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Resumo

Em equinos, o desequilibrio da microbiota intestinal (disbiose) ¢ causa comum de célica, capaz
de desencadear resposta inflamatéria (sepse), que se nao controlada, pode evoluir para a
disfuncdo dos orgdos, resultando em laminite grave e até dbito. O Lithothamnium spp. € uma
alga marinha calcérea, que demonstrou propriedades anti-inflamatorias e antioxidantes em
estudos em animais de laboratorio e humanos. Com a hipotese de que a ingestao prévia dessa
alga reduz e retarda tais consequéncias, o objetivo foi avaliar os efeitos da suplementagdo com
Lithothamnium muelleri na resposta inflamatoria sistémica, na disfun¢do organica e no casco
em equinos submetidos ao modelo de laminite por oligofrutose. Foram utilizados 12 equinos
higidos, divididos em grupos controle e tratado. O grupo tratado recebeu Lithothamnium
muelleri (100 mg/kg PO BID), durante seis dias antes e nas 36 horas apos inducao de disbiose
e laminite por sobrecarga de oligofrutose (1g/kg PO durante 3 dias; e indugdo com 10g/kg PO
no quarto dia). Os animais foram avaliados clinica e laboratorialmente antes e nos tempos 0, 6,
12, 18 e 24 horas subsequentes a inducao. Bidpsias de casco foram realizadas nos tempos 0, 12
e 36 horas ap0s a inducdo, para avaliacdo histologica e imunomarcacao de calprotectina (CP+).
Os dados paramétricos foram submetidos a ANOVA em blocos ao acaso, seguida pelos testes
de Tukey e T de Student. Os dados ndo paramétricos foram analisados pelo teste de Friedman,
seguidos pelos testes de Dunn’s e Mann-Whitney. Os dois grupos apresentaram inflamagao
sistémica, disfungdo organica e consequente laminite. Contudo, no grupo tratado as alteragdes
ocorreram de forma mais amena e tardia. Em conclusdo a ingestdo prévia de L. muelleri foi
capaz de amenizar e retardar o inicio do quadro séptico, disfun¢do de 6rgdos e laminite em
equinos submetidos a modelo de sobrecarga de oligofrutose. Apesar de preliminares, os achados
demonstram o potencial da suplementacdo oral com Lithothamnium muelleri para controle da

resposta inflamatoria sistémica frente a uma disbiose intestinal em equinos.

Palavras-chave: Algas marinhas. Anti-inflamatdrio. Cavalo. Inflamacdo. Laminite.



Abstract

In horses, intestinal microbiota imbalance (dysbiosis) is a common cause of colic, capable of
triggering an inflammatory response (sepsis), which, if not controlled, can progress to organ
dysfunction, resulting in severe laminitis and even death. Lithothamnium spp. is a calcareous
kelp, which has demonstrated anti-inflammatory and antioxidant properties in studies in
laboratory animals and humans. With the hypothesis that the previous ingestion of this alga
reduces and delays such consequences, the objective was to evaluate the effects of
supplementation with Lithothamnium muelleri on the systemic inflammatory response, on
organic dysfunction and on the hoof in horses submitted to the oligofructose laminitis model.
Twelve healthy horses were used, divided into control and treated groups. The treated group
received Lithothamnium muelleri (100 mg / kg PO BID) for six days before and in the 36 hours
after induction of dysbiosis and laminitis due to oligofructose overload (1g / kg PO for 3 days;
and induction with 10g / kg PO in the fourth day). The animals were evaluated clinically and
laboratory before and at times 0, 6, 12, 18 and 24 hours after induction. Hoof biopsies were
performed at times 0, 12 and 36 hours after induction, for histological evaluation and
immunostaining of calprotectin (CP +). The parametric data were evaluated to ANOVA in
randomized blocks, followed by the Tukey and Student's T tests. Nonparametric data were
analyzed using the Friedman test, followed by the Dunn’s and Mann-Whitney tests. Both
groups had systemic inflammation, organ dysfunction and consequent laminitis. However, in
the treated group, the changes occurred more mildly and later. In conclusion, the previous
ingestion of L. muelleri was able to alleviate and delay the onset of septic conditions, organ
dysfunction and laminitis in horses submitted to an oligofructose overload model. Although
preliminary, the findings demonstrate the potential of oral supplementation with Lithothamnium

muelleri to control the systemic inflammatory response to intestinal dysbiosis in horses.

Keywords: Anti-inflammatory. Horse. Inflammation. Laminite. Seaweed.
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1. INTRODUCAO

A laminite ¢ uma doenga historicamente descrita como uma condi¢do inflamatéria do casco dos
cavalos que pode resultar na deformacao ou perda dos cascos. Apesar dos sintomas serem mais
evidentes nos membros toracicos, o que faz o equino acometido assumir uma postura tipica de
deslocamento de sua massa corpdrea para os pélvicos, essa enfermidade, excetuando casos de
traumas localizados, se desenvolve normalmente nos quatro membros dos equinos. Registros
gregos fornecem indicios da ocorréncia de laminite desde 350 aC, quando Aristoteles descreveu
quadros febris agudos e danos aos cascos associados a ingestdao de cevada. Ja Apsyrtus, em
330 aC, que se referia a laminite como “gota”, determinou que se tratava de uma doenca
multifatorial e recomendava a sangria, exercicios leves e a restricdo alimentar para o tratamento
(Wagner e Heymering, 1999). Apesar de dois milénios desde as primeiras referéncias, a
laminite continua sendo um desafio para médicos veterinarios, ferradores e cavaleiros, devido

a sua complexa fisiopatologia e necessidade de terapia multimodal (Belknap, 2017).

Tal complexidade se da, pois o casco ¢ uma porc¢ao do tegumento altamente especializada nos
equinos para sustentacao do peso e dissipacao das forgas de reagao do solo. A conexao do casco
com o esqueleto apendicular ¢ feita pelo aparato suspensor da falange distal (ASFD), sendo que
a laminite resulta na falha estrutural e funcional dessa estrutura (Pollitt, 2004). Tal condigao
compromete ndo sé a utilizacdo e a carreira dos cavalos, mas principalmente, o bem-estar dos
animais acometidos, promovendo perdas financeiras e emocionais significativas a todos os

envolvidos (Walsh e Burns, 2017).

Dentre as causas mais comuns de laminite, a relacionada aos quadros de sepse, sindrome da
resposta inflamatéria sistémica (SIRS) e disfun¢do de multiplos 6rgdos (MODS) ¢ a mais
desafiadora, devido a sua evolug¢do rdpida e consequéncias drasticas. Comumente essas
condicdes estdo associadas a doengas do trato gastrointestinal (TGI), pneumonia e metrite
(Annane et al., 2005; Manson et al, 2012). O tratamento da laminite relacionada a sepse (LRS)
se baseia na terapé€utica da causa primadria, € no controle da resposta inflamatoria sist€émica, no
suporte hidroeletrolitico € no estabelecimento precoce da crioterapia nos digitos. Contudo,
inimeros fatores, como peso, raca, idade, intensidade do insulto primario, disturbios
endocrinopaticos prévios, imunocompeténcia, entre outros, influenciam na susceptibilidade e

no grau de lesdo lamelar. Por isso a terapéutica da laminite pode ser tdo desafiadora.
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O Lithothamnium spp. ¢ uma alga marinha calcarea, classificada como composto bioativo, com
potencial anti-inflamatoério, antioxidante e imunomodulador. Varios estudos realizados em
humanos e animais de laboratério t€ém demonstrado que seu uso foi capaz de inibir o rolamento
de leucécitos induzido por LPS (Soares et al., 2012), reduzir a reabsor¢ao dssea e inflamagao
periodontal em ratos (Taddei et al., 2014), reduzir a dor e a rigidez articular em humanos com
osteoartrite grave (Frested et al., 2008; Frested et al., 2009) e em camundongos com artrite
(Costaetal., 2015). Mais além, existem relatos da supressao de polipos e reducao da inflamagao
intestinal em ratos em dieta com alta gordura (Aslam et al., 2010) e da prevencao do
desenvolvimento da doenga clinica e de mortalidade associada a doenga do enxerto contra o

hospedeiro em ratos transplantados com células halogénicas (Rezende et al., 2013).

O grupo EQUINOVA vem estudando terapias diversas para prevenir o infiltrado leucocitario e
danos no tecido lamelar (Lima, 2012; Junior, 2017) e promover melhorias biomecénicas (Paz,

2018) e a melhora do tecido cicatricial (Oliveira, 2019) no ASFD em equinos com LRS.

1.1. Hipotese e objetivos

Tendo em vista o potencial anti-inflamatorio do Lithothamnium spp. em outras espécies, a
hipotese do presente estudo ¢ que a suplementagdo da dieta com Lithothamnium muelleri
apresenta efeito anti-inflamatorio capaz de reduzir e retardar a resposta inflamatoria sist€émica
exacerbada, a disfuncdo de 6rgdos e as lesdes na jun¢ao dermo-epidérmica do casco dos cavalos

submetidos ao modelo de laminite por oligofrutose.

O objetivo principal foi de avaliar os efeitos do Lithothamnium muelleri no desenvolvimento
do quadro séptico e nas lesdes de casco em equinos com laminite induzida por oligofrutose. Os
objetivos especificos foram avaliar e comparar alteragdes clinicas, hematologicas, bioquimicas
e do tecido lamelar de equinos submetidos a laminite relacionada a sepse suplementados ou nao

por Lithothamnium spp.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Estrutura do casco

O casco ¢ uma por¢ao altamente especializada do tegumento, que foi adaptada para sustentacao
de peso e dissipagdo de forg¢as de reagao do solo. O tegumento ¢ composto pela hipoderme
(subcutaneo), derme e epiderme. A hipoderme faz a conexdo da derme a falange distal

adjacente, que na ranilha forma uma estrutura especializada, o coxim digital.

