupos NIT+ e NIT- no mês de junho (NIT-: 20,93 ± 5,08 e NIT+: 12,90 ± 2,99), como mostra 

a figura 3.2. A fração VLDL não apresentou variação significativa de valores ao longo dos 

meses. 
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Figura 3.2. Gráficos com médias e erro padrão do colesterol total e frações HDL, LDL e VLDL de 

cavalos Mangalarga Marchador ao longo de 5 meses de dieta hipercalórica. O grupo NIT+ corresponde 

a 4 animais que apresentaram marcação para 3-nitrotirosina lamelar após 5 meses de dieta hipercalórica 

e o grupo NIT- corresponde a 5 animais que não apresentaram marcadores de estresse 

oxidativo/nitrosativo lamelar. As linhas pontilhadas horizontais nos gráficos se referem aos valores de 

referência do colesterol (Kaneko et al., 1997) e frações (Yamamoto et al., 1979). Letras diferentes 

mostram diferença ao longo dos meses pelo teste de Newman-Keuls dentro dos grupos (minúsculas para 

o NIT- e maiúsculas para o NIT+), asteriscos mostram diferença pelo teste T entre os grupos NIT+ e 

NIT- (p<0,05). 

Os triglicérides, ácidos graxos livres e frutosamina não apresentaram diferença entre grupos, e 

não apresentaram diferença ao longo dos meses dentro de cada grupo, como ilustra a figura 3.3. 
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Figura 3.3. Gráficos com médias e erro padrão dos triglicérides, ácidos graxos livres e frutosamina de 

cavalos Mangalarga Marchador ao longo de 5 meses de dieta hipercalórica. O grupo NIT+ corresponde 

a 4 animais que apresentaram marcação para 3-nitrotirosina lamelar após 5 meses de dieta hipercalórica 

e o grupo NIT- corresponde a 5 animais que não apresentaram marcadores de estresse 

oxidativo/nitrosativo lamelar. As linhas pontilhadas horizontais nos gráficos se referem aos valores de 

referência de acordo com Kaneko et al. (1997). Não houve diferenças entre grupos ou tempos em 

nenhum destes analitos (p<0,05). 

A insulina em jejum (média ± DP) apresentou diferença entre os grupos apenas no tempo basal, 

com o grupo NIT- (8,25 ± 2,66 µU/mL) com média significativamente superior ao NIT+ 

(2,90±0,45 µU/mL). No entanto, enquanto o grupo NIT- manteve a média entre tempos sem 

variação estatística, o grupo NIT+ obteve diferenças significativas comparando-se o mês de 

junho com os meses de setembro, outubro e novembro. A glicemia em jejum não apresentou 

diferença entre grupos. Dentro do grupo NIT- houve diferença de junho para julho e novembro, 

de julho para agosto, setembro, outubro e novembro e de outubro para novembro. No grupo 

NIT+ houve diferença apenas de julho para novembro e de outubro para novembro (figura 3.4). 
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Figura 3.4. Gráficos com médias e erro padrão da glicemia e insulinemia em jejum de cavalos 

Mangalarga Marchador ao longo de 5 meses de dieta hipercalórica. O grupo NIT+ corresponde a 4 

animais que apresentaram marcação para 3-nitrotirosina lamelar após 5 meses de dieta hipercalórica e o 

grupo NIT- corresponde a 5 animais que não apresentaram marcadores de estresse oxidativo/nitrosativo 

lamelar. As linhas pontilhadas horizontais nos gráficos se referem aos valores de referência de glicose 

(Kaneko et al., 1997) e limite de insulina a partir do qual há suspeita de desregulação insulínica (Frank 

et al., 2020). Letras diferentes mostram diferença ao longo dos meses pelo teste de Newman-Keuls 

dentro dos grupos (minúsculas para o NIT- e maiúsculas para o NIT+), asteriscos mostram diferença 

pelo teste T entre os grupos NIT+ e NIT- (p<0,05). 

Proxies e curvas de glicose e insulina 

A relação G:I apresenta diferença significativa entre os grupos em junho (NIT-: 13,97 ± 5,93 e 

NIT+: 34,02 ± 2,89) e novembro (NIT-: 7,69 ± 1,95 e NIT+: 3,89 ± 1,91), e ao analisar as 

diferenças entre tempos dentro dos grupos, há diferença significativa entre junho e os demais 

meses nos dois grupos, porém em NIT+ a diferença também está presente entre os meses de 

julho e novembro (figura 3.5).  
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Figura 3.5. Gráfico com médias e erro padrão dos níveis da razão glicose/insulina (G:I) de cavalos 

Mangalarga Marchador ao longo de 5 meses de dieta hipercalórica. O grupo NIT+ corresponde a 4 

animais que apresentaram marcação para 3-nitrotirosina lamelar após 5 meses de dieta hipercalórica e o 

grupo NIT- corresponde a 5 animais que não apresentaram marcadores de estresse oxidativo/nitrosativo 

lamelar. As linhas pontilhadas horizontais no gráfico se referem aos limites de de sensibilidade 

insulínica normal (acima de 10), resistência insulínica compensada (10 a 4,5) e resistência insulínica 

descompensada (abaixo de 4,5) (Frank, 2011). Letras diferentes mostram diferença ao longo dos meses 

pelo teste de Newman-Keuls dentro dos grupos (minúsculas para o NIT- e maiúsculas para o NIT+), 

asteriscos mostram diferença pelo teste T entre os grupos NIT+ e NIT- (p<0,05). 

O proxie RISQI apresenta valores significativamente diferentes entre os grupos NIT- (0,360 ± 

0,065) e NIT+ (0,5875 ± 0,051) no mês de junho. Na avaliação entre os meses dentro de cada 

grupo, há variação significativa entre junho e os demais meses em ambos os grupos, porém em 

NIT- há aumento novamente nos valores, fazendo com que os valores dos meses de junho e 

novembro não tenham variação estatística entre eles, o que não acontece com os valores de 

NIT+ ao final (figura 3.6).  
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Figura 3.6. Gráfico com médias e erro padrão dos níveis do proxie RISQI de cavalos Mangalarga 

Marchador ao longo de 5 meses de dieta hipercalórica. O grupo NIT+ corresponde a 4 animais que 

apresentaram marcação para 3-nitrotirosina lamelar após 5 meses de dieta hipercalórica e o grupo NIT- 

corresponde a 5 animais que não apresentaram marcadores de estresse oxidativo/nitrosativo lamelar. As 

linhas pontilhadas horizontais no gráfico se referem aos limites dos quintiles segundo Treiber et al. 

(2005). Letras diferentes mostram diferença ao longo dos meses pelo teste de Newman-Keuls dentro 

dos grupos (minúsculas para o NIT- e maiúsculas para o NIT+), asteriscos mostram diferença pelo teste 

T entre os grupos NIT+ e NIT- (p<0,05). 

O proxie MIRG teve diferença significativa entre os grupos nos meses de junho (NIT-: 3,92 ± 

1,34 e NIT+: 2,01 ± 0,36) e novembro (NIT-: 7,64 ± 3,00 e NIT+: 13,11 ± 2,34), sendo que em 

junho os valores em NIT+ foram significativamente menores e, em novembro, 

significativamente maiores. Quanto às comparações por tempo dentro dos grupos, em NIT- 

houve diferença entre os meses de junho e julho comparados a novembro. No grupo NIT+ 

houve diferença entre todos os meses comparados a junho e novembro (figura 3.7).  
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Figura 3.7. Gráfico com médias e erro padrão dos níveis do proxie MIRG de cavalos Mangalarga 

Marchador ao longo de 5 meses de dieta hipercalórica. O grupo NIT+ corresponde a 4 animais que 

apresentaram marcação para 3-nitrotirosina lamelar após 5 meses de dieta hipercalórica e o grupo NIT- 

corresponde a 5 animais que não apresentaram marcadores de estresse oxidativo/nitrosativo lamelar. As 

linhas pontilhadas horizontais no gráfico se referem aos limites dos quintiles segundo Treiber et al. 

(2005). Letras diferentes mostram diferença ao longo dos meses pelo teste de Newman-Keuls dentro 

dos grupos (minúsculas para o NIT- e maiúsculas para o NIT+), asteriscos mostram diferença pelo teste 

T entre os grupos NIT+ e NIT- (p<0,05). 

O proxie HOMA-IR apresentou diferença significativa entre os grupos NIT+ e NIT- nos meses 

de junho (NIT-: 2,12 ± 0,76 e NIT+: 0,72 ± 0,23) e agosto (NIT-: 4,43 ± 1,33 e NIT+: 8,02 ± 

1,74). Na avaliação estatística entre tempos dentro de cada grupo, o grupo NIT- teve um 

aumento significativo da média entre junho e julho, porém houve nova redução ao final do 

período experimental, sem diferença com os valores basais, o que não ocorreu com o grupo 

NIT+. No grupo NIT+ houve diferença entre o mês de junho comparado a todos os meses 

subsequentes (figura 3.8).  
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Figura 3.8. Gráfico com médias e erro padrão dos níveis do proxie HOMA-IR de cavalos Mangalarga 

Marchador ao longo de 5 meses de dieta hipercalórica. O grupo NIT+ corresponde a 4 animais que 

apresentaram marcação para 3-nitrotirosina lamelar após 5 meses de dieta hipercalórica e o grupo NIT- 

corresponde a 5 animais que não apresentaram marcadores de estresse oxidativo/nitrosativo lamelar. 

Letras diferentes mostram diferença ao longo dos meses pelo teste de Newman-Keuls dentro dos grupos 

(minúsculas para o NIT- e maiúsculas para o NIT+), asteriscos mostram diferença pelo teste T entre os 

grupos NIT+ e NIT- (p<0,05). 

O proxie QUICKI apresentou diferença entre grupos apenas no mês de junho, com maior média 

no grupo NIT+ (0,4091 ± 0,0246 e NIT-: 0,3448 ± 0,0219). Houve diferença ao longo dos 

meses em ambos os grupos, sendo que o grupo NIT- apresenta uma forma de curva, onde a 

média de junho não difere da de novembro, enquanto o grupo NIT+ apresentou redução da 

média em julho, o que se manteve até o final do período experimental, conforme mostra a figura 

3.9. 
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Figura 3.9. Gráfico com médias e erro padrão dos níveis do proxie QUICKI de cavalos Mangalarga 

Marchador ao longo de 5 meses de dieta hipercalórica. O grupo NIT+ corresponde a 4 animais que 

apresentaram marcação para 3-nitrotirosina lamelar após 5 meses de dieta hipercalórica e o grupo NIT- 

corresponde a 5 animais que não apresentaram marcadores de estresse oxidativo/nitrosativo lamelar. 