A derme ¢ a por¢do do tegumento altamente vascularizada e inervada, que se dobra na derme
parietal, formando as lamelas dérmicas primarias (LDP). Nos equideos existe adicionalmente
dobras na superficie das lamelas primarias, denominadas lamelas dérmicas secundarias (LDS).
Normalmente, ha aproximadamente de 550-600 LDP por casco e 150-200 LDS para cada LDP,
que fazem interdigitacdes com as lamelas epidérmicas primarias e secundarias, respectivamente

(Pollitt, 2004).

A epiderme se constitui no estojo corneo, que ¢ subdividido em estrato externo, estrato médio
(por¢do tubular), e estrato interno ou lamelar (Figural), sendo esse constituido pelas lamelas
epidérmicas primdrias (LEP) e secundarias (LES) (Goetz, 1987). O estrato externo deriva do

corio perioplo e o estrato médio da borda coronaria (Konig e Liebith, 2009), sendo que ambos

crescem no sentido distal (Parks, 2017).

Extrato externo (Perioplo)

Extrato médio (Corno coronario)

Extrato interno (Lamelar)

Figura 1: Aspecto proximal da parede dorsal do casco de cavalo adulto normal vista da superficie
interna. Observam-se as subdivisdes do estojo corneo em extratos externo, médio e interno. Adaptado
de Pollitt (2016a).
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O ASFD ¢ o anexo que conecta a FD a superficie interna da capsula do casco. Feixes de
coldgeno fortemente fixos ao cortex parietal da FD cruzam de forma alinhada a derme, e
inserem na membrana basal (MB) das células epiteliais basais lamelares (CEBL) como finos
ligamentos de colageno (Figura2). Como parte integrante do ASFD, estdo as CEBL e seu
citoesqueleto, que mantém fixagdo a MB, as CEBL vizinhas e as células parabasais da LES,
por meio de hemidesmossomos, desmossomos e zonas de adesdo (Figura3). A ruptura dos
anexos suspensivos da FD decorrente da laminite, variavelmente cursa com rotagdo e
afundamento da FD, o que incapacita e gera dor severa aos cavalos (Budras et al., 2009a; Budras

et al., 2009b; Pollitt, 2016b).

Lamela dérmica primaria
Lamela epidérmica primaria

Derme
sublamelar

Feixes de
colageno

Extrato
médio

Falange distal
Cortex parietal

Insergdo de feixes
de colageno

Filamentos de \
colageno anexos a W \
membrana basal i
lamelar

Figura 2: Diagrama dos feixes de colageno do aparelho suspensor da falange distal (ASFD) na regido
lamelar dorsal. Os feixes de colageno sdo fixos a superficie parietal da falange distal e cruzam a derme
sublamelar para inserir como filamentos na membrana basal lamelar. Adaptado de Pollitt (2016b).
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Eixo queratinizado da lamela
epidérmica primaria Células parabasais Zona de aderéncia

Desmossomos
Lamela

epidérmica
secundaria

Filamentos de actina e
zonas de aderéncia

Filamentos intermediarios de
queratina do citoesqueleto

Células epidérmicas

Filamentos de basais

colagenos do
ASFD

Membrana basal

Sitio de insergdo dos
ligamentos de colagenos

Figura 3: Diagrama das lamelas epidérmicas secundarias (a esquerda), das células epidérmicas basais
lamelares (CEBL) (a direita) e seu citoesqueleto, como parte integrante do aparato suspensor da falange
distal (ASFD). Adaptado de Pollitt (2016b, 2016¢).

2.2. Causas de laminite

O termo laminite descreve a consequéncia clinica e patologica de doengas que culminam na
falha do ASFD. As pesquisas das Ultimas décadas ampliaram a compreensado da fisiopatogenia
da laminite e permitiram diferenciar as situagdes clinicas em que ela ocorre. Atualmente as
principais formas de laminite sdo a relacionada a sepse, a endocrinopdtica, e a de sobrecarga
mecanica. A laminite relacionada a sepse (LRS) transcorre de doengas que cursam com
processos inflamatdrios sist€émicos, e sera discutida adiante. A laminite endocrinopatica esta
associada a desregulacdo da insulina, primdria a sindrome metabolica equina, associada a
disfung¢ao hipofisaria da pars intermédia ou secundaria a administragdo de corticosteroides. A
laminite por sobrecarga mecanica ocorre em condigdes dolorosas de um membro, como fratura
e infecg¢des sinoviais, em que o membro contralateral € sobrecarregado. Apesar das diferengas
fisiopatologicas dos eventos desencadeantes, ha uma convergéncia e progressdo para
desconexdo do epitélio lamelar e estiramento celular, mecanismos caracteristicos da falha do

ASFD na laminite aguda (Van Eps e Burns, 2019).

A integridade estrutural das lamelas parece depender da manuten¢ao do citoesqueleto celular e
da conexdo entres as CEBL e dessas com a derme subjacente. Dessa forma, entende-se que a

faléncia estrutural ocorre quando as forgas de estiramento entre o estojo corneo e a falange
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distal, ocasionadas pela massa corporea e a forca de reagdo do solo, superam a resisténcia do

ASFD, progressivamente enfraquecida por tais alteragdes celulares (Belknap, 2017). Portanto,

a evolucao da laminite depende da gravidade e extensdo do dano tecidual e do somatorio de

forgas que atuam no aparato suspensor (Van Eps e Burns, 2019).

2.3. Modelos de inducio de laminite

Diferentes condi¢des culminam na falha estrutural do ASFD e modelos de indug@o de laminite

permitem a melhor compreensdo dos mecanismos envolvidos (Tabela 1).

Tabela 1: Visao geral dos mecanismos fisiopatoldgicos propostos de laminite aguda nos
diferentes modelos de laminite. Adaptado de Katz e Bailey (2012) e Van Eps e Burns (2019).

Modelo .. Duragﬁ.o do ..
usado para Laminite Fisiopatologia desenv.() lVl.m ento At.wlfiilde C e I
induzir proposta ¢ primeiras enZlma.tl’ca. e Limitacoes Referéncias
laminite mudangas leucocitaria
laminares
Infiltracéo
leucocitaria Pollitt
lamelar em 32—72 (1996);
Carboidratos nio 24-40hs, ocorre h. MMP-2 ¢ o Pollitt e
Sobrecarga estruturais perdg da forma e MMP-9 Alta 1n’c1'den01a Daradka
de Amido chegam a0 IG, arranjo das ?EBL aumentam durante de col.lca e (1998);
promovendo e desconexao da a fase mortalidade. Johnson e‘t
disbiose, redugdo MB aguda. Expressao ;1‘1(1_998);
do pH 11’1minal, e génica de aﬁ zr(;)lsl(;.
consequentemente ADAMTS-4
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mucosa intestinal Simula situacdes
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Oligofrutos ada a arranjo das CEBL | aguda. MMP-14 r.esultar~1te da N(2OQ6), ;
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Preta provavgl molécula | arranjo das CEBL | aumentadas em 3 pelo excesso de Black et al.
que ativa PPRs. | e desconexdo MB hs. Infiltragdo . (2006);
leucocitéria CHO na dieta. | Faleiros et
lamelar durante a al. (2009).
fase de

desenvolvimento.
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némico- agao Soore da CEBL e | 1rado © laminite Asplin et
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23.1.

Modelo de laminite por sobrecarga de oligofrutose

O amido, juntamente com os frutanos, sdo os principais CHO nao estruturais de armazenamento

de gramineas de regides temperadas. Em regides com clima ideal, as gramineas podem

acumular até 50% do teor de matéria seca em frutano (Cairns e Longland, 1998). O modelo de

laminite por sobrecarga de oligofrutose (OF) simula a laminite resultante da ingestdo de

pastagem exuberante (French e Pollitt, 2004). A OF ¢ um oligossacarideo retirado da raiz de

chicdria, que contém residuos de monossacarideo conectados por glicosideos, com cadeia

terminais de B-(2-1) frutose. As ligacdes B-(2-1) evitam a hidrolise e digestao no TGI superior
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dos monogéstricos. Assim, a OF chega no IG totalmente disponivel para a fermentagdo em

acidos graxos de cadeia curta por bactérias do intestino grosso (Flickinger et al., 2003).

O protocolo de indugdo de laminite por sobrecarga de OF mimetiza o consumo didrio maximo
que poderia ocorrer em regides com boa producao de frutanos. As doses de 7,5, 10 e 12,5 mg/kg
foram testadas, sendo observado em todos os animais o desenvolvimento de quadro séptico e
laminite na dose de 10g/kg de OF. A incidéncia de choque séptico hipovolémico pode ser
reduzida por aclimatacao prévia a dieta com CHO soltveis por trés semanas (French e Pollitt,

2004; Van Eps e Pollitt, 2006).

A OF ¢ usada como substrato e desencadeia uma rapida proliferagdo de bactérias gram-positivas
(Streptococcus bovis, Streptococcus lutetiensis), com produgado de acido latico e brusca redugao
de pH (Milinovich et al., 2006; Milinovich et al., 2007; Milinovich et al., 2008). Além disso,
alteracdes degenerativas importantes na mucosa cecal e colonica sdo desencadeadas, resultando
na perda da barreira seletiva das células epiteliais intestinais (Krueger et al., 1986; Weiss et al.,

1998) e diarreia profusa é observada (Van Eps e Pollitt, 2006).