Letras diferentes mostram diferença ao longo dos meses pelo teste de Newman-Keuls dentro dos grupos 

(minúsculas para o NIT- e maiúsculas para o NIT+), asteriscos mostram diferença pelo teste T entre os 

grupos NIT+ e NIT- (p<0,05). 

Curvas de Glicose 

Não houve diferença entre os grupos NIT+ e NIT- em nenhum dos tempos. Dentro do grupo 

NIT+ houve diferença das curvas entre os meses de junho e agosto e entre agosto e novembro, 

enquanto no grupo NIT- houve diferença entre todos os meses (figura 3.10). 
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Figura 3.10. Gráficos com médias e erro padrão das curvas de glicose resultantes do teste de baixa dose 

de glicose oral (TBDGO) de cavalos Mangalarga Marchador após 0 (junho), 90 (agosto) e 150 

(novembro) dias de dieta hipercalórica. O grupo NIT+ corresponde a 4 animais que apresentaram 

marcação para 3-nitrotirosina lamelar após 5 meses de dieta hipercalórica e o grupo NIT- corresponde 

a 5 animais que não apresentaram marcadores de estresse oxidativo/nitrosativo lamelar. Letras diferentes 

mostram diferença ao longo dos meses pelo teste de Newman-Keuls dentro dos grupos (p<0,05). 

Curvas de insulina 

Houve diferença entre os grupos no mês de junho nos tempos 60 (NIT-: 21,77 ± 15,29 e NIT+: 

10,32 ± 5,23) e 90 (NIT-: 24,99 ± 17,51 e NIT+: 12,34 ± 2,89), e no mês de novembro no tempo 

60 (NIT-: 38,76 ± 6,74 e NIT+: 64,43 ± 26,72). Dentro do grupo NIT- houve diferenças das 
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curvas entre o mês de junho comparado a agosto e novembro. Dentro do grupo NIT+ houve 

diferença entre as curvas dos 3 meses: junho, agosto e novembro (figura 3.11). 

 

Figura 3.11 Gráficos com médias e erro padrão das curvas de insulina resultantes do teste de baixa dose 

de glicose oral (TBDGO) de cavalos Mangalarga Marchador após 0 (junho), 90 (agosto) e 150 

(novembro) dias de dieta hipercalórica. O grupo NIT+ corresponde a 4 animais que apresentaram 

marcação para 3-nitrotirosina lamelar após 5 meses de dieta hipercalórica e o grupo NIT- corresponde 

a 5 animais que não apresentaram marcadores de estresse oxidativo/nitrosativo lamelar. A linha 

pontilhada representa o limite máximo do pico de insulina em animais sem desregulação insulínica 

(Durham et al., 2019). Asteriscos sinalizam diferença entre os grupos NIT+ e NIT- pelo teste T, letras 

diferentes nas legendas mostram diferença entre as curvas pelo teste de Newman-Keuls dentro dos 

grupos (p<0,05). 

Área sob a curva glicose 

Não houve diferença entre os grupos NIT+ e NIT-. O grupo NIT- apresentou diferença 

significativa entre os 3 meses, enquanto o NIT+ apresentou diferença apenas entre junho e 

agosto, e agosto e novembro, mas não houve diferença entre junho e novembro (figura 3.12). 
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Figura 3.12. Gráficos com médias e erro padrão das áreas sob a curva de glicose resultantes do teste de 

baixa dose de glicose oral (TBDGO) de cavalos Mangalarga Marchador após 0 (junho), 90 (agosto) e 

150 (novembro) dias de dieta hipercalórica. O grupo NIT+ corresponde a 4 animais que apresentaram 

marcação para 3-nitrotirosina lamelar após 5 meses de dieta hipercalórica e o grupo NIT- corresponde 

a 5 animais que não apresentaram marcadores de estresse oxidativo/nitrosativo lamelar. Letras diferentes 

mostram diferença ao longo dos meses pelo teste de Newman-Keuls dentro dos grupos (minúsculas para 

o NIT- e maiúsculas para o NIT+) (p<0,05). 

Área sob a curva insulina 

Houve diferença entre os grupos na área sob a curva do mês de junho (NIT-: 33711 ± 10346 e 

NIT+: 19839 ± 3048). Não houve diferença entre tempos no grupo NIT-, e no grupo NIT+ 

houve diferença entre os meses de junho e novembro, e agosto e novembro (figura 3.13). 
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Figura 3.13. Gráficos com médias e erro padrão das áreas sob a curva de insulina resultantes do teste de 

baixa dose de glicose oral (TBDGO) de cavalos Mangalarga Marchador após 0 (junho), 90 (agosto) e 

150 (novembro) dias de dieta hipercalórica. O grupo NIT+ corresponde a 4 animais que apresentaram 

marcação para 3-nitrotirosina lamelar após 5 meses de dieta hipercalórica e o grupo NIT- corresponde 

a 5 animais que não apresentaram marcadores de estresse oxidativo/nitrosativo lamelar. Asteriscos 

mostram diferença entre os grupos NIT+ e NIT- no referido mês pelo teste T, e letras diferentes mostram 

diferença ao longo dos meses pelo teste de Newman-Keuls dentro dos grupos (minúsculas para o NIT- 

e maiúsculas para o NIT+) (p<0,05). 

IGF-1 

O IGF-1 não apresentou diferença entre os grupos NIT+ e NIT-, porém apresentou diferença 

entre tempos apenas dentro do grupo NIT+, conforme ilustra a figura 3.14. 
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Figura 3.14. Gráficos com médias e erro padrão dos níveis séricos de IGF-1 livre de cavalos Mangalarga 

Marchador ao longo de 5 meses de dieta hipercalórica. O grupo NIT+ corresponde a 4 animais que 

apresentaram marcação para 3-nitrotirosina lamelar após 5 meses de dieta hipercalórica e o grupo NIT- 

corresponde a 5 animais que não apresentaram marcadores de estresse oxidativo/nitrosativo lamelar. As 

linhas pontilhadas horizontais nos gráficos se referem aos valores de referência de IGF-1 existentes para 

pôneis (Köller et al., 2016). Letras diferentes mostram diferença ao longo dos meses pelo teste de 

Newman-Keuls dentro dos grupos (minúsculas para o NIT- e maiúsculas para o NIT+) (p<0,05). 

No grupo NIT-, o IGF-1 apresentou correlação negativa com o peso, e correlação positiva com 

a circunferência de pescoço aos 25% do comprimento, o colesterol total, as frações HDL e 

LDL, os ácidos graxos livres. No grupo NIT+ apresentou correlação positiva com o escore 

corporal, o escore de pescoço, a ultrassonografia da base da cauda, a circunferência de pescoço 

aos 25% do comprimento, o colesterol total e suas frações, e triglicerídeos. Houve correlação 

negativa do IGF-1 com o proxie QUICKI e correlação positiva com a área sob a curva de 

insulina no grupo NIT+, mas não no grupo NIT-. A tabela 3.1 mostra os valores de r (pela 

correlação de Pearson ou Spearman) e o valor de p das variáveis que apresentaram correlação 

significativa em pelo menos um dos grupos. 

Tabela 3.1. Valores de r (Pearson ou Spearman) e p da correlação entre o IGF-1 sérico e as variáveis 

morfométricas e indicadores laboratoriais de desregulação insulínica de cavalos Mangalarga Marchador 

submetidos a dieta hipercalórica por 5 meses com estresse oxidativo/nitrosativo lamelar (NIT+) e sem 
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estresse oxidativo/nitrosativo lamelar (NIT-). UBC: ultrassonografia da base da cauda; pescoço 25: 

circunferência do pescoço aos 25% do seu comprimento; AUCins: área sob a curva de insulina. 

 Grupo NIT- Grupo NIT+ 

Variável 

correlacionada 

ao IGF-1 

r p r p 

Peso -0,6351 0,0002 0,2529 0,2561 

Escore 

corporal 
0,0004 0,9981 0,4833 0,0227 

Escore de 

pescoço 
0,1517 0,4235 0,5497 0,0080 

Pescoço 25% 0,3925 0,0319 0,4333 0,0440 

UBC 0,05968 0,7541 0,4532 0,0341 

Triglicérides 0,2809 0,1327 0,5082 0,0157 

Ácidos graxos 

livres 
0,4122 0,0236 0,3268 0,1377 

Colesterol 0,4185 0,0214 0,5598 0,0067 

HDL 0,4668 0,0093 0,439 0,0409 

LDL 0,5075 0,0042 0,7221 0,0001 

VLDL 0,2809 0,1327 0,5083 0,0157 

QUICKI 0,3106 0,2598 -0,6583 0,0277 

AUCins 0,2393 0,3892 0,6697 0,0280 

3.4 Discussão 

Vários estudos demonstraram íntima relação entre adiposidade regional e parâmetros 

indicativos de DI (Frank et al., 2006; Vick et al., 2007; Walsh et al., 2009; Pleasant et al., 

2013). No entanto, outros trabalhos evidenciaram que equinos obesos apresentam menor 

atividade antioxidante sanguínea (Pleasant et al., 2013) e aumento do estresse oxidativo de 

neutrófilos circulantes, mesmo sem DI (Salinas et al., 2020), reforçando que a obesidade, 
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independente da SME, causa um estado pró-inflamatório. Considerando que os animais do 

presente estudo não apresentaram diferença de escore corporal entre grupos, com animais mais 

pesados, inclusive, no grupo NIT-, o estresse oxidativo/nitrosativo lamelar pode ser um 

marcador mais específico dos desequilíbrios orgânicos causados pela SME. Outra observação 

interessante é que no presente estudo, apesar de não haver diferença significativa dos escores 

dos animais entre os grupos, foi possível observar um ganho de peso acelerado no grupo NIT+. 

Visto que todos os animais estavam submetidos às mesmas condições de dieta e exercício físico, 

este achado sugere que os animais NIT+, além de mais sensíveis ao estresse 

oxidativo/nitrosativo lamelar, apresentavam uma facilidade acentuada em atingir obesidade 

comparados aos NIT-. A altura dos animais de raças nacionais, como os indivíduos do presente 

estudo, está próxima da altura de pôneis perante a Fédération Équestre Internationale, por 

exemplo, que atualmente considera como limítrofe a altura de 148 cm (FEI, 2019). 

Considerando este padrão, o grupo NIT+ é formado apenas por pôneis, enquanto o NIT- teria 

cavalos e pôneis em sua composição, e, talvez por este motivo, os indivíduos de NIT+ ganharam 

peso (“easy keepers”) de forma acentuada. 

Ao longo dos meses os animais do grupo NIT+ apresentaram aumento do colesterol total e das 

frações HDL e LDL, o que não foi observado no grupo NIT-. Os achados do trabalho de Frank 

et al. (2006) se aproximam dos presentes resultados, onde os autores relataram aumento das 

frações HDL e VLDL em cavalos obesos com resistência insulínica, mas sem aumento de 

triglicérides ou colesterol total. No presente estudo não houve alteração ao longo dos meses nos 

níveis de triglicérides ao longo dos meses ou entre os grupos, o que discorda com outros 

trabalhos que encontraram relação entre hipertrigliceridemia e obesidade (Pleasant et al., 2013) 

e resistência insulínica (Treiber et al., 2006; Morgan et al., 2014). Elzinga et al (2016), 

relataram triglicérides e ácidos graxos não esterificados elevados em cavalos com SME 

comparados a animais controle, o que discorda dos presentes achados visto que não houve 

aumento de nenhum destes analitos ao longo dos meses ou entre grupos. Também em 

contraposição com o presente estudo, Valle et al. (2013) observaram aumento da trigliceridemia 

e do marcador de estresse oxidativo plasmático pentosidina em pôneis com SME. Ao contrário 

do que acontece da síndrome metabólica em humanos, os equinos não desenvolvem 

aterosclerose decorrente da dislipidemia, mesmo aqueles que chegam a idades tão avançadas 

quanto 50 anos (Ertelt et al., 2014). O colesterol nos equinos é predominantemente HDL, o que 

pode ser um dos fatores protetores às doenças cardiovasculares decorrentes da síndrome 
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metabólica (Frank, 2011; Ertelt et al., 2014). Considerando os resultados conflitantes na 

literatura, a dislipidemia não é um achado constante na SME e não pode ser considerada um 

método diagnóstico (Durward-Arkurst et al., 2019; Durham et al., 2019). Porém o número 

limitado de animais e o período consideravelmente curto de dieta e aquisição de adiposidade 

regional talvez não tenham permitido que alterações mais evidentes nos lípides fossem 

identificados.  

A frutosamina, usada como um marcador de glicosilação de proteínas e hiperglicemia crônica 

(Pattullo e Kidney, 2014), não apresentou diferença entre grupos ou ao longo dos meses. Em 

equinos, a frutosamina é elevada em animais com laminite endocrinopática ativa, porém falha 

em identificar animais com disfunção da pars média e pituitária ou desregulação insulínica sem 

sinais clínicos de laminite (Knowles et al, 2012; Knowles et al., 2014), o que concorda com os 

resultados. No estudo original (Ribeiro, 2017), houve aumento estatístico entre a média de 

frutosamina inicial e a mensurada nos dois meses seguintes. Porém, nos meses subsequentes 

não houve diferenças.  

Os valores de insulina em jejum do grupo NIT+ aumentaram significativamente a partir do 

quarto mês, o que não aconteceu no grupo negativo, demonstrando a desregulação insulínica 

nesse grupo. Os resultados do teste dinâmico de insulina, após ingestão de glicose, corroboram 

este achado na comparação entres grupos tanto na observação das curvas de insulina, como 

também na análise estatística da área debaixo da curva. O aumento da insulinemia observado 

como resultado ao TBDGO pode estar alinhado tanto com a redução da sensibilidade insulínica 

quanto com a resposta insulinêmica pós-prandial elevada observada em animais submetidos a 

dietas com alto teor de carboidratos (Bamford et al, 2016; Jacob et al., 2018; Durham et al., 

2019), o que não deixa de ser alarmante, visto que o excesso de insulina parece estar 

intimamente envolvido na fisiopatologia da laminite endocrinopática (Burns e Toribio, 2017; 

Jacob et al., 2018; Durham et al., 2019). Além disso, em várias espécies foi demonstrado que 

a insulina está envolvida na ativação de neutrófilos, ativando a quimiotaxia e estimulando a 

atividade de explosão oxidativa (oxidative burst) neutrofílica (Safranova et al., 2001; Okouchi 

et al., 2002; Walrand et al., 2004; Walrand et al., 2006; Holbrook et al., 2012), o que poderia 

justificar os maiores valores insulinêmicos encontrados no grupo NIT+.   
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Apesar das diferenças do comportamento da insulina entre os grupos, o comportamento da 

glicemia basal foi muito semelhante entre os grupos (fig. 3.4), aumentando nos meses iniciais 

e reduzindo em novembro. A glicose a partir de 150 mg/dl caracteriza diabetes associada à SME 

(Durward-Arkurst et al., 2019), o que não foi observado nos animais ao longo do estudo. Nos 

testes dinâmicos, a área sob a curva de glicose obtida pelo TBDGO aumentou aos 90 dias 

seguido pela redução aos 150 dias em ambos os grupos, o que seria um indicativo de que a 

insulina teria o mesmo comportamento, no entanto a área sob a curva de insulina do grupo NIT+ 

aumentou ainda mais aos 150 dias, mostrando que a secreção insulínica aumentou ou seu 

clearance reduziu, enquanto a glicose se manteve relativamente estável, o que poderia ser 

interpretado como uma redução da sensibilidade à insulina, visto que uma maior quantidade de 

insulina foi necessária para manter a glicose normal (Kahn, 1978), no entanto, como não foram 

realizados testes de administração intravenosos de glicose para eliminar o efeito das incretinas 

na insulinemia, não podemos afirmar que houve uma redução da sensibilidade insulínica 

periférica. Jacob et al (2018) relataram aumento da insulinemia e aumento da sensibilidade à 

insulina em animais não obesos submetidos a dieta com altas concentrações de carboidratos por 

7 semanas, enquanto Bamford et al. (2016) relataram redução da sensibilidade à insulina e 

aumento da resposta insulínica aguda à glicose em cavalos com obesidade induzida submetidos 

a dieta com alto teor de carboidratos por 20 semanas, mas não em animais obesos submetidos 

a dieta com alto teor de gordura. 

Considerando os valores de referência segundo Frank (2011), na relação G:I, ambos os grupos 

apresentaram sensibilidade insulínica normal inicialmente, com médias acima de 10. Ao longo 

dos meses ambos os grupos reduziram suas médias para valores entre 4,5 e 10, refletindo 

resistência insulínica compensada, e, ao final, o grupo NIT+ alcançou uma média de 3,890, 

indicativo de resistência insulínica descompensada (Frank, 2011), enquanto o grupo NIT- 

permaneceu com uma média de 7,692. Na literatura médica a razão glicose-insulina é utilizada 

na avaliação da resistência à insulina em mulheres com ovários policísticos (Legro et al., 1998; 

Ducluzeau et al., 2003). Em animais, há relatos da razão G:I apresentar correlação negativa 

com o escore corporal e a idade em equinos (Pratt-Phillips et al., 2010) e correlação negativa 

com o escore corporal e positiva com ciclicidade ovariana em elefantes (Morfeld e Brown, 

2017), reforçando sua utilidade na avaliação da desregulação insulínica, especialmente quando 

são realizadas coletas repetidas (Pratt et al., 2009). 
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O proxie RISQI apresenta no mês de junho valores médios do grupo NIT- dentro do quintile 3, 

enquanto os do grupo NIT+ estão dentro do quintile 5 (Treiber et al., 2005), o que indicaria 

uma sensibilidade à insulina superior do grupo NIT+ neste momento. Entre os meses de julho 

e outubro, ambos os grupos permaneceram com valores médios de RISQI dentro do quintile 1, 

porém, no mês de novembro, a média de NIT+ ficou no quintile 1 (3 animais no quintile 1 e um 

animal no quintile 3), enquanto a média de valores do grupo NIT- foi para o quintile 2 (3 animais 

no quintile 2, um animal no quintile 3 e um animal no um). Observando a variação ocorrida ao 

longo dos meses de acordo com os quintiles definidos por Treiber et al. (2005), ambos os grupos 

de animais sofreram uma redução na sensibilidade à insulina ao serem submetidos à dieta 

hipercalórica. Porém, ao final o grupo NIT+ apresentou pior sensibilidade à insulina que o 

grupo NIT-. Borer et al. (2012) relataram que os proxies RISQI e QUICKI foram capazes de 

distinguir pôneis com e sem histórico de laminite, apesar não terem sido acurados quanto aos 

valores de referência pré-estabelecidos. Considerando que no presente estudo os animais não 

apresentaram sinais clínicos de laminite, as mensurações repetidas podem ter refletido a fase de 

desenvolvimento de desregulação insulínica. 

O proxie MIRG apresentou valores basais em NIT- que se encaixam no quintile 3 (2 animais 

no quintile 2, e um animal em cada um dos quintiles: 3, 4 e 5), enquanto o NIT+ está dentro do 

quintile 1 (2 animais no quintile 2, 2 animais no quintile 1), mostrando que ambos os grupos 

inicialmente tinham baixa resposta insulínica aguda à glicose, porém o grupo NIT+ tinha a 

menor resposta. Ao longo dos meses ambos os grupos chegaram ao quintile 5, sendo que de 

junho para julho o grupo NIT+ pulou do quintile 1 para o 3. Previamente, na análise dos dados 

de todos os animais do presente estudo, este proxie foi correlacionado positivamente com 

valores radiográficos de distância de afundamento e ângulo palmar, o que significa que os 

animais com maior resposta insulínica aguda à glicose apresentaram mais alterações 

radiográficas de casco indicadoras de laminite (Ribeiro, 2017; Ribeiro et al., 2017b). Lewis et 

al. (2017) encontraram boa correlação do proxie MIRG e do escore corporal com a presença de 

um marcador genético presente em cavalos Puro-Sangue-Árabes com histórico de SME e 

laminite. Considerando o exposto, poderia-se considerar este proxie um bom indicador de 

laminite endocrinopática, no entanto é importante destacar a necessidade de estudos mais 

aprofundados, que levem em consideração o equipamento de mensuração da insulina e da 

glicose, e a raça dos animais estudados, visto que outros estudos relataram a baixa acurácia na 

avaliação da resposta insulínica utilizando este proxie (Borer et al.,212).  
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Quanto menor o valor de HOMA-IR, maior a sensibilidade a insulina (Treiber et al., 2005). Ao 

observarmos o gráfico, a falta de diferença entre os meses de junho e novembro no grupo NIT- 

é sugestiva de que houve uma adaptação mais eficaz à dieta, no que se refere à sensibilidade à 

insulina, o que não ocorre no grupo NIT+. Em humanos, o índice HOMA é utilizado na 

avaliação da resistência insulínica, e foi correlacionado a disfunção endotelial vascular em 

diabéticos (Kumari et al., 2014), hipertensão em crianças obesas (Pugno et al., 2017), 

adiposidade regional e hiperinsulinemia em adultos (Pourhassan et al., 2017), por exemplo. Em 

equinos este proxie, assim como os demais, são considerados bastante específicos, porém pouco 

sensíveis (Treiber et al., 2005), o que talvez seja a razão de haver poucos trabalhos que o 

utilizem ou procurem validá-lo para o diagnóstico da SME (Frank, 2011; Bertin e Laat, 2017). 