2.4. Laminite relacionada a sepse

2.4.1. Fisiopatogenia e epidemiologia

A laminite aguda pode ser consequéncia grave de inimeras causas de sepse em equinos. A
sepse ¢ um estado de inflamacgdo sistémica associada a uma infec¢do evidente. A sepse em
equinos decorre de diversas circunstancias como metrite, bronco e pleuropneumonia e de
disbiose ou condi¢cdes desvitalizantes no trato gastrointestinal (TGI), que incluem
duodenite/jejunite proximal, enterocolite, sobrecarga de grdo e obstrugdes estrangulantes
(Annane et al., 2005). Apesar da laminite ser uma das complicacdes mais significativas dessas

causas, sua incidéncia ndo é ainda bem conhecida.

Estudos e revisdes mostram a ocorréncia de laminite variando entre 2% e 4% em doengas
intestinais (Munoz et al., 2008; Rebiere, 2009) e cerca 11% em casos de diarreia aguda (Cohen
e Woods, 1999). De toda forma, a doenga do TGI ¢ provavelmente a causa mais comum de
laminite relacionada a sepse (LRS). Um estudo epidemiolédgico verificou que a laminite tinha

como causa primaria doencas do TGI em 54% dos casos, com correlacdo positiva com a
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intensidade dos quadros (Slater et al., 1995). Outros estudos relatam a célica cirargica (Hunt et
al., 1986), a diarreia aguda (Cohen e Woods, 1999) e a duodenojejunite proximal (Cohen, 1994)

como associadas a maior risco de ocorréncia da laminite aguda.

Além disso, a laminite pode estar associada a miopatias agudas, principalmente quando
acompanhada de lesdo renal. Nesses casos, a ruptura da membrana celular promove liberagao
de componentes intracelulares, que podem atuar como padroes moleculares associadas ao dano
(DAMPs). Tais moléculas sdo reconhecidas por receptores de membrana que desencadeiam
uma sinalizacdo inflamatoria para fagocitose de células mortas e reparagdo tecidual. A
circulagdo de produtos de tecidos lesionados e células mortas pode promover processo
inflamatorio em outros 6rgaos, incluindo a lamela dermal, o que provavelmente desencadeia a

laminite nestes casos (Manson et al., 2012).

2.4.2. Eventos da Sindrome da resposta inflamatdria sistémica/Sepse

A resposta inflamatoria observada nos modelos de indu¢do de laminite por sobrecarga de
carboidrato (CHO) e extrato de nogueira preta (BWE) se assemelham a sindrome da resposta
inflamatoria sistémica (SIRS)/sepse humana (Belknap et al., 2009). Normalmente um trauma
local ou infec¢@o ndo controlados, resultam na absor¢do sanguinea de moléculas, organismos
infecciosos e/ou detritos celulares. O reconhecimento de microrganismos invasores € de danos
teciduais ocorre pela identificagdo de moléculas especificas/padroes que se ligam e ativam
receptores de reconhecimento padrao (PPRs), como os receptores do tipo Toll-like (TLR) e
Nod, presentes em quase todas as células do organismo e que desencadeiam a sinalizagdo

inflamatoria (Hirsiger et al., 2012).

A cascata inflamatoria ¢ variavel de acordo com a viruléncia do patdégeno, com o tipo de
receptor acionado, com o grau de dano tecidual e com a presenca de coestimulagdo (Tizard,
2013a; Tizard, 2013b). A resposta imune precoce e agressiva, antes local, acaba ocorrendo em
todo o organismo (Bone et al., 1992; Hotchkiss e Karl, 2003), acarretando danos teciduais
generalizados e, consequentemente, disfungao e até mesmo faléncia de 6rgaos, como a falha do

ASFD no cavalo (Belknap, 2009).

O desenvolvimento de disfungdo de 6rgdos tem efeito sobre a sobrevivéncia de humanos com

sepse (Cecconi et al., 2018). Em equinos, a laminite parece ser a consequéncia comum de
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doengas complicadas pela inflamagao sistémica e parece ser uma forma de disfuncio de 6rgao-
alvo critica para a sobrevivéncia de cavalos adultos com sepse (Van Eps e Burns, 2019). No
entanto, a fisiopatogenia da sindrome da disfun¢do multipla de 6rgaos (MODS) ainda € pouco
compreendida e os critérios diagnosticos ndo sdo bem definidos, assim como para SIRS/Sepse

em equinos.

2.4.3. Eventos inflamatorios nas lamelas dérmicas

O casco ¢ uma extensao da pele, portanto os mecanismos de barreira fisica e biologica se
assemelham. Uma das aptiddes primdrias do tegumento ¢ a propriedade de reconhecer
moléculas padrdes associadas a patdogenos ¢ ao dano (PAMPs e DAMPs), e recrutar células de
defesa para impedir a invasdo por patdégenos e promover a reparagao tecidual (Bos e Luiten,
2009). Portanto, a ativacao de PRRs e dos receptores de moléculas inflamatérias nas células
imunes residentes e queratindcitos no casco (Figura 4), resulta invariavelmente em uma

resposta inflamatoria lamelar (Hotchkiss e Karl, 2003; Leise, 2017).

J PAMPs
o

Figura 4: Diagrama do provavel papel do sistema imune lamelar em casos de laminite relacionada a
sepse (LRS). Padrdes moleculares associados a patégenos (PAMPs), absorvidos do insulto primaério,
circulam no organismo e alcancam o tecido lamelar. As células residentes na derme lamelar e os
queratinocitos sdo ativados, promovem a sinalizacdo inflamatoria e, consequente, rolamento e adesdo
de leucdcitos ao endotélio. Macrofagos residentes, também podem secretar metaloproteinases (MMPs),
que degradam a matriz extracelular. Adaptado de Faleiros ¢ Belknap (2017).

Na SIRS/sepse, a migragdo de leucocitos para os tecidos € um fator inicial importante na lesao

inflamatoria que promove disfuncdo e falha de orgdos (Black et al., 2006). Com o
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desenvolvimento e avango de técnicas de biologia molecular, foi demonstrado nos modelos de
inducdo a laminite que a inflamacdo é componente do processo fisiopatolégico da LRS.
Mediadores inflamatoérios e influxo de leucocitos foram identificados nos estagios iniciais de
desenvolvimento, antes mesmo da apresentagdo clinica da laminite (Belknap et al., 2007; Black
et al., 2006; Fontaine et al., 2001; Faleiros et al., 2009; Noschka et al., 2009; Faleiros et al.,
2011). Imunohistoquimica utilizando anticorpo contra calprotectina (CP), uma proteina
especifica de neutrofilos e monocitos/macréfagos ativados, que também pode ser expressa por
células epidérmicas inflamadas e/ou sob estresse, raramente foi detectada nas lamelas de
cavalos saudaveis (Faleiros et al., 2009; Visser e Pollitt, 2011; Laskoski et al., 2010). Marcagdes
de leucécitos CP+ aumentaram na regido lamelar em 1,5 h (53 vezes), no inicio da fase de
desenvolvimento (151 vezes), e no inicio da claudicacao (106 vezes) de laminite induzida por
BWE (Figura$, Faleiros et al., 2009). A migra¢ao dos leucécitos através da matriz extracelular
das lamelas dérmicas em direcdo a MB das lamelas epidérmicas foi observada no inicio da fase
de desenvolvimento, o que parece iniciar a desestruturagdo e o dano tecidual, que culminam na
falha do ASFD. A marcacdo de CP+ nas CEBL (Faleiros et al., 2009) e a expressao de PPRs e
de genes inflamatorios foram identificados no inicio da claudicagdo (Grau Obel 1) (Leise et al.,
2015) e sustentam que o dano a jungdo dermo-epidérmica ¢ em consequéncia da emigragdo e
degranulacdo de leucdcitos, mas também exprime um papel critico das CEBL nos eventos que

levam a falha estrutural das lamelas na SRL (Leise, 2017).

Figura 5: Fotomicrografias de tecido laminar de cavalos com laminite induzida por extrato de nogueira
preta (BWE), mostrando a imunolocalizagdo da calprotectina (vermelho) nos grupos: controle (CON),
1,5 horas apos BWE (ETP), no inicio da fase de desenvolvimento (DTP, 3-4 horas ap6s BWE) e no
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inicio da claudicagdo (LAM, 10—12 horas ap6s 0 BWE). Observa-se um numero crescente de leucocitos
perivasculares no tecido laminar (comecando em ETP, setas pretas), ¢ ao redor dos vasos da derme
profunda em momentos posteriores (comecando em DTP, setas amarelas). A expressao epidérmica
intensa de calprotectina ¢ observada no LAM (setas azuis) em comparagdo com a coloragdo
insignificante no CON ou mesmo ETP e DTP (setas azuis), indicando que a migrag¢do leucocitaria
induziu inflamacao na epiderme. Barras de escala com 240 pm. Adaptado de Faleiros et al., 2009.

2.5. Apresentacio clinica da laminite relacionada a sepse

A laminite associada a quadros sépticos, como a duodenojejunite proximal, enterocolite, colicas
estrangulativas, broncopleuropneumonia e metrite, pode ocorrer em dias apos o inicio da
doenga primaria. Um aumento da frequéncia cardiaca comumente ¢ observado, mesmo com a
resolugdo do quadro inicial. A elevagdo da temperatura da muralha dos cascos € o pulso
latejante da artéria digital palmar podem preceder ou ocorrer concomitantemente com a
claudicacao. A incidéncia nos membros toracicos ¢ habitual, mas os quatro membros podem
ser acometidos. O inicio da claudica¢do na LRS ocorre frequentemente de forma aguda e ébvia

(Hunt, 1993).