Os níveis de IGF-1 livre dependem da síntese das suas formas ligadas a proteínas IGFPB-1 e 

IGFPB-2, que é realizada no fígado e inibida pela insulina (Clemmons e Underwood, 1991; 

Lukanova et al., 2002). Estados mais insulinêmicos, que ocorrem na obesidade, por exemplo, 

estão relacionados a maior quantidade de IGF-1 livre, enquanto em indivíduos com resistência 

à insulina, como na diabetes tipo 2, possuem reduzidos níveis de insulina e IGF-1, e grandes 

quantidades de IGFPB (Clemmons e Underwood; Lukanova et al., 2002). O que justifica que, 

no caso da síndrome metabólica, a resistência à insulina é inversamente proporcional às taxas 

de IGF-1 (Sesti et al., 2005, Lam et al., 2010, Koegelenberg et al., 2016), sendo que o estresse 

oxidativo, a inflamação e a disfunção hepática têm um efeito de redução ainda maior sobre estas 

taxas (Koegelenberg et al., 2016). A correlação encontrada no grupo NIT+ entre o IGF-1 e dois 

indicadores de desregulação insulínica – proxie QUICKI e área sob a curva de insulina –, 

corrobora a relação deste hormônio com estados mais insulinêmicos. Portanto, considerando-

se os níveis de IGF-1 e comportamento da insulina no presente estudo, poderia-se sugerir que 

os animais não chegaram a desenvolver um estado de resistência insulínica tecidual, o que 

concordaria com a interpretação dos resultados do teste dinâmico (figura 3.11). No entanto, 

seria necessário realizar testes de tolerância à insulina para confirmar a resistência insulínica 

tecidual. Em equinos alguns achados sugerem que a laminite endocrinopática estaria 

relacionada a baixos valores de IGF-1 (Menzies-Gow et al., 2017; Meier et al., 2020), o que 

condiz também com o metabolismo deste hormônio e sua relação com a resistência à insulina.  

Talvez se os animais tivessem sido submetidos a dieta hipercalórica por um tempo mais 

prolongado, aqueles susceptíveis à SME poderiam ter desenvolvido laminite endocrinopática e 

provavelmente redução dos níveis de IGF-1. 
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Receptores de insulina e IGF-1 são relativamente específicos para seus ligantes, no entanto, em 

estados de hiperinsulinemia, a insulina se liga ao receptor de IGF-1 e vive-versa (Laviola et al., 

2007). Além disso, células que possuem receptores de IGF-1 e insulina simultaneamente 

apresentam receptores híbridos, nos quais tanto a insulina quanto o IGF-1 podem se ligar, com 

mais afinidade, em geral, para o IGF-1 (Soos e Siddle, 1989; Moxham et al., 1989; Slaaby et 

al., 2006; Laviola et al., 2007). No trabalho de Rahnama (2020) o IGF-1 causou a proliferação 

celular lamelar in vitro e a utilização de um anticorpo comercial bloqueador de receptor de IGF-

1 in vivo atenuou os efeitos da laminite induzida pelo clamp euglicêmico hiperinsulinêmico, 

mostrando a íntima relação deste hormônio com a fisiopatologia da laminite endocrinopática e 

concordando com as presentes evidências da atuação do IGF-1 na SME. Estudos recentes 

apontam para a possibilidade da atuação do receptor de IGF-1 na transição das células epiteliais 

para mesenquimais no casco (Burns et al., 2015; van Eps e Burns, 2019), um fenômeno que é 

bem conhecido no câncer e processo de metástase (Li et al., 2017), e que pode ser o responsável 

pela proliferação celular e falha de conexão das lâminas observados na laminite 

endocrinopática. É interessante destacar que o presente estudo traz informações sobre as 

alterações que ocorrem antes do pleno estabelecimento da desregulação insulínica, a partir de 

um delineamento experimental que se aproxima do curso natural do desenvolvimento da SME, 

portanto os níveis de IGF-1 crescentes no grupo NIT+ pode estar diretamente relacionado a 

alterações lamelares e susceptibilidade destes animais ao desenvolvimento de laminite. 

Em ambos os grupos estudados no presente trabalho houve correlação do IGF-1 com 

indicadores de adiposidade e lipoproteínas. Dados em seres humanos mostram que os níveis de 

IGF-1 livre podem estar correlacionados de formas diferentes com a adiposidade, de acordo 

com a adiposidade da população estudada, sendo encontrados valores negativamente 

correlacionados em pessoas obesas ou muito magras e positivamente correlacionados em 

pessoas com índice de massa corpórea moderada (Yamamoto e Kato, 1993; Lukanova et al., 

2002). Considerando que os animais iniciaram o período experimental com escore médio de 

2,8 e terminaram com um escore médio de 8,5, o aumento dos níveis de IGF-1 concorda com 

estes trabalhos. Como citado, possivelmente a redução dos níveis deste hormônio causada pela 

obesidade não foi observada porque não houve tempo suficiente de exposição à dieta 

hipercalórica para o desenvolvimento do estado de resistência à insulina tecidual.  
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Considerando a atuação anabólica da insulina, estimulando a formação de VLDL, síntese e 

estocagem de triglicérides e inibição da lipólise (Norris e Carr, 2013), a correlação entre IGF-

1 e obesidade, lipoproteínas e lípides plasmáticos seria esperada, no entanto a mesma não 

ocorreu de forma linear. No grupo NIT+ a correlação do IGF-1 ocorreu com maior número de 

variáveis, incluindo todas as frações de colesterol e os triglicérides, enquanto o grupo NIT- não 

apresentou correlação com triglicérides ou colesterol VLDL, e apresentou correlação negativa 

com o peso. Liang et al. (2016) correlacionaram o IGF-1 positivamente aos níveis de HDL e 

índice de massa corporal em crianças e adolescentes não diabéticos. Outro estudo correlacionou 

negativamente o IGF-1 aos níveis de colesterol LDL em crianças de baixa estatura, sugerindo 

que o primeiro possa interferir na regulação e metabolismo de colesterol, visto que crianças de 

baixa estatura e altos níveis de colesterol LDL têm maior risco de doença arterial coronariana 

na vida adulta (Zhao et al., 2019). El-Maaty et al. (2017) relataram correlação entre níveis de 

IGF-1 e razão circunferência torácica: altura de cernelha em éguas de policiamento, e 

observaram que animais obesos apresentavam maiores valores de IGF-1, triglicérides e razão 

glicose: insulina, o que sugere uma relação deste hormônio com o aumento da adiposidade e 

hipertrigliceridemia, mas não com desregulação insulínica. Homens sadios tratados com IGF-

1 apresentam redução dos triglicérides e colesterol, talvez por atuação sobre os receptores de 

insulina hepáticos (Oscarsson et al., 1995). Como pode-se observar, a interferência do IGF-1 

na lipidemia e colesterolemia foram documentados anteriormente, porém carecem de estudos 

que desvendem seus mecanismos e justifiquem a variedade de resultados descritos na literatura. 

Um dos possíveis limitantes na avaliação dos parâmetros clínico-laboratoriais dos animais do 

presente estudo foi a interferência da coleta das biópsias de casco no início e ao final do período 

experimental. Pois a liberação de adrenalina ou cortisol nos equinos, pelo estresse ou dor, reduz 

a sensibilidade à insulina (Frank et al., 2010; Tóth et al., 2010) e aumenta a liberação de ácidos 

graxos pelo tecido adiposo (Norris e Carr, 2013). É importante ressaltar, portanto, que os 

animais foram submetidos a anestesia local durante o procedimento e correto controle da dor 

após as coletas, e qualquer efeito adicional relativo ao procedimento foi sofrido por ambos os 

grupos, indistintamente. 

Em resumo, este estudo traz evidências que reforçam a maior susceptibilidade de alguns 

cavalos, especialmente os menores, ao desenvolvimento de desequilíbrios metabólicos 

decorrentes de uma dieta hipercalórica, sugerindo que o estresse oxidativo/nitrosativo lamelar 
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possa ser um marcador dessa susceptibilidade. Os indivíduos do grupo que apresentou 

marcação para nitrotirosina nas lâminas dos cascos (NIT+) apresentaram dislipidemia, um 

achado recorrente na síndrome metabólica equina, e apresentaram, de forma mais acentuada 

que o grupo sem estresse oxidativo/nitrosativo lamelar (NIT-), ganho de peso, aumento de 

adiposidade e aumento de indicadores de desregulação insulínica (aumento da insulinemia em 

jejum, aumento da área sob a curva de insulina, redução dos proxies G:I, RISQI e QUICKI e 

aumento do HOMA-IR). Valores elevados de IGF-1 apresentaram correlação com indicadores 

de desregulação insulínica no grupo NIT+ no presente estudo – área sob a curva de insulina e 

o proxie QUICKI –, porém estudos mais aprofundados sobre o papel deste hormônio na 

laminite endocrinopática e seu valor diagnóstico precisam ser elucidados. O IGF-1 

correlacionou-se positivamente também com marcadores de adiposidade e de dislipidemia em 

ambos os grupos, mas com maior número de variáveis no grupo com estresse 

oxidativo/nitrosativo lamelar. Considerando a atividade anabólica deste hormônio e sua 

interferência em processos metabólicos que envolvem a insulina descritos na literatura, mais 

estudos são necessários para elucidar sua atuação na síndrome metabólica equina. Os animais 

não apresentaram sinais de laminite ao longo do período experimental (Ribeiro, 2017), portanto 

as alterações encontradas podem ser consideradas significativas, visto que foram resultado 

apenas da dieta hipercalórica a qual foram submetidos. As diferenças entre os grupos com 

(NIT+) e sem (NIT-) marcação para nitrotirosina nos cascos é um indicativo de que o estresse 

oxidativo/nitrosativo lamelar pode ser um marcador da desregulação insulínica e da 

susceptibilidade dos equinos à laminite endocrinopática.   