A classificacdo da laminite pelo sistema de Obel ¢ normalmente usado para definir a gravidade
da claudicacdo. A classificacdo de Obel (1948) varia do: grau 1, em que o cavalo alterna e eleva
incessantemente os membros; grau 2, no qual o cavalo se move voluntariamente, mas com
evidente dificuldade de apoio em piso duro e um membro pode ser elevado sem dificuldade;
grau 3, em que o cavalo reluta em caminhar quando estimulado e resiste a tentativas de levantar
um dos membros; ao grau 4, no qual o cavalo recusa a se mover e levantar um dos membros

quando solicitado.

2.6. Terapias e prevencio direcionadas a laminite relacionada a sepse

Terapias especificas bem-sucedidas para laminite permanecem indefinidas. A prevencdo e
tratamento da laminite relacionada a sepse (LRS) se baseia na terapéutica da causa primaria, no
controle da resposta inflamatoria sistémica, no suporte hidroeletrolitico e no estabelecimento
precoce da crioterapia nos digitos. Contudo, inimeros fatores, como peso, raga, idade,
intensidade do insulto primario, disturbios endocrinopaticos prévios, imunocompeténcia, entre
outros, influenciam na susceptibilidade e no grau de lesdo lamelar. Por isso a terapéutica da

laminite pode ser tdo desafiadora (Van Eps e Burns, 2019).
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A maioria das terapias sdo direcionadas a prevencao dos casos de alto risco de laminite, assim,
os anti-inflamatorios nao esteroidais (AINEs) sdo os farmacos mais comumente utilizados,
variaveis com o curso da doenga. Na laminite em curso com inflamagao sistémica/sepse, o
flunixim meglumine (1 mg/kg IV SID) foi a medicagao de preferancia devido a alta eficacia no
controle da toxemia e mediagdo inflamatoria (Moore et al., 1986; Semrad et al., 1987; Jackman
et al., 1994). No entanto, recentimente, verificou-se que em processos sépticos associados a
disturbios gastrointestinais a utilizagao de flunixim pode nao ser interessante. Estudos revelaram
que a inibicdo da COX-1 atrasa mecanismos de reparo no intestino lesionado e diminui a
recuperagdo da mucosa jejunal com lesdo isquémica. Alteracdes nao encontradas na utilizagdo de
firocoxib (altamente COX-2 seletivo) (Campbell e Blikslager, 2000; Cook et al., 2009).
Adicionalmente, também foi observada redugdo da motilidade intestinal apos a administragao de

inibidores inespecificos da COX (Van Hoogmoed et al., 2000).

Segundo Laskoski et al. (2016), o estresse oxidativo pode desempenhar papel fundamental na
LRS por alteragdes gastrointestinais. Neste estudo, biomarcadores de estresse oxidativo foram
imunomarcados nas lamelas do casco de equinos que vieram a oObito por disturbios
gastrointestinais. Portanto, em casos de processos inflamatorios sist€émicos com risco potencial
de desenvolvimento de laminite, o uso de dimetilsuféxido (DMSO 20-50mg/kg SID) ¢
sustentado (Sullins et al., 2004; Dabareiner et al., 2005) devido a capacidade de eliminar
radicais livres de oxigénio quando administrado antes, durante e varias horas ap6s o insulto

(Ali, 2001) e sem apresentar complicagdes.

Por outro lado, em casos de laminite aguda a administracdo de fenilbutazona (2,2—4,4 mg/kg
IV SID) ¢ desejavel e indicada, pois fornece analgesia adequada e controla o possivel
desenvolvimento da dor neuropéatica (Driessen et al., 2010). Contudo, o uso de flunixim e
fenilbutazona, farmacos cicloxigenase (COX) ndo seletivos, ¢ limitado devido os efeitos
deletérios gastrointestinais. Neste contexto, o uso de inibidores mais seletivos COX-2 ¢
indicado para o tratamento da laminite por longo prazo (Yamaga et al., 2012; Cox et al., 2013;
Noble et al., 2012). Por conseguinte, o meloxicam (0,6 mg/kg IV SID) e o firocoxib (0,1 mg/kg
PO SID) fornecem seguranga e alivio da dor aceitdvel na laminite e sdo preferivelmente

empregados em tratamentos longevos (Divers, 2017).
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A crioterapia terapéutica digital é, comprovadamente, a unica terapia consistente capaz de
prevenir a laminite. Uma reducdo de dez vezes na incidéncia de laminite clinica foi vista em
cavalos com colite submetidos a crioterapia (Kullmann et al., 2013). Quando empregada em
casos potenciais ou na fase de desenvolvimento da laminite, a crioterapia digital foi capaz de
reduzir a inflamacao e a intensidade da lesdo lamelar na LRS (Van Eps et al., 2012; Van Eps et
al., 2014). O digito foi resfriado a temperaturas entre 3 e 8 °C por 48-72 horas, em modelos
experimentais (Van Eps e Pollitt, 2004; Van Eps e Pollitt, 2009a), mas a duragao do tratamento
¢ variavel. De modo preferencial, ¢ prudente prolongar a crioterapia por 24-48 horas apos a
resolugdo do quadro inflamatorio sistémico sem haver complicagdes deletérias (Van Eps e

Pollitt, 2017).

O grupo EQUINOVA estudou na ultima década diversas terapias para minimizar o risco
potencial da LRS (Lima, 2012; Jinior, 2017), promover suporte ao casco e conforto ao cavalo
com laminite (Paz, 2018) e potencialmente regenerar o ASFD (Oliveira, 2019). O emprego de
reparexina, um farmaco capaz de inibir a migracdo de neutréfilos em processos inflamatdrios
agudos, reduziu a expressdo de IL-1p e IL-6 e minimizou os sinais clinicos e danos lamelares
de cavalos induzidos a laminite por OF (Lima et al., 2013). Em outra estratégia, a leucoaférese
terapéutica foi capaz de reduzir da contagem sanguinea de células inflamatorias, os sinais de
sepse, o infiltrado leucocitario no casco, retardar a evolucao da lesdo lamelar e prevenir a
mortalidade de cavalos submetidos a0 modelo de sobrecarga com OF (Junior, 2017). Nesta
linha de pesquisa o grupo EQUINOVA pretende avaliar os efeitos anti-inflamatorios,

sistémicos e lamelares da alga marinha Lithothamnium spp.

2.7. Lithothamnium spp.

O Lithothamnium ¢ uma alga marinha vermelha, que se caracteriza pelo acimulo de minerais
da agua do mar nas folhas durante seu crescimento. O extrato ¢ obtido a partir das folhas que
se soltam e se depositam no fundo do oceano. As folhas sdo entdo separadas de materiais
estranhos, esterilizadas, secas e moidas, sob certificacao (Aslam et al., 2010). O Lithothamnium
spp. contém elevados teores de minerais, em especial o calcio e o carbonato de magnésio, que
se encontram na forma de cristais de calcite nas membranas celulares da alga. Além disso sdo
fontes de polissacarideos sulfatados, um componente com potencial bioativo (Faulkner, 2000;

Soares et al., 2012).
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2.7.1. Componentes e efeitos do Lithothamnium spp.

Polissacaridos sulfatados (PSS) de algas marinhas podem ser classificados como bioativos por
possuirem agao bioldgicas como efeitos anticoagulante, antioxidante, antitumoral, antiviral e
anti-inflamatorio (Jiao et al., 2011). Além disso, existem relatos de que a propria composi¢ao
mineral dessas algas também pode apresentar efeitos anti-inflamatorios e antioxidantes (King
et al., 2005; Henrotin e Aigner, 2005; Kurz, 2002; Frested et al., 2008; Frested et al., 2009).
Dessa forma, acredita-se as que propriedades anti-inflamatérias do Lithothamnium spp. advém

tanto de elementos minerais como do PSS.

Ja existem varias evidéncias cientificas dos efeitos benéficos da suplementa¢do por algas
vermelhas. O uso de Lithothamnium corallioides (2,4g SID, PO) reduziu a dor e a rigidez
articular de humanos com osteoartrite moderada a grave no joelho (Frested et al., 2008; Frested
et al., 2009). De modo geral, essa terapia apresentou melhores efeitos quando associada aos
AINEs na metade da dose, trazendo o beneficio de reduzir os efeitos colaterais, manter a
analgesia e melhorar significativamente a amplitude de movimento articular e a distancia
percorrida (Frested et al., 2009). Ademais, o L. muelleri (100mg/kg BID, PO) preveniu a
inflamacdo e hipernocicepcdo em camundongos com artrite (Costa et al, 2015). O
Lithothamnium spp. apresentou efeitos protetores na reabsorcao 0ssea induzida pelo movimento
ortodontico e doenga periodontal em ratos, ao reduzir a fungdo osteoclastica e a inflamagao
local (Taddei et al., 2014). Efeitos similares tém sido demonstrados pelo fornecimento de
minerais como manganés, selénio, magnésio, cobalto e zinco em humanos e animais (Shakibaei
et al., 1996; Sasaki et al., 1994; Gaby, 1999; King et al., 2005; Henrotin e Aigner, 2005; Kurz,

2002), apesar do mecanismo de a¢ao ainda ndo ser claro.

Efeitos anti-inflamatérios do Lithothamnium spp. foram demonstrados também em outros
orgaos. O fornecimento de Lithothamnium calcareum suprimiu a formacao de polipos no colon
de camundongos saudaveis (Adey e McKibbin, 1970) e foi capaz de reduzir pélipos associados
a inflamagdo gastrointestinal em ratos expostos a dieta rica em gordura (Aslam et al., 2010).
Efeito anti-inflamatorio dose dependente do Lithothamnium corallioides foi demonstrado in
vitro no cortex cerebral de ratos, por meio da reducdo na produ¢do de TNF- a e IL-1 B por

células da glia estimuladas por LPS (Ryan et al., 2011).
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Adicionalmente, o uso de L. muelleri demonstrou propriedades anti-inflamatorias e
imunomoduladoras ao prevenir o desenvolvimento da doenca clinica e a mortalidade associada
a doenga do enxerto contra o hospedeiro em ratos transplantados com células halogénicas. Uma
redugdo significativa de lesdes hepaticas e intestinais, de translocacao bacteriana e da produgao
de quimiocinas e citocinas pro-inflamatérias no intestino e figado de ratos
imunocomprometidos com a doenca foi observada com o uso de L. muelleri (Rezende et al.,

2013).

As propriedades especificas das fragdes ricas em polissacarideos do Lithothamnium spp. foram
estudadas. In vitro, o polissacarideo sulfatado de microalgas vermelhas foi capaz de inibir o
deslocamento de polimorfonucleares em direcdo a molécula quimioatraente padrdo e bloquear
parcialmente a adesdo a células endoteliais (Matsui et al., 2003). Soares et al. (2012)
demonstraram que fragdes de polissacarideo do Lithothamnium muelleri (10mg/kg IV) foram
capazes de inibir significativamente o rolamento de leuccitos, in vivo, induzido por LPS. E
sugerido que o mecanismo de agdo do Lithothamnium spp. € em parte, devido a inibi¢do do

recrutamento de células imunes em direcao a estimulos inflamatorios.

De modo geral, a teoria mais aceita sobre os efeitos bioldgicos das algas marinhas vermelhas ¢é
a imunomodula¢do induzida pelos polissacarideos sulfatados (Soares et al., 2012; Matsui et al.,
2003; Rezende et al., 2013; Chaves et al., 2013; Costa et al., 2015). As propriedades terap€uticas
sdo varidveis com os monossacarideos constituintes e as ligagdes existentes nos oligo e

polissacarideos (Courtois, 2009), e que a investigagdo deve ser mais aprofundada.
2.7.2. Toxicidade do Lithothamnium spp.

Ensaios de toxicidade aguda e subcronica foram realizados em ratos com Lithothamnium
calcareum na dose de 2000 mg/kg dose tnica e 1000 e 2000 mg/kg BID por 90 dias, sem se
observar alteragdes macro ou microscopica nos animais. No ensaio de toxicidade subcronica,
aumentos nas concentragdes sanguineas de creatinina, proteina total, albumina e célcio foram
evidenciados. Os autores desse estudo alegaram que o uso continuo deve ser realizado com
cautela e que avaliacdes toxicologicas e mais estudos sdo necessarios para o uso com seguranga
(Almeida et al., 2012). No mesmo estudo, os ensaios de gastroprotec¢ao verificaram que a dose

de 480 mg/kg foi capaz de reduzir as lesdes gastricas e aumentar o pH géstrico, ao passo que,
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as doses mais baixas (30 e 120 mg/kg) ndo induziram efeito protetor, mas ndo intensificaram

lesdes na mucosa gastrica, como o observado no uso de AINEs.

2.7.3. Protocolos de utilizagdo de Lithothamnium spp.

As recomendacdes de seu uso na forma de suplemento t€m sido feitas ainda com pouca base
cientifica. Em humanos com osteoartrite (OA) moderada a grave do joelho, o tratamento com
L. corallioides foi realizado na dose de 2400mg SID PO durante 12 semanas (Frested et al.,
2008; Frested et al., 2009). J4 em ratos com OA induzida, o tratamento de OA foi realizado
com L. muelleri na dose de 100 mg/kg BID PO durante 10 dias antes do desafio (Costa et al.,
2015). Em ratos transplantados, o L. muelleri foi administrado em concentra¢des de 1% da
dieta, iniciando no primeiro dia antes do transplante de esplendcitos em ratos, até o término

experimental com 20 dias (Rezende et al., 2013).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais e delineamento experimental

A metodologia experimental foi aprovada pelo Comité de Etica Sobre Experimentagdo Animal
da Universidade Federal de Minas Gerais CETEA/UFMG protocolo n® 281/2013. Foram
utilizados doze equinos higidos, sem raca definida, fémeas, com idade, peso e escore de
condicdo corporal médio de 10,5 + 5 anos, 430+41 kg, 5+1 (escala de 1 a 9), respectivamente.
As éguas apresentavam exames fisicos normais, sem historico prévio de claudicagao
relacionada aos cascos e em anestro. As éguas foram separadas individualmente, devidamente
identificadas e instaladas em baias individuais do Hospital Veterindrio da UFMG entre os meses
de junho e julho de 2015. Os animais foram previamente adaptados ao confinamento durante 1

semana, recebendo dieta exclusiva a base de feno de graminea (Cynodum sp.) € agua ad libitum.

A experimentacdo foi delineada em blocos ao acaso. Os animais foram aleatoriamente
divididos em grupo controle (n=6) e grupo tratado (n=6). O célculo de tamanho amostral foi
baseado em 95% de poder estatistico, significancia estatistica de 5%, tamanho da diferenga

entre as médias dos grupos de 60%, com desvio padrdo de 22% em torno da média.
Protocolo de administracio do Lithothamnium muelleri

Utilizou-se o extrato de algas marinhas de L. muelleri comercializados por Phosther Algamar
LTDA (Brasil) como um suplemento dietético (Vitalidade 50+). O produto ¢ registrado e
aprovado pela Agéncia de Vigilancia Nacional de Satde (numero 25.003,040502 / 97
6.2119.0001.001-1). O material bruto (neste estudo denominado como L. muelleri) foi doado
na forma de um granulado de concentrado de mineral marinho de coloracdo esbranquicada. De
acordo com a empresa, a alga foi lavada, sequencialmente, com agua da torneira e destilada
para remover o sal e todas as sujidades visiveis. Em sequéncia, foi moida e seca em forno

ventilado.

As éguas do grupo tratado receberam 50 gramas (100 mg/kg) de concentrado mineral marinho
(CMM - Phosther Algamar LTDA), em bisnagas via oral, duas vezes ao dia. O Lithothamnium
muelleri foi administrado preventivamente durante sete dias antes da inducao da laminite: trés

dias antes de iniciar a sensibilizacdo, nos 3 dias seguintes de periodo de sensibilizacdo e no dia
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de indugdo de laminite. A administragdo se manteve na dose e via até¢ 24 horas ap6s a indugao,

como representado na figura 6.

100mg/kg PO BID Lithothamnium muelleri

1g/kg
Oligofrutose

10g /kg .
Oligofrutose

Biopsia Biopsia Biopsia
Bioquimico e hemograma

Exame clinico

Figura 6: Fluxograma do fornecimento de Lithothamnium muelleri, protocolo de inducdo de laminite,
exame clinico, hemograma, bioquimico, bidopsia e necropsia de equinos sobrecarregados com
carboidratos.

3.2. Protocolo de inducido da laminite

A inducao de laminite foi realizada de forma semelhante em todos os animais, consistindo no
periodo de sensibilizagdo e indugdo. A sensibilizacdo foi realizada durante trés dias com a
administracao Unica diaria, via sonda nasogastrica, de 1g/kg de oligofrutose (Raftilose P95 —
Embrafarma Produtos Quimicos e Farmacéuticos Ltda) diluida em 3 litros de dgua. No quarto
dia, foi realizada a indugdo com 10g/kg de oligofrutose diluida e administrada no mesmo
volume de dgua e via de administragdo (Figura6). O protocolo de inducdo de laminite foi

baseado em relatos prévios (French e Pollitt, 2004; Van Eps e Pollitt, 2006).

Entre 30 e 36 horas apds a indugdo de laminite com sobrecarga de oligofrutose os equinos foram

eutanasiados, a fim de impedir o sofrimento devido ao severo quadro séptico que apresentaram.
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3.3. 3.3. Exame fisico geral

Os animais foram avaliados diariamente no periodo de adaptagdo, no periodo de sensibiliza¢ao
e nos tempos 0, 6, 12, 18, 24 horas p6és-inducdo (Figura 6), por um unico avaliador experiente,

a fim de evitar variagoes individuais.

As frequéncias cardiaca e respiratoria e a motilidade intestinal foram avaliadas por auscultagao,
durante 1 minuto. A frequéncia cardiaca foi aferida na area cardiaca esquerda. Alteragdes no
som cardiaco foram registradas quando presentes. A frequéncia respiratoria foi obtida por
ausculta do terco médio da traqueia. Alteragdes no ruido traqueal e no padrao respiratorio foram
registradas quando presentes. A progressdo, a frequéncia e a amplitude dos borborigmos
intestinais foram avaliadas nos quadrantes dorsal e ventral, direito e esquerdo. Os borborigmos
intestinais em cada quadrante foram classificados individualmente em auséncia de motilidade

(0), hipomotilidade intensa (1), hipomotilidade (2), normomotilidade (3) e hipermotilidade (4).

As mucosas oral e oculares foram avaliadas e classificadas como hipocorada (0),
normocorada/6sea (1), hipercorada/hiperémica (2), congesta (3), cianotica ¢ com presenga de
halo toxémico (4). O tempo de preenchimento capilar foi determinado apods pressionar a mucosa
gengival. As artérias digitais palmares e plantares foram avaliadas por palpacdo para identificar
a presencga e intensidade do pulso digital. A temperatura retal foi aferida utilizando termdmetro
digital. Alteragdes no padrao das fezes foram registradas quando presentes. Para andlise, a
consisténcia das fezes foi classificada como 0: auséncia de alteragdes; 1: pastosas; 2: fluidas; 3:

diarreia profusa.