3.5 Conclusão 

O desenvolvimento de estresse oxidativo/nitrosativo lamelar em equinos Mangalarga 

Marchador induzidos à obesidade por dieta rica em carboidratos não estruturais ocorreu em 

indivíduos de menor estatura (sujeitos à classificação de pôneis) e que apresentaram aumento 

de indicadores de desregulação insulínica, dislipidemia e elevação sérica de IGF-1 de forma 

significativa e mais acentuada. De forma interessante, esses mesmos equinos apresentaram, 

antes do oferecimento da dieta, sinais consistentes de maior sensibilidade à insulina como 

menor insulinemia basal, menor resposta insulêmica ao teste de glicose oral e melhores 

indicativos proxies quanto comparados ao grupo que não desenvolveu estresse 

oxidativo/nitrosativo lamelar. O IGF-1 se correlacionou com variáveis indicadoras de 
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desregulação insulínica e dislipidemia, especialmente no grupo de cavalos que apresentou 

estresse oxidativo/nitrosativo lamelar. Os resultados indicam que equinos mais susceptíveis a 

expressar disfunção insulínica e dislipidemia são mais propensos a apresentar estresse 

oxidativo/nitrosativo lamelar e alterações séricas de IGF-1, demonstrando que ambos os fatores 

podem ser relevantes na fisiopatologia do desenvolvimento da síndrome metabólica equina, 

podendo inclusive servir como biomarcadores. Os dados apresentados também reforçam a 

noção de que equinos mais baixos, neste estudo com altura de cernelha inferior a 140 cm, são 

mais propensos à síndrome metabólica   
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CAPÍTULO 4 - Mensurações histológicas e radiográficas de cascos de equinos com 

estresse oxidativo/nitrosativo lamelar pela indução experimental de obesidade 

Resumo 

Animais com laminite, e mesmo aqueles com síndrome metabólica ainda sem sinais clínicos de 

laminite, apresentam mudanças conformacionais no casco e alterações da relação casco-

falange. Neste capítulo, foram avaliadas radiografias de casco realizadas a cada 30 dias durante 

o período experimental e comparando-se os grupos NIT+ e NIT- conforme descrito nos 

capítulos anteriores. Também foram avaliados os aspectos histopatológicos lamelares antes e 

após o período experimental dentro dos grupos e entre os grupos estudados. NIT+ apresentou 

menores comprimentos de lâminas epidermais primárias e uma redução significativa das 

lâminas epidermais secundárias após a dieta, o que não foi observado em NIT-. As medidas 

radiográficas da distância de afundamento, um dos principais marcadores de laminite, se 

elevaram durante o tempo apenas em  equinos NIT+. Considerando as observações, é reforçada 

a prerrogativa de que existem cavalos naturalmente mais vulneráveis à laminite endocrinopática 

por síndrome metabólica, e que o estresse oxidativo/nitrosativo lamelar é parte deste processo 

patológico, podendo estar intimamente relacionado a mudanças histológicas e conformacionais 

do casco em animais submetidos a dietas altamente energéticas. 

Abstract 

Studies involving oxidative stress immunostaining in the horse's laminae have indicated that 

imbalances begin in the hoof before the onset of clinical signs of laminitis, which is a disease 

that can be fatal for horses. Understanding the pathophysiology of the laminitis prodromal phase 

allows its prevention, thus reducing economic and emotional stress to horse owners. In this 

study, 9 healthy horses were used, submitted to a high calorie diet for 5 months. Hoof 

radiographs were taken every 30 days during the experimental period and hoof biopsies were 

collected before the beginning and at the end of the experimental period. Hoof nitrotyrosine 

and superoxide dismutase immunostaining were evaluated and the animals were separated into 

groups according to the results: positive (NIT+) or negative (NIT-) for nitrotyrosine 

immunostaining. The groups had 4 and 5 animals, respectively. The NIT + group showed 

shorter lengths of primary epidermal laminae and a significant reduction in secondary epidermal 

laminae after diet, which was not observed in the NIT- group. Radiographic measurements of 
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the sinking, one of the main markers of laminitis, increased along the months only in NIT + 

horses. Considering the observations, the prerogative that horses are naturally more vulnerable 

to endocrinopathic laminitis due to metabolic syndrome is reinforced, and that lamellar 

oxidative stress is part of this pathological process, and may be closely related to histological 

and conformational changes of the hoof in animals submitted to highly energetic diets. 

4.1 Introdução 

A susceptibilidade à laminite endocrinopática é a consequência mais relevante da síndrome 

metabólica equina (SME), e seu diagnóstico é baseado no histórico do animal ou sinais clínicos 

de laminite somado a evidências de desregulação insulínica (Durham et al., 2019). No entanto, 

pouco se sabe sobre a fase prodrômica da doença, principalmente quando se considera que o 

modelo experimental de indução da laminite endocrinopática é feito por meio de 48h de 

hiperinsulinemia e causa laminite em todos os animais indistintamente (Asplin et al., 2007), 

enquanto a doença natural está sujeita a fatores epigenéticos, não acometendo a todos os 

indivíduos submetidos às mesmas condições (Treiber et al., 2006a, Treiber et al., 2006b; 

McCue et al., 2015). Mudanças conformacionais da relação casco-falange foram identificadas 

em animais obesos de raças predispostas à laminite endocrinopática (Magalhães et al., 2014; 

Magalhães et al., 2017), com ênfase para alterações na distância de afundamento da falange 

distal mesmo em animais sem qualquer sinal clínico ainda evidente, o que reforça o caráter 

silencioso do desenolvimento  dessa doença e a necessidade de conhecer sua evolução para 

tomar medidas preventivas precoces.   

Com base nos resultados do estudo anterior, que demonstraram que o estresse 

oxidativo/nitrosativo lamelar ocorreu exclusivamente no grupo de equinos que desenvolveram 

de forma inequívoca desregulação insulínica, dislipidemia e alterações séricas de IGF-1 quando 

comparados aos seus pares, o presente estudo tem como objetivo comparar alterações 

radiográficas e histológicas de casco em cavalos da raça Mangalarga Marchador que 

desenvolveram ou não sinais de estresse oxidativo/nitrosativo no tecido lamelar do casco após 

por 5 meses de dieta hipercalórica rica em carboidratos não estruturais. Espera-se, com isso, 

contribuir para o conhecimento acerca do período mais precoce de desenvolvimento da laminite 

endocrinopática decorrente da síndrome metabólica equina (SME). 

4.2 Material e métodos 
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Animais e dieta 

O projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Experimentação Animal (CEUA) da 

Universidade Federal de Minas Gerais, com o número de protocolo 49/2014. Foram utilizados 

9 equinos da raça Mangalarga Marchador, 4 machos castrados e 5 fêmeas, com idade média ± 

DP (desvio-padrão) de 48±5 meses, peso médio inicial ± DP de 316 ± 62,7 kg e escore de 

condição corporal (ECC) médio ± DP de 2,9±1. 

A dieta hipercalórica foi fornecida e calculada conforme o descrito no capítulo 2. Ao final do 

período experimental os animais apresentavam peso médio inicial ± DP de 402,77 ± 58,31 kg 

e escore de condição corporal (ECC) médio ± DP de 8,3±1. 

Biópsia de cascos 

Duas amostras de cascos foram coletadas dos animais segundo a metodologia descrita por 

Ribeiro et al. (2017), sendo a primeira amostra retirada do casco do membro torácico esquerdo 

antes do início da dieta experimental e a segunda, do membro torácico direito após 150 dias. 

48 horas após imersão em formalina, as amostras foram desidratas em álcool e processadas de 

forma rotineira para inclusão em parafina. Em seguida as amostras foram seccionadas 

transversalmente no micrótomo. Os cortes de aproximadamente 5 a 7 micrômetros de espessura 

foram alocados nas lâminas de vidro lapidada, sendo corados com hematoxilina – eosina (HE) 

e com o corante ácido periódico-Schiff (PAS) para a observação da integridade das lâminas 

dérmicas, epidérmicas e das células basais. As lâminas foram confeccionadas no laboratório de 

apoptose localizado no departamento de patologia geral do Instituto de Ciências Biológicas 

(ICB) pertencente à Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). 

Para avaliação histológica foi utilizado o software Pannoramic Viewer 2.0 for Windows (3D 

Histech kft., Budapeste, Hungria) que permite trabalhar com as imagens digitalizadas a partir 

das lâminas escaneadas pelo microscópio digital (3D Histech® localizado no Centro de 

Aquisição e Processamento de Imagens (CAPI) situado no Instituto de Ciências Biológicas da 

Universidade Federal de Minas Gerais. 
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Utilizando a metodologia empregada por Kawasako et al. (2009) e Karikoski et al. (2014) foi 

realizada a análise de histomorfometria e a categorização das lâminas, conforme descrito por 

Ribeiro (2017) e resumido a seguir.  

As lâminas epidermais primárias (LEP) e lâminas epidermais secundárias (LES) foram 

divididas em porções abaxial, intermédia e axial utilizando-se como referências 10% da lâmina 

primária mais próxima ao casco, 50% da lâmina primária e 40% da extensão final da lâmina 

primária mais próxima ao periósteo da falange distal, respectivamente. As análises foram 

realizadas utilizando-se 40x de magnificação para as LEP e 200x para as LES. 

Para a seleção das LEPs estudadas foi utilizado uma ferramenta de seleção aleatória presente 

no site http://www.randomizer.org/form.html após a numeração de cada uma. Foram então 

selecionadas 10 LEPs em cada corte e, dentro de cada LEP, foram selecionadas 30 LES 

distribuídas nas regiões axial, intermédia e abaxial, equitativamente selecionadas das 

superfícies esquerda e direita (5 lâminas de cada lado, em cada região). 

As LEPs foram mensuradas e classificadas quanto ao seu comprimento total e seu formato com 

as seguintes características: padrão (reto), curvo (com 2 ou mais curvas) e com bifurcações. E 

cada região da LEP foi classificada conforme o descrito a seguir: a região abaxial em padrão, 

cônico, afiado ou bifurcado; a região axial em padrão, afiado, bifurcado, com características 

proliferativas (células disqueratóticas ligadas ao tecido dérmico), separadas (com lise da junção 

das células epidérmicas com as lâminas dérmicas) ou queratinizadas. As LES foram avaliadas 

quanto ao seu comprimento nas diferentes regiões (axial, intermédia e abaxial) e sua 

conformação, com as seguintes classificações, padrão, cônico, em forma de clava, hiperplasia 

da camada suprabasal (HCS), bifurcada, fundida, separada e queratinizada.   

Radiografias de casco 

Foram realizadas radiografias látero-mediais dos membros torácicos dos animais antes do início 

(basal) e a cada 30 dias. Por meio da análise das imagens pelo software Metron Hoof® (Metron-

Hoof-Pro, versão 5.19) foram obtidas as seguintes medidas radiográficas de casco: distância 

entre os planos horizontais entre a banda coronária e o ápice do processo extensor da falange 

distal (afundamento), profundidade da sola (espessura da sola), ângulo da parede dorsal do 

casco (ângulo de casco), ângulo entre a superfície distal da falange e o solo (ângulo palmar) 
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distâncias entre as superfícies dorsais da falange distal e da parede do casco proximal (CF 

proximal) e distal (CF distal), porcentagem do suporte de casco (suporte de casco), ângulo da 

articulação interfalângica distal (Interf. Dist.), ângulo da articulação interfalângica proximal 

(Interf. Prox.), ângulo entre as superfícies dorsais da falange distal e da parede do casco 

(rotação) e a distância entre o ápice da falange distal com o ápice distal do tecido córneo 

(distância de breakover). Os dados obtidos pelo software foram analisados separadamente para 

o membro torácico direito (MTD) e esquerdo (MTE). A figura 4.1 ilustra as mensurações 

realizadas. 

 

Figura 4.1. Mensurações realizadas em cascos de membros torácicos os animais utilizados por meio do 

Software Metron Hoof Pro. 1: ângulo do casco, 2: ângulo palmar, 3: ângulo da quartela, 4: ângulo da 

articulação interfalângica proximal (Interf. Prox.), 5: ângulo da articulação interfalângica distal (Interf. 

Dist.), 6: eixo entre o casco e quartela, 7: suporte do casco, 8: breakover, 9: espessura da sola, 10: 

distância casco-falange proximal (CF proximal), 11: distância casco-falange distal (CF distal), 12: 

afundamento, 13: comprimento da falange média, 14: comprimento da quartela. Imagem adaptada de 

Drumond et al., 2016. 

Marcações imuno-histoquímicas de estresse oxidativo/nitrosativo lamelar 

Conforme descrito no capítulo 2, foram realizadas biópsias de casco antes e após o período 

experimental e imunohistoquímica para marcação de superóxido dismutase e nitrotirosina. Dos 

9 animais avaliados, 4 apresentaram marcação para nitrotirosina após 150 dias da dieta 

experimental. As demais amostras não apresentaram marcações para estresse 
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oxidativo/nitrosativo, tanto as testadas para nitrotirosina do início do período experimental 

quanto as testadas para SOD2 em ambos os momentos. Sendo assim os animais foram 

separados apenas em dois grupos, NIT+ e NIT-, para a realização das análises estatísticas.  

Análise estatística 

Os animais foram separados em grupos com (NIT+) ou sem (NIT-) marcação para nitrotirosina. 

Cada variável avaliada foi submetida ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk. O teste T foi 

usado para comparar os grupos NIT+ e NIT-, e comparar os momentos basal e final tanto das 

mensurações morfométricas histológicas quanto a incidência dos padrões histológicos das LEPs 

e LES. A variação das medidas radiográficas dentro de cada grupo ao longo dos meses foi feito 

por One Way ANOVA com pós teste de Newman-Keuls para comparação de pares dos 

momentos. As análises foram realizadas por meio do software GraphPad Prism 8®, sendo 

considerada diferença significativa quando p<0,05.    

4.3 Resultados 

Morfometria histológica 

O comprimento total da LEP foi significativamente diferente entre os grupos NIT+ e NIT- no 

tempo basal e no final. O menor comprimento do grupo NIT+ comparado ao NIT- pode ser 

observado na figura 4.2. 
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Figura 4.2. Gráfico com médias e erro-padrão do comprimento total das lâminas epidermais primárias 

(LEP) dos cascos de 9 cavalos Mangalarga Marchador submetidos a dieta hipercalórica por 5 meses, 

divididos em grupos NIT+ (4 animais com marcação para 3-nitrotirosina lamelar) e NIT- (5 animais 

sem marcação para 3-nitrotirosina lamelar), antes (junho) e após (novembro) o período experimental. 

Os símbolos * representam diferença (p<0,05) pelo teste T entre os grupos NIT+ e NIT-, em junho e 

novembro. 

As médias do comprimento da região intermédia da LES reduziram de junho para novembro. 

No entanto, houve diferença entre os momentos apenas dentro do grupo NIT+ (figura 4.3 e 

tabela 4.1). Os comprimentos das regiões axial e abaxial não tiveram diferença entre grupos ou 

entre tempos. 
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Figura 4.3. Gráfico com médias e erro-padrão do comprimento da região intermédia da lâmina epidermal 

secundária (LES) dos cascos de 9 cavalos Mangalarga Marchador submetidos a dieta hipercalórica por 

5 meses, divididos em grupos NIT+ (4 animais com marcação para 3-nitrotirosina lamelar) e NIT- (5 

animais sem marcação para 3-nitrotirosina lamelar), antes (junho) e após (novembro) o período 

experimental. O símbolo * representa diferença (p<0,05) pelo teste T entre os meses de junho e 

novembro no grupo NIT+. 

Na região abaxial da LEP a característica proliferativa das células foi significativamente menor 

no grupo NIT+ comparado ao NIT- antes do período experimental, porém no grupo NIT- esta 

característica reduziu significativamente após. Na comparação entre grupos, o formato afiado 

da região abaxial da LEP foi mais presente no grupo NIT+ após o período experimental e o 

formato separado foi mais presente no grupo NIT- após o período experimental (tabela 4.1). 

Tabela 4.1. Médias e desvios padrão da ocorrência de diferentes formatos histológicos na região abaxial 

das LEP (lâminas epidermais primárias) de 9 cavalos Mangalarga Marchador submetidos a 5 meses de 

dieta hipercalórica e divididos em grupos NIT+ (4 animais com marcação para 3-nitrotirosina lamelar) 

e NIT- (5 animais sem marcação para 3-nitrotirosina lamelar) nos tempos antes (junho) e após 

(novembro) o período experimental. Nas últimas 4 linhas estão presentes os valores de p nas 

comparações entre grupos e tempos respectivamente, com os valores menores que 0,05 destacados em 

negrito. 

    Padrão Afiada  Bifurcada Proliferativa Separadas  Queratinizadas 
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Antes Nit- 

Média 2,8 0,4 0,4 2 3,4 0 

DP 2,28 0,548 0,548 0,707 4,278 0 

Após Nit- 

Média 3 0,4 1 0,4 5 1,4 

DP 3,082 0,548 1,414 0,548 2,915 3,13 

Antes Nit+ 

Média 3,25 1,25 0,75 0,5 5,25 0 

DP 3,948 1,893 0,5 0,577 4,992 0 

Após Nit+ 

Média 5,5 1,75 0,5 0,5 1 0 

DP 3,512 0,5 1 1 1,414 0 

Valor de p 

em NIT+ x 

NIT- 

Antes 0,835 0,364 0,356 0,011 0,567 0,172 

Após 0,292 0,007 0,571 0,853 0,041 0,443 

Valor de p 

antes x após 

NIT+ 0,427 0,628 0,67 >0,999 0,152 0,147 

NIT- 0,91 >0,999 0,402 0,004 0,509 0,351 

Na região abaxial da LES houve redução significativa do formato padrão no grupo NIT+ 

comparando-se os tempos antes (junho) e após (novembro) a dieta hipercalórica. No grupo NIT- 

foi registrada significativa hiperplasia da camada suprabasal (HCS) após a dieta hipercalórica, 

característica ausente no tempo inicial (tabela 4.2). 

Tabela 4.2. Médias e desvios padrão da ocorrência de diferentes formatos histológicos na região abaxial 

das LES (lâminas epidermais secundárias) de 9 cavalos Mangalarga Marchador submetidos a 5 meses 

de dieta hipercalórica e divididos em grupos NIT+ (4 animais com marcação para 3-nitrotirosina 

lamelar) e NIT- (5 animais sem marcação para 3-nitrotirosina lamelar) nos tempos antes (junho) e após 

(novembro) o período experimental. Nas últimas 4 linhas estão presentes os valores de p nas 

comparações entre grupos e tempos respectivamente, com os valores menores que 0,05 destacados em 

negrito. 

  
Padrão Cônica Clava HCS 

Bifurcad

a 
Fundida Separada 

Queratini

zada 

Comprim

ento 

Antes 

Nit- 

Media 6,000 3,000 0,200 0,000 0,800 0,000 0,000 0,000 164,883 

DP 4,583 3,742 0,447 0,000 0,837 0,000 0,000 0,000 56,765 

Após 

Nit- 

Media 1,400 2,200 0,200 3,000 3,200 0,400 0,000 1,400 113,954 

DP 0,894 2,683 0,447 2,550 2,280 0,548 0,000 3,130 18,075 
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Antes 

Nit+ 

Media 7,333 4,250 0,000 0,000 0,250 0,000 0,000 0,000 162,184 

DP 2,309 4,193 0,000 0,000 0,500 0,000 0,000 0,000 37,745 

Após 

Nit+ 

Media 2,000 3,250 0,000 4,000 1,250 0,250 0,000 0,000 122,641 

DP 2,309 4,031 0,000 4,546 0,957 0,500 0,000 0,000 38,257 

Valor 

de p em 

NIT+ x 

NIT- 

Antes 0,662 0,651 0,407 
 

0,287 
   

0,938 

Após 0,606 0,652 0,407 0,687 0,157 0,685 
 

0,407 0,664 

Valor 

de p 

antes x 

após 

NIT+ 0,029 0,743 
 

0,129 0,114 0,356 
  

0,192 

NIT- 0,059 0,708 
>0,99999

9 
0,030 0,058 0,141 

 
0,347 0,092 

Na região intermédia da LES a média de ocorrência da forma de clava no grupo NIT+ após a 

dieta hipercalórica foi significativamente maior comparada ao grupo NIT- e também comparada 

à média do próprio grupo antes da dieta. No grupo NIT- a ocorrência de HCS aumentou e a 

forma padrão diminuiu na comparação entre tempos (tabela 4.3). 

Tabela 4.3. Médias e desvios padrão da ocorrência de diferentes formatos histológicos na região 

intermedia das LES (lâminas epidermais secundárias) de 9 cavalos Mangalarga Marchador submetidos 

a 5 meses de dieta hipercalórica e divididos em grupos NIT+ (4 animais com marcação para 3-

nitrotirosina lamelar) e NIT- (5 animais sem marcação para 3-nitrotirosina lamelar) nos tempos antes 

(junho) e após (novembro) o período experimental. Nas últimas 4 linhas estão presentes os valores de p 

nas comparações entre grupos e tempos respectivamente, com os valores menores que 0,05 destacados 

em negrito.  