A sensibilidade do casco dos membros toracicos foi testada utilizando pinga de casco para
pingamento da muralha e sola com aumento de pressao constante e gradual. A sensibilidade de
casco foi classificada como presente ou ausente. A claudicacdo foi avaliada de acordo com o
grau de AAEP, que varia de 0 a 5 (Tabela 2) e o grau de claudicag¢do por laminite avaliado
segundo Obel (1948) e varia de 1 a 4 (Tabela 3), observando os animais caminhando e ao trote

em piso de concreto plano, em linha reta e nas curvas (Lima et al., 2013).
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Tabela 2: Grau AAEP de claudicagdo em equinos.

Grau Sinais clinicos

Auséncia de claudicagdo perceptivel em quaisquer circunstancias (suportando peso, em circulo,

0 L .
em superficie inclinada, em superficie dura).

1 Claudicagdo dificil de observar ou inconsistente, independente das circunstancias.

) Claudicagao dificil de observar ao passo e trote em linha reta, mas sempre aparente e consistente
sob certas circunstancias.

3 Claudicag@o sempre observavel ao trote em todas as circunstancias.

4 Claudicag@o 6bvia ao passo, com marcadas alteragdes de altura de cabega ¢/ou garupa e no arco
da passada.

5 Claudicagdo intensa que reduz o apoio de peso em movimento ou mesmo em repouso ou

representa a incapacidade de se mover.

Tabela 3: Grau Obel de laminite em equinos (Obel, 1948).

Grau Sinais clinicos

O cavalo troca apoio dos membros tordcicos de forma constante, em frequéncia acima do
esperado.

O cavalo move-se ao passo voluntariamente ou quando solicitado, mas com evidente dificuldade
2 de apoio em piso duro.
Um membro pode ser levantado sem dificuldade.

O cavalo apresenta relutincia em caminhar quando estimulado e resiste vigorosamente as
tentativas de se levantar um dos membros.

O cavalo se recusa vigorosamente em movimentar quando estimulado ou conduzido ao cabresto
e a levantar qualquer um dos membros quando solicitado.

3.4. Hematologia e Bioquimico Clinico

A avaliacao hematoldgica e da concentragao de proteinas e enzimas sanguineas foi realizada no
periodo de fornecimento de Lithothamnium, de sensibilizagdo e nos tempos 6, 12, 18, 24 horas
p6s-indugdo (Figura6). A coleta de material bioldgico ocorreu imediatamente apos afericao dos
parametros clinicos. A venopunc¢do da jugular foi realizada em todos os momentos com o uso
de um sistema de coleta a vacuo (vacutainer) e o sangue acondicionado em frascos sem
anticoagulante ou com 4cido etileno-diamino-tetracético (EDTA). As amostras foram
homogeneizadas 20 vezes lentamente e permaneceram 3 minutos em descanso em temperatura

ambiente, sempre protegidos da luz. Imediatamente apo6s, as amostras com EDTA foram
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homogeneizadas lentamente por 5 minutos a 14 RPM (PHOENIX®) e as amostras sem

anticoagulante centrifugadas por 6 min a 3400 RPM (COMBATE - CELM®).

Para determinagdo do volume globular (VG) e da concentragdo de fibrinogénio (FIB) foi
realizada a centrifugagdo de dois tubos de micro hematdcrito durante 5 min a 3500 RPM. Apos
a leitura do volume globular por meio de escala de referéncia (CELM®), a concentragdo de
proteina plasmatica total (PT) foi determinada por refratometro. O FIB foi determinado por
métodos de coagulacdo. O segundo tudo de micro hematocrito foi mantido em banho-maria a
56°C por 3 minutos e novamente centrifugado. A PT foi novamente aferida por refratdmetro.

A diferenga obtida entre a PT pré e pos-processamento indicou o FIB.

A contagem das células sanguineas e plaquetas foi realizada em aparelho automatico através da
técnica de impedancia elétrica (ABACUS JUNIOR VET - DIATRON®). A contagem
diferencial dos leucécitos foi realizada em esfregacos sanguineos corados com pandptico de
hematoxilina-eosina, avaliando 100 leucocitos. Alteragdes celulares quando encontradas foram
registradas. A presenca de neutro6filos toxicos foi classificada como, 0: auséncia de neutrofilos
toxicos; 1: presenca consideravel de neutrdfilos toxicos; 2: intensa presenca de neutrofilos

toxicos; 3: quase a totalidade dos neutrofilos com toxicidade.

Os ensaios bioquimicos foram realizados pelo sistema de identificacao por espectrofotometria
em analisador automatizado (COBAS MIRAGE-ROCHE DIAGNOSTIC SYSTEM®).
Utilizou-se kits comerciais especificos (Kovalent®) para determinar as concentracdes séricas
de glicose (GLI), ureia (URE), creatinina (CRE), aspartato aminotransferase (AST), alanina
aminotransferase (ALT), gama glutamiltranspeptidase (GGT), fosfatase alcalina (FA), proteina
sérica total (PST), albumina (ALB), bilirrubina total (BT) e bilirrubina direta (BD). Os niveis
séricos de globulina (GLO) e bilirrubina indireta (BI) foram determinados pela diferenca entre
as concentragdes séricas de PST e ALB e pela diferenca entre BT e BD, respectivamente. Em
todos os momentos os tubos de amostra sem anticoagulante e eppendorfs foram mantidos
protegidos da luz para ndo promover alteracdes na bilirrubina fotossensivel. Amostras de soro
foram acondicionadas em nitrogénio liquido por 1 semana e entdo devidamente transferidas e

mantidas em freezer a -80°C.
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3.5. Determinacio de SIRS/Sepse

A ocorréncia de SIRS/Sepse foi determinada pela presenca de dois ou mais parametros
alterados, com base na tabela 4, nos equinos com sinais indicativos de lesdao ou infec¢ao, como
exemplo a diarréia. Os equinos foram classificados com SIRS ou sepse ao apresentarem dois
ou mais parametros alterados na auséncia ou suspeita de infec¢do, respectivamente (Barton e

Peroni, 2018).

Tabela 4: Critérios de diagnostico para SIRS/sepse em cavalos adultos (Barton e Peroni,
2018).

Parametro Critério
Temperatura retal >38,5°Cou<37°C
Frequéncia cardiaca > 52 batimentos / min
Respiratorio > 20 respiragdes/min ou PaCO »<32 mm Hg
Contagem de globulos > 12.500 células / pL ou <5000 células / pL ou >
brancos 10% de neutréfilos imaturos

PaCO »: pressdo parcial de didxido de carbono no sangue arterial.
SIRS: dois ou mais parametros alterados na auséncia de infecgao.
Sepse: dois ou mais parametros alterados na presenca de infecgao.

3.6. Biopsia de casco

As biopsias do estrato lamelar do casco dos equinos foram realizadas, de acordo com descrigao
prévia (Junior, 2017) no TO basal e nos tempos T12, T36 horas pés-indugdo de laminite (Figura
7). As amostras foram coletadas individualmente de cada casco nos determinados tempos,
seguindo a sequéncia de membro pélvico esquerdo (TO - controle), pélvico direito (T12) e
membros tordcicos (T36). Para a realizacdo do procedimento, os animais foram sedados com
detomidina 0,1 pg/kg pv IV (Dormium — Agener Unido®) e os cascos dessensibilizados por
anestesia perineural do nervo digital palmar/plantar lateral e medial com 5 ml de lidocaina 2%

(Xylestesin 2% - Cristalia®), abaxial aos ossos sesamoides proximais.

Em seguida, foi realizada a antissepsia da muralha do casco e a marcag¢do na face dorsal da
muralha um ponto 3 cm distal a borda corondria. O tecido coérneo de uma drea com
aproximadamente 4x1cm, sobre o ponto 3 cm distal a borda coronéria, foi desbastado com
escarificador autoclavado chato de 9,5 mm de diametro acoplado a uma microretifica (Dremel
Série 300®). O estrato externo e médio da muralha foi totalmente desbastado. Um garrote foi

entdo aplicado na altura do boleto para reduzir a hemorragia. O delgado tecido corneo restante,
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o estrato lamelar e a derme profunda foram incisadas para demarcagdo da area de bidpsia com

bisturi lamina 22 (Figura?7).

Para retirar o fragmento foi utilizado o instrumento cirurgico, denominado lamel6tomo de
Falcao-Faleiros (Instituto Nacional de Propriedade Intelectual INP-BR102013018765-8). O
lamelétomo foi posicionado perpendicularmente ao casco na borda lateral da incisdo e
pressionado no sentido axial até a derme profunda. Em seguida, avangou-se o lamelotomo
paralelamente a falange distal até atingir o limite medial da area desbastada para extracdo da
amostra tecidual. Um fragmento correspondente a metade da amostra foi imediatamente

imergido em formalina 10%, para analise histopatoldgica (Figura?7).

Figura 7: Sequéncia fotografica de procedimentos de bidpsia lamelar com o lamelétomo de Falcao-
Faleiros mostrando a demarcacao do local da bidpsia (A-B), o desbaste do tecido queratinizado com um
cortador plano ligado a uma ferramenta elétrica rotativa (C-D), a incisdo das margens internas com um
bisturi (E), a inserc¢éo (F-G) e o avango do lamelotomo. Aspecto da ferida cirargica (H) e da amostra (I)
(Junior, 2017).