  
Padrão Cônica Clava HCS 

Bifurcad

a 
Fundida Separada 

Queratini

zada 

Comprim

ento 

Antes 

Nit- 

Média 3,600 3,600 1,400 1,200 0,200 0,000 0,000 0,000 197,277 

DP 2,510 2,302 2,074 1,643 0,447 0,000 0,000 0,000 77,580 

Após 

Nit- 

Média 0,200 3,400 0,200 5,800 1,400 0,000 0,000 0,200 130,964 

DP 0,447 3,435 0,447 3,421 1,517 0,000 0,000 0,447 41,177 

Antes 

Nit+ 

Média 4,000 3,500 0,750 1,000 0,750 0,000 0,000 0,000 148,501 

DP 4,243 4,041 1,500 1,414 0,957 0,000 0,000 0,000 31,091 

Média 0,500 0,750 4,250 3,250 2,500 0,000 0,000 0,000 97,329 
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Após 

Nit+ 
DP 0,577 0,957 1,258 1,708 2,082 0,000 0,000 0,000 15,332 

Valor 

de p em 

NIT+ x 

NIT- 

Antes 0,864 0,964 0,617 0,853 0,287 
   

0,280 

Após 0,407 0,183 0,000 0,219 0,388 
  

0,407 0,169 

Valor 

de p 

antes x 

após 

NIT+ 0,153 0,234 0,012 0,089 0,177 
   

0,026 

NIT- 0,018 0,917 0,242 0,027 0,128 
  

0,347 0,130 

O grupo NIT- apresentou diferença entre tempos na ocorrência das características padrão, clava, 

HCS e bifurcada na região axial da LES, tendo a primeira reduzido e as demais aumentado após 

a dieta. Comparando-se a ocorrência da forma bifurcada na LES após a dieta, o grupo NIT- 

também apresentou média superior ao NIT+. A ocorrência de HCS no grupo NIT+ aumentou 

significativamente após o período experimental (tabela 4.4).   

Tabela 4.4. Médias e desvios padrão da ocorrência de diferentes formatos histológicos na região axial 

das LES (lâminas epidermais secundárias) de 9 cavalos Mangalarga Marchador submetidos a 5 meses 

de dieta hipercalórica e divididos em grupos NIT+ (4 animais com marcação para 3-nitrotirosina 

lamelar) e NIT- (5 animais sem marcação para 3-nitrotirosina lamelar) nos tempos antes (junho) e após 

(novembro) o período experimental. Nas últimas 4 linhas estão presentes os valores de p nas 

comparações entre grupos e tempos respectivamente, com os valores menores que 0,05 destacados em 

negrito. 

    Padrão Cônica Clava HCS Bifurcada Fundida Separada 
Queratini

zada 

Comprim

ento 

Antes 

Nit- 

Média 3,800 0,600 4,200 0,800 0,400 0,200 0,000 0,000 137,799 

DP 1,924 0,894 1,483 1,304 0,548 0,447 0,000 0,000 87,996 

Após 

Nit- 

Média 0,250 1,000 1,200 6,000 3,400 0,600 0,000 0,000 81,732 

DP 0,500 0,707 1,304 2,000 2,302 0,894 0,000 0,000 17,060 

Antes 

Nit+ 

Média 3,750 0,250 2,250 0,750 2,750 0,250 0,000 0,000 86,404 

DP 3,500 0,500 1,893 1,500 2,500 0,500 0,000 0,000 30,947 

Após 

Nit+ 

Média 1,000 0,750 1,250 6,000 0,500 0,750 0,000 0,000 85,872 

DP 0,816 0,500 1,893 1,414 0,577 1,500 0,000 0,000 39,312 

Antes 0,979 0,510 0,126 0,959 0,077 0,879 
  

0,307 
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Valor 

de p 

em 

NIT+ 

x 

NIT- 

Após 0,168 0,571 0,964 >0,999 0,046 0,857 
  

0,836 

Valor 

de p 

antes 

x após 

NIT+ 0,177 0,207 0,483 0,002 0,130 0,550 
  

0,984 

NIT- 0,009 0,455 0,009 0,001 0,022 0,397 
  

0,199 

Os dados referentes aos demais parâmetros da LEP não tiveram diferença significativa entre 

grupos ou tempos. 

Medidas radiográficas 

O suporte de casco do MTD foi significativamente menor no grupo NIT+ nos meses de agosto, 

setembro e outubro, enquanto no MTE a mesma diferença foi observada somente no mês de 

outubro. Ao longo dos meses a tendência das médias foi a redução, com diferença dentro dos 

grupos, conforme ilustra a figura 4.4. 

 

Figura 4.4. Gráficos com médias e erros padrão do suporte de casco do membro torácico direito (MTD) 

e esquerdo (MTE) de 9 equinos Mangalarga Marchador ao longo de 5 meses de dieta hipercalórica, 

divididos em grupos com (NIT+, 4 animais) e sem (NIT-, 5 animais) estresse oxidativo/nitrosativo 

lamelar. Letras diferentes representam diferença pelo teste de Newman-Keuls ao longo dos meses dentro 

dos grupos (letras minúsculas para NIT- e maiúsculas para NIT+), e asteriscos sinalizam diferença pelo 
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teste T entre os grupos NIT- e NIT+ no respectivo mês. Em todas as análises foi considerado 

significativo p<0,05.  

O ângulo da articulação interfalangeana distal foi significativamente menor no grupo NIT+ em 

quase todos os meses no MTD e MTE, exceto, apenas, nos meses de setembro e novembro no 

MTE (figura 4.5). 

 

Figura 4.5. Gráficos com médias e erros padrão do ângulo da articulação interfalangeana do membro 

torácico direito (MTD) e esquerdo (MTE) de 9 cavalos Mangalarga Marchador ao longo de 5 meses de 

dieta hipercalórica, divididos em grupos com (NIT+, 4 animais) e sem (NIT-, 5 animais) estresse 

oxidativo/nitrosativo lamelar. Asteriscos sinalizam diferença pelo teste T entre os grupos NIT- e NIT+ 

no respectivo mês (p<0,05). 

Na medida do ângulo de casco houve diferença entre os grupos NIT+ (50,74±3,82) e NIT- 

(46,03 ± 3,27) no MTE no mês de junho, e no MTD nos meses de setembro (NIT+: 54,51±4,68; 

NIT-: 46,67±3,02) e outubro (NIT+: 54,67±3,24; NIT-: 49,91±2,05), sendo as médias de NIT+ 
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maiores que no grupo NIT-. Houve diferença ao longo dos meses em ambos os membros, porém 

apenas no grupo NIT- (figura 4.6). 

 

Figura 4.6. Gráficos com médias e erros padrão do ângulo de casco do membro torácico direito (MTD) 

e esquerdo (MTE) de 9 equinos Mangalarga Marchador ao longo de 5 meses de dieta hipercalórica 

divididos em grupos com (NIT+, 4 animais) e sem (NIT-, 5 animais) estresse oxidativo/nitrosativo 

lamelar. Letras diferentes representam diferença pelo teste de Newman-Keuls ao longo dos meses dentro 

dos grupos (letras minúsculas para NIT- e maiúsculas para NIT+), e asteriscos sinalizam diferença pelo 

teste T entre os grupos NIT- e NIT+ no respectivo mês. Em todas as análises foi considerado 

significativo p<0,05. 

Quanto ao ângulo de rotação houve diferenças entre os grupos NIT+ e NIT- em nenhum dos 

membros. Houve diferença entre os meses dentro de ambos os grupos no MTE. No MTD não 

houve diferença entre meses em nenhum dos grupos (figura 4.7). 

 

Figura 4.7. Gráficos com médias e erros padrão do ângulo de rotação do membro torácico direito (MTD) 

e esquerdo (MTE) de 9 equinos Mangalarga Marchador ao longo de 5 meses de dieta hipercalórica 

divididos em grupos com (NIT+, 4 animais) e sem (NIT-, 5 animais) estresse oxidativo/nitrosativo 
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lamelar. Letras diferentes representam diferença pelo teste de Newman-Keuls ao longo dos meses dentro 

dos grupos (letras minúsculas para NIT- e maiúsculas para NIT+) (p<0,05). 

Não houve diferenças no break over entre os grupos NIT+ e NIT- em nenhum dos membros. 

No grupo NIT- em ambos os membros houve diferença entre os meses (figura 4.8). 

 

Figura 4.8. Gráficos com médias e erros padrão da distância de break over do membro torácico direito 

(MTD) e esquerdo (MTE) de 9 equinos Mangalarga Marchador ao longo de 5 meses de dieta 

hipercalórica divididos em grupos com (NIT+, 4 animais) e sem (NIT-, 5 animais) estresse 

oxidativo/nitrosativo lamelar. Letras diferentes representam diferença pelo teste de Newman-Keuls ao 

longo dos meses dentro dos grupos (letras minúsculas para NIT- e maiúsculas para NIT+) (p<0,05). 

Quanto ao afundamento, houve diferença entre os meses no grupo NIT+ do MTE, mas não nos 

demais. Não houve diferenças entre os grupos em nenhum dos membros (figura 4.9). 
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Figura 4.9. Gráficos com médias e erros padrão da distância de afundamento do membro torácico 

esquerdo (MTE) de 9 equinos Mangalarga Marchador ao longo de 5 meses de dieta hipercalórica 

divididos em grupos com (NIT+, 4 animais) e sem (NIT-, 5 animais) estresse oxidativo/nitrosativo 

lamelar. Letras diferentes representam diferença pelo teste de Newman-Keuls ao longo dos meses dentro 

dos grupos (letras minúsculas para NIT- e maiúsculas para NIT+) (p<0,05). 

No MTE houve diferença no ângulo palmar ao longo dos meses no grupo NIT-, mas não no 

NIT+ (figura 4.10). Não houve diferenças entre os grupos. 



138 

 

 

 

 

Figura 4.10. Gráfico com médias e erros padrão do ângulo palmar do membro torácico esquerdo (MTE) 

de 9 equinos Mangalarga Marchador ao longo de 5 meses de dieta hipercalórica divididos em grupos 

com (NIT+, 4 animais) e sem (NIT-, 5 animais) estresse oxidativo/nitrosativo lamelar. Letras diferentes 

representam diferença pelo teste de Newman-Keuls ao longo dos meses dentro dos grupos (letras 

minúsculas para NIT- e maiúsculas para NIT+) (p<0,05). 