A ferida cirurgica foi inspecionada e a area obliterada com gaze estéril, e o defeito na muralha

fechado com material de impressdo odontologica (Perfil®) e o casco protegido com atadura
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crepom e fita adesiva tipo silver tape, impermeabilizando. Logo apds a realizag¢do do curativo
o garrote foi retirado. Nos quatro dias seguintes ao procedimento, houve presenca de tecido de
granulacdo cobrindo a superficie da falange distal. A limpeza da ferida cirtirgica e novo curativo
foram realizados a cada 48 horas, utilizando-se soro fisiologico e solugdo de clorexidina a 0,2%

quando necessario.

3.7. Processamento da amostra tecidual lamelar

As amostras obtidas foram armazenadas em formalina tamponada 10% por 48 horas ¢ em
seguida foram desidratadas em dlcool 70 e processadas de forma rotineira para inclusdo em
parafina. Cortes histologicos com 4 um de espessura foram alocados em laminas de vidro e
corados com hematoxilina e eosina (HE) e acido periddico de shiff (PAS) para a observagao da
integridade das laminas dérmicas, epidérmicas, células ¢ membrana basal. Cortes histologicos
4 um de espessura foram alocados em laminas de gelatina para marcacdo de calprotectina por

imuno-histoquimica.

3.8. Imuno-histoquimica

Para a localizagao precisa de neutréfilos e macrofagos ativados e expressao inflamatdria nas
células epidérmicas, a imunomarcagdo da calprotectina foi realizada segundo (Faleiros et al.,
2009; Faleiros et al., 2011). Cortes histologicos aderidos em laminas gelatinizadas sofreram
desparafinacdo em xilol e em seguida a hidratag¢do dos cortes em gradiente decrescente de alcool
etilico. A recuperacdo antigénica foi realizada com proteinase K (20pug/mL de dgua destilada)
durante 5 minutos. A inativacdo da peroxidase endogena foi feita com peroxido de hidrogénio
a 10% durante 5 minutos em trés banhos consecutivos. O bloqueio de marcacdes inespecificas
foi realizado com solucdo de soro equino (15puL/mL de PBS - phosphate buffered saline)
durante 15 minutos. O anticorpo primario (MAC387 Abcam®©) na diluicdo 1:250 foi incubado
a 37°C por 1 hora e 30 minutos. O anticorpo secundario anti-IgG de camundongo foi utilizado
na dilui¢ao de 1:100 durante 30 minutos. A reacdo foi amplificada com o sistema ABC durante

30 minutos e a marcacao realizada com diaminobenzidina (DAB) por 2 minutos.

3.10. Morfologia e escore de lesao lamelar

Para avaliacdo histologica foi utilizado o software Pannoramic Viewer 2.0 for Windows (3D

Histech kft.,, Budapeste, Hungria) que permite trabalhar com as imagens de laminas
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visualizadas pelo microscopio digital (3D Histech®) localizado no Laboratorio de Patologia

Clinica da Escola de Veterinaria da Universidade Federal de Minas Gerais.

As lesdes na jungdo lamelar foram classificadas de acordo com o padrao histologico descrito
por Faleiros et al. (2011) (Tabela 5, Figura 8). O sistema histopatologico de escores avalia as
mudancas progressivas que ocorrem na morfologia laminar durante os estagios iniciais e o
colapso da MB. Todos as amostras foram avaliadas as cegas ¢ uma nota de 0 (normal) a 6
(descolamento avangado da MB dos queratindcitos basais) determinada com base nas alteragdes

nos queratinocitos e sinais de lesdo e descolamento da MB.

Tabela 5: Escores de lesdes microscopicas em amostras de tecido lamelar de equinos, coradas
com PAS (Faleiros et al., 2011).

Escore Achados histolégicos

Queratindcitos basais com nucleos elipticos em angulo reto com a MB. LES com o
0 topo arredondado. O apice das LDS proximo do eixo queratinizado (largura de 1 a 2
células basais em distancia).

Até 50% dos nucleos dos queratindcitos basais estdo arredondados. Nenhuma outra

1 o
alteracdo evidente.

) Maioria dos nucleos dos queratindcitos basais estd arredondada. Nenhuma outra
alteracdo evidente.

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

4 Maioria dos ntcleos dos queratindcitos basais esta arredondada e a maioria dos topos

(Grau 1 Pollitt) das LES encontra-se alongada com as células basais se destacando da MB.

5 Alongamento das LES e aumento da distancia do apice da LDS ao eixo queratinizado,
(Grau 2 Pollitt)  caracterizando o descolamento da MB.

6 A maioria das LES esta separada da LDS. Existe quebra da MB e desorganizagio
(Grau 3 Pollitt)  celular na LES.
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Figura 8: Fotomicrografia das lamelas epidérmicas secundarias (LES) com lesdes promovidas por
laminite induzida por oligofrutose, corte transversal da jungao lamelar dorsal. A membrana basal (MB)
¢ destacada pelo acido periddico de Schiff (PAS) (setas brancas). A: Histopatologia de lesdes lamelares
de grau 4 (Grau Pollitt 1). As LES estdo alongadas e finas e 4pice em forma de taco. Os nucleos das
células basais estdo arredondados e anormalmente posicionados proximos a MB. Bolhas em forma de
teta se formam na MB no apice da LES (pontas de seta). A BM lamelar ainda esta presente nas pontas
das LDS. O diametro aumentado dos capilares sugere vasodilatagdo. B: Histopatologia de lesdes
lamelares de grau 5 (Grau Pollitt 2). A MB encontrava-se mais solta e destacada e forma filamentos de
duas camadas (pontas de seta). A MB ndo estd mais presente na ponta das LDS, entre as bases das LES.
As células basais epidérmicas, sem a influéncia de uma membrana basal intacta e funcional, comegam
a se fundir em uma massa ndo estruturada com func¢do suspensora comprometida (asteriscos). C:
Histopatologia de lesdes lamelares de grau 6 (Grau Pollitt 3). Os filamentos estirados de dupla camada
do BM (pontas de seta) sdo mais longos. Praticamente toda a MB foi retirada de cada LES e foi realocado
para as bordas da LDP. As LDS sao desprovidas de MB, e praticamente todas as células epidérmicas
lamelares coalesceram em uma massa ndo estruturada e multicelular (asteriscos). Adaptado de Pollitt
(2016¢).

3.11. Imuno-histoquimica lamelar

Para avaliagdo imuno-histoquimica foi utilizado o microscopio digital (3D Histech®) e
software Pannoramic Viewer 2.0 for Windows (3D Histech kft., Budapeste, Hungria)
localizados no Laboratorio de Patologia Clinica da Escola de Veterinaria da Universidade
Federal de Minas Gerais. A andlise dos cortes de imuno-histoquimica foi realizada trés vezes

por um pesquisador e unicamente por dois pesquisadores, de modo cego.

Para analise da marcagdo de calprotectina nas laminas epidérmicas secundarias (LES) foi
utilizado aumento de 10X e 40X. Um escore de 0 a 5 de Faleiros et al. (2009) foi aplicado para
cada amostra de acordo com a marcag¢ao imuno-histoquimica das laminas epidérmicas (Tabela

6 e Figura 9).
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Tabela 6: Escore de marcagcdo de calprotectina por imuno-histoquimica nas laminas
epidérmicas secundarias de equinos (Faleiros et al., 2009).

Escore Marcagio de calprotectina nas lAiminas epidérmicas secundarias
0 Nenhum sinal.
1 Sinais localizados.
2 Presenga de areas de sinais difusos em até 25% das laminas epidérmicas.
3 Presenca de areas de sinais difusos entre 25 e 50% das laminas epidérmicas.
4 Presencga de areas de sinais difusos entre 50 e 75% das laminas epidérmicas.
5 Presenga de areas de sinais difusos em mais de 75% das laminas epidérmicas.
o - = 2
A B c i

Figura 9: Fotomicrografias da imunomarcacdo de calprotectina nas lamelas epidérmicas secundarias
(LES) em laminite induzida por oligofrutose, corte transversal da jungdo lamelar dorsal. A marcagao foi
realizada com diaminobenzidina (DAB) em marrom. A: Escore 0, ndo é observado marcagdo de
calprotectina na LES. B: Escore 1, marcacdo pontual de calprotectina na LES. C: Escore 2, marcagdo
de calprotectina em até 25% das LES. D: Escore 3, marcagéo de calprotectina entre 25 e 50% das LES.
E: Escore 4, marcagao de calprotectina entre 50 e 75% das LES. F: Escore 6, marcagao de calprotectina
em mais de 75% das LES. Fotomicrografias com aumento de 4X.
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Para verificar a presencga e a localizagdo de leucocitos nas laminas dérmicas (LD) foi utilizado
aumento de 40X. Um escore de 0 a 4 de Lakoski et al. (2015) foi aplicado compreendendo de

auséncia (0) a intensa (4) presenga de leucodcitos nas LD (Tabela 7, Figura 9).

Tabela 7: Escore de marcagdo de neutrofilos e macrofagos ativados nas laminas epidérmicas
secundarias de equinos (Laskoski et al., 2015).

Escore Intensidade de marcacéio de leucocitos nas laminas dérmicas
0 Auséncia de leucocitos
1 Raros leucocitos nas laminas dérmicas
2 Discreta presenga de leucécitos nas laminas dérmicas
3 Moderada presenga de leucécitos nas laminas dérmicas
4 Intensa presenga de leucdcitos nas laminas dérmicas

A localizagdo dos leucocitos nas laminas dérmicas foi determinada, como descrito por Faleiros
et al. (2009): (DP-I) derme profunda intravascular, (DP-P) derme profunda perivascular, (DP-
ED) espago dérmico da derme profunda, (LDP-I) lamina dérmica primaria intravascular, (LDP-

P) lamina dérmica primaria perivascular, (LDS) lamina dérmica secundaria.