As distâncias casco falange proximal e distal apresentaram diferenças entre meses no MTE, 

mas não entre grupos (figura 4.11). No MTD não houve diferenças. 
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Figura 4.11. Gráficos com médias e erros padrão das distâncias casco falange proximal e distal do 

membro torácico esquerdo (MTE) de 9 equinos Mangalarga Marchador ao longo de 5 meses de dieta 

hipercalórica divididos em grupos com (NIT+, 4 animais) e sem (NIT-, 5 animais) estresse 

oxidativo/nitrosativo lamelar. Letras diferentes representam diferença pelo teste de Newman-Keuls ao 

longo dos meses dentro dos grupos (letras minúsculas para NIT- e maiúsculas para NIT+) (p<0,05). 

O ângulo da articulação interfalangeana proximal apresentou diferenças ao longo dos meses no 

MTE no grupo NIT- (figura 4.12). No MTD não houve diferenças. 
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Figura 4.12. Gráfico com médias e erros padrão do ângulo da articulação interfalangeana proximal do 

membro torácico esquerdo (MTE) de 9 equinos Mangalarga Marchador ao longo de 5 meses de dieta 

hipercalórica divididos em grupos com (NIT+, 4 animais) e sem (NIT-, 5 animais) estresse 

oxidativo/nitrosativo lamelar. Letras diferentes representam diferença pelo teste de Newman-Keuls ao 

longo dos meses dentro dos grupos (letras minúsculas para NIT- e maiúsculas para NIT+) (p<0,05). 

A profundidade da sola sofreu alterações ao longo dos meses em ambos os grupos, em ambos 

os membros. Não houve diferenças entre os grupos (figura 4.13).   
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Figura 4.13. Gráficos com médias e erros padrão da profundidade da sola do membro torácico direito 

(MTD) e esquerdo (MTE) de 9 equinos Mangalarga Marchador ao longo de 5 meses de dieta 

hipercalórica divididos em grupos com (NIT+, 4 animais) e sem (NIT-, 5 animais) estresse 

oxidativo/nitrosativo lamelar. Letras diferentes representam diferença pelo teste de Newman-Keuls ao 

longo dos meses dentro dos grupos NIT+ e NIT- (p<0,05). 

As demais variáveis não apresentaram diferenças significativas. 

4.4 Discussão 

Sabe-se que as alterações lamelares observadas em animais com laminite endocrinopática 

provavelmente decorrem da expressão de sinalizadores inflamatórios, atuação de fatores de 
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crescimento e possivelmente a mudança do fenótipo das células epiteliais para mesenquimais, 

culminando na falha na conexão à membrana basal e às células vizinhas (van Eps e Burns, 

2019). E o estresse oxidativo, até então considerado irrelevante na fisiopatologia da laminite 

ligada à SME (Burns et al., 2011), atua como sinalizador do processo de transição de células 

epiteliais para mesenquimais, característico de estados inflamatórios crônicos, fibrose pulmonar 

e cancer (Cannito et al., 2010). Apesar da transformação em células mesenquimais na laminite 

não ser completa ou idêntica à observada em células tumorais, que adquirem invasividade e 

motilidade (Wang et al., 2013), alterações como alongamento e perda de adesão celular estão 

presentes na sua fisiopatologia (Patterson-Kane et al., 2018). A transição de células epiteliais 

para mesenquimais envolve a exposição progressiva a sinalizadores (fatores de crescimento, 

radicais livres, citocinas e hipóxia, por exemplo) que provocam a supressão da expressão de 

proteínas responsáveis pela conexão intercelular, como a E-caderina, beta-catenina e integrinas 

(Cannito et al., 2010), mecanismo similar ao observado na laminite (Black et al., 2017). 

Considerando os achados do presente estudo, poderia-se sugerir uma relação de causa e efeito 

entre as alterações metabólicas decorrentes da dieta hipercalórica e obesidade, a ocorrência do 

estresse oxidativo/nitrosativo lamelar e as alterações histológicas e radiográficas mais 

pronunciadas no grupo NIT+, indicando que estes animais estariam mais propensos ao 

desenvolvimento da laminite endocrinopática.  

A literatura descreve o alongamento das lâminas epidermais primárias e secundárias de cavalos 

submetidos ao modelo experimental de indução de laminite por insulina (de Laat et al., 2011; 

de Laat et al., 2012; Karikoski et al., 2014), no entanto não foi o observado no presente estudo, 

provavelmente por não refletir as alterações histológicas da fase clínica da laminite, mas ainda 

prodrômica, conforme o relatado por Ribeiro (2017) ao avaliar os resultados globais destes 

animais. A ocorrência de menor comprimentos da LEP e da região intermediária da LES no 

grupo NIT+, pode sinalizar que estas alterações lamelares iniciais causadas pela dieta 

refletiriam, talvez, em um quadro de laminite mais grave caso estes animais a desenvolvessem. 

Principalmente considerando-se também os achados radiográficos e os danos ao citoesqueleto 

causados pelo estresse oxidativo, prejudicando a arquitetura tecidual (Keshavarzian et al., 

2003).  

O grupo NIT+ apresentou redução do formato padrão na região abaxial da LES e aumento da 

HCS na região axial da LES na comparação entre tempos, mais formato afiado e menos formato 
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separado da região abaxial da LEP e mais forma de clava na LES intermédia comparado ao 

NIT- no momento final. O grupo NIT- teve aumento da HCS na região abaxial e redução do 

formato padrão e aumento de HCS e formato bifurcado na região axial da LES na comparação 

entre tempos. O formato bifurcado na região axial da LES também foi maior em NIT- 

comparado a NIT+ no momento final. A variabilidade de formatos obtidos em ambos os grupos 

concorda com os resultados de Kawasako et al. (2009), que estabeleceram as classificações 

utilizadas e relataram grande diversidade de formatos, resultante da junção entre LEP e LES, o 

que não teria significado clínico visto que os animais utilizados eram sadios.  

As alterações observadas quanto ao ângulo da articulação interfalangeana distal, ângulo de 

casco e suporte de casco podem ter sofrido vieses relacionados ao casqueamento realizado 

durante o período experimental. Já o afundamento, que não sofre interferência deste fator, 

apresentou um resultado significativo, com aumento de forma mais acentuada ao longo dos 

meses no grupo NIT+. Além disso, todos os animais apresentaram anéis divergentes nos cascos 

ao final do período experimental, refletindo modificações do estojo córneo como efeito da dieta 

(Ribeiro, 2017). Provavelmente os animais NIT+, apesar de não apresentarem claudicação 

(Ribeiro, 2017), sofreram mudanças nas relações entre o casco e a falange distal que os 

tornaram mais suscetíveis ao desenvolvimento de laminite endocrinopática comparado ao 

grupo NIT-. Trabalhos prévios demonstraram alterações radiográficas de cascos, como 

aumento do afundamento, em animais obesos mesmo sem claudicação ou sinais clínicos de 

laminite (Magalhães et al., 2014; Magalhães et al., 2017), e Mullard et al (2020) reportaram 

correlação negativa entre a distância casco-falange e razão altura: peso corpóreo em animais 

com claudicação. Como os animais do grupo NIT- também apresentaram alterações 

radiográficas ao longo dos meses, o presente trabalho reforça a influência negativa da dieta e 

obesidade na saúde dos cascos, porém demonstrando que alguns indivíduos são mais 

suscetíveis, o que pôde ser interpretado também a partir dos resultados de Meier et al. (2018) 

que submeteram pôneis com desregulação insulínica a um desafio de carboidratos por 18 dias, 

obtendo uma taxa de apenas 38% de animais com laminite dentro deste período.  

Alguns parâmetros radiográficos (afundamento, ângulo palmar, distância casco falange e 

articulação interfalangeana proximal) apresentaram diferenças apenas no membro torácico 

esquerdo. Este achado poderia estar relacionado à biópsia de casco inicial, que foi realizada no 

MTE em todos os animais. No entanto, nenhum dos animais apresentou sinais clínicos de 
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laminite ao longo dos meses do estudo (Ribeiro, 2017). Um período experimental mais longo 

poderia, provavelmente, diluir o possível efeito da biópsia de cascos.   

As alterações descritas neste capítulo corroboram com a hipótese descritas nos capítulos 

anteriores de que a marcação por 3-nitrotirosina nas lâminas dos cascos em parte dos animais 

estudados é resultado de uma maior susceptibilidade dos mesmos à SME e laminite 

endocrinopática, o que pode ser evidenciado por alterações mais acentuadas no grupo NIT+. 

Alterações radiográficas e histológicas mais evidentes e o desenvolvimento de laminite talvez 

fossem observados se a dieta se prolongasse por um período maior.   

4.5 Conclusão 

 Considerando equinos de mesma raça submetidos ao mesmo manejo e à mesma dieta 

hipercalórica rica em carboidratos estruturais, o estresse oxidativo/nitrosativo lamelar ocorreu 

no grupo que também apresentou de forma exclusiva perda da relação espacial entre estojo 

córneo e falange distal (aumento da distância de afundamento) e alteração morfométrica do 

tecido lamelar (redução do comprimento das lâminas epidermais secundárias). Tais achados 

indicam que o estresse oxidativo/nitrosativo lamelar é fator preponderante no desenvolvimento 

da laminite endocrinopática e que pode ser indicador de equinos com maior susceptibilidade a 

desenvolver esta doença em equinos submetidos a dieta hipercalórica.  
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Considerações Gerais 

As conclusões desta tese evidenciam o quão precoce e relevantes são as alterações que ocorrem 

no metabolismo de equinos submetidos a uma dieta desequilibrada, com excesso de energia e 

carboidratos não estruturais. Cavalos submetidos a indução de obesidade por meio desta dieta 

se comportaram de forma diferente perante o desafio. Quase metade destes animais 

desenvolveram estresse oxidativo/nitrosativo lamelar caracterizado pela imunomarcação com 

3-nitrotirosina ao final do período experimental. Provavelmente por uma relação de causa e 

efeito, estes mesmos animais apresentaram alterações de indicadores de desregulação insulínica 

e laminite endocrinopática mais acentuadas que os demais. Considerando o exposto, este 

trabalho contribui significativamente para a pesquisa da síndrome metabólica equina ao mostrar 

de forma pioneira a ocorrência de estresse oxidativo/nitrosativo lamelar associado à 

desregulação insulínica, levantar a possibilidade do envolvimento do estresse 

oxidativo/nitrosativo lamelar e do IGF-1 na fisiopatologia da síndrome metabólica e da laminite 

endocrinopática equina. Adicionalmente, verifica-se o potencial da utilização da 3-nitrotirosina 

lamelar e do IGF-1 sérico como indicadores de maior susceptibilidade de alguns indivíduos ao 

desenvolvimento de desequilíbrios metabólicos e alterações lamelares relacionadas à síndrome 

metabólica equina.    