O ntimero de leucdcitos em 1mm? foi determinado pela contagem de células positivas para o
anticorpo MAC387 (calprotectina). A média de 13 campos apresentou representatividade de 30
campos. Portanto, uma 4rea de 1mm? foi demarcada em 13 campos distintos nas laminas
dérmicas em aumento de 40X para a contagem de células CP+. Adaptado de Junior, 2017;

Faleiros et al. 2009.

3.9.Estatistica

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade Shapiro-Wilk. Os dados paramétricos
foram sujeitos a0 ANOVA RM one-way para analise do grupo, seguido do teste de Tukey’s
para comparagao dos tempos dentro de cada grupo, e, ao teste T ndo pareado para comparagao
entre os grupos em cada tempo. Nos dados ndo paramétricos a analise dos grupos foi realizada
pelo teste de Friedman, seguido de Dunn’s para compara¢do dos tempos e, posteriormente,

submetidos ao teste de Mann-Whitney, para comparagdo dos grupos em cada tempo.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os equinos foram monitorados até por 36 horas ap6s a indug@o. No entanto, a partir de 34 horas
os cavalos vieram a obito por choque hipovolémico e toxémico ou foram eutanasiados para
poupa-los de sofrimento, de acordo com as normas de bem estar animal. Apenas uma égua do

grupo tratado sobreviveu devido a introdugdo de tratamento de suporte 36 horas apds a inducao.

No tempo 36 horas ndo foi obtido dados completos de todas as variaveis que permiti-se analise
estatistica confiavel, em consequéncia do agravamento rapido e variabilidade nos tempos da
coleta das amostras e exame fisicos. Portanto, somente os dados até 24 horas foram avaliados

e discutidos.

4.1. Exame fisico: Trato gastrointestinal

As principais alteragdes encontradas no exame fisico foram diarreia e hipomotilidade intestinal.
O escore de motilidade intestinal e a classificacdo da consisténcia das fezes estdo dispostas na
tabela 8. Apesar da diferenga estatistica ndo ser detectada, todos os animais apresentaram

alteracdes gastrointestinais em algum momento do periodo experimental.

Tabela 8: Classificacdo da consisténcia das fezes e escore de motilidade intestinal geral dos
equinos submetidos a sobrecarga de oligofrutose (10g/kg) controle e tratados com
Lithothamnium muelleri (100mg/kg PO BID, previamente durante 7 dias).

Consisténcia das Fezes

Equino Grupo TO T6 T12 T18 T24
A C N N Diarreicas  Diarréia Profusa N
B C N N N Diarreicas Diarreicas
C C N N N N N
D C N N Diarreicas N N
E C N N N N N
F C N N Diarreicas Diarreicas Diarreicas
G T N N N Amolecidas N
H T N N N Amolecidas N
1 T N N N Amolecidas N
J T N N N Diarreicas N
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K T N N N N N

L T N N N N N

Motilidade média*

A C 3,8 2,8 2,0 2,8 2,0
B C 4,0 33 3,3 0,5 0,0
C C 2,8 3,0 2,5 1,0 0,0
D C 2,3 2,3 2,0 1,0 1,0
E C 3,0 33 3,8 1,0 3,0
F C 2,5 2,3 2,0 3,0 1,8
G T 3,0 2,8 3,0 3,0 2,8
H T 2,5 2,8 2,5 1,0 2,0
I T 2,8 2,3 3,5 2,0 2,0
J T 2,0 2,3 3,0 2,8 1,0
K T 2,8 3,0 3,5 1,5 1,0
L T 3,0 33 3,0 2,5 2,8

N: Consisténcia normal das fezes.

* 0: auséncia de motilidade; 1: hipomotilidade intensa; 2: hipomotilidade; 3: normotilidade; 4: hipermotilidade.
A-F: Grupo controle.

G-L: Grupo tratado com Lithothamnium muelleri.

Quadros de amolecimento das fezes e diarreia profusa foram notados a partir do T12 no CON.
Enquanto no LITHO, foram observados apenas no T18 e cessaram. De forma semelhante, os
modelos de laminite induzida por OF (10g/kg) sdo caracterizados por promover diarreia
profusa, que inicia em 12-16 horas e cessa em 24-44 horas (French e Pollitt, 2004; Van Eps e
Pollitt, 2006). Contudo, quadros de diarreia ndo foram notados em todos os cavalos, como no
estudo de Uberti et al. (2010) e Keller et al. (2011), provavelmente por haver diferencas

individuais de microbiota e, consequentemente, de efeito frente a sobrecarga de carboidratos.

A hipomotilidade intensa foi observada tanto no CON quanto no LITHO a partir do T18.
Contudo, apenas no CON foram identificados quadros de atonia intestinal. A motilidade
intestinal apresenta boa relagdo com a presenca de alteragdes e o grau de comprometimento
intestinal (Barton e Peroni, 2018), portanto, tem-se indicios da ocorréncia de distirbio

gastroentérico no presente estudo.
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Deste modo, ¢ importante ressaltar que as alteragdes gastrointestinais verificadas em ambos os
grupos podem ser explicadas pela disbiose do IG em equinos submetidos a administragdo
gastrica de OF como anteriormente descritas pelos estudos de Milinovich et al. (2006) e

Milinovich et al. (2007), nao havendo diferenga estatistica entre os grupos.

4.2. Exame fisico: Efeitos cardiorrespiratorios e vascular

As principais alteragdes encontradas foram taquicardia, taquipneia (Figura 10), congestdo de

mucosas e halo toxémico, aumento do tempo de preenchimento capilar (Tabela 9).

36
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24
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16
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e=@==| ithothamnium e=@== Controle e=@== | ithothamnium e=@== Controle

Figura 10: Médias + erros padrdo das frequéncias cardiaca (FC) e respiratoria (FR) de equinos
submetidos a um modelo de indug@o de laminite relaciona a sepse. Em vermelho o grupo controle (CON)
e em azul o grupo tratado (LITHO) com Lithothamnium muelleri previamente por 7 dias (100mg/kg PO
BID). Asteriscos indicam diferenca em relagdo ao valor basal e hashtags indicam diferenga entre grupos.
Teste de Normalidade, RM one-way ANOVA seguida de Tukey’s multiple comparisons test e Unpaired

t test. # P=0,0009; * P<0,0254.

Tabela 9: Coloragdo de mucosas e tempo de preenchimento capilar de equinos submetidos a
sobrecarga de oligofrutose (10g/kg) controle e tratados com Lithothamnium muelleri
(100mg/kg PO BID, previamente durante 7 dias).

Equino Grupo TO T6 T12 T18 T24
A C N-2" N-2" N-2" N-2" N-2"
B C N-2" N-2" N-2" Hiperémica/Halo  Congesta/Halo
toxémico - 4" toxémico - 4"
C C N-2" N-2" N-2" N-2" Hiperémica - 2"
D C N-2" N-2"  Hiperémica-2"  Hiperémica - Congesta/Halo

4" toxémico - 4"
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E C N-2" N-2" N-2" N-2" N-2"

F C N-2" N-2" N-2" N-3" N-3"

G T N-2" N-2" N-2" N-2" N-2"

H T N-2" N-2" N-2" N-2" Hiperémica - 2"
I T N-2" N-2" N-2" N-2" Congesta - 2"
J T N-2" N-2" N-2" N-2" Hiperémica - 2"
K T N-2" N-2" N-2" N-2" Congesta - 4"
L T N-2" N-2" N-2" N-2" N-2"

N: Mucosas roseas/normocoradas.

TPC: Tempo de preenchimento capilar em segundos.
A-F: Grupo controle.

G-L: Grupo tratado com Lithothamnium muelleri.

No CON um aumento médio relevante da FR foi observado no T18, tempo no qual cinco
equinos apresentaram taquipneia (FR>20mrm), com méxima de 28mrm. No T24 do CON
expressiva taquipneia foi notada (FR=28mrm), com maxima de 44mrm em dois cavalos. No
LITHO, por outro lado, um aumento médio na FR foi observado apenas no T24, no qual trés

equinos apresentaram taquipneia, com FR maxima de 32 mrm.

A reducdo da volemia por desidratagdo aumenta a viscosidade sanguinea, que reduz o fluxo
capilar. Nos capilares pulmonares com o aumento do edema intersticial, consequéncia da
inflamacao sistémica, a troca gasosa fica comprometida, e um aumento do esfor¢o e da
frequéncia respiratoria sio necessarios para manter a oxigenagdo. A vista disso, o padrdo
respiratorio anormal e FR>30mpm sdo parametros fisicos com boa predi¢do para reducdo da
funcdo respiratdria em equinos (McConachie et al., 2016). Portanto, apesar de ndo ser
encontrado diferenga estatistica na FR, ha indicios de reducao da func¢ao respiratdrias tanto no

grupo controle quanto no grupo tratado.

De modo complementar, em um estudo clinico sobre colite aguda, os cavalos que vieram a
obito apresentaram na admissdo FR mediana de 22mrm, com méxima em 40mrm (Urayama et
al, 2018), dados que ressaltam a importancia de uma discreta taquipneia no prognostico de

equinos com SISR/sepse.

Taquicardia significativa foi observada no CON nos tempos T18 (P=0,0132) e T24 (P=0,0254).

Ao passo que no LITHO, um aumento relevante na FC foi observado apenas no T24.



51

Adicionalmente, a FC foi significativamente menor no LITHO no T18 (P=0,0009). O aumento
da FC em relacdo ao TO foi de 89% no T18 e de 127% no T24 no CON, ao passo que no LITHO,
a elevacdo foi de 78% somente no T24. Taquicardia significativa também foi observada em
cavalos apds administragao de OF (10g/kg), contudo, com 55bpm de média no T24 (Van Eps
e Pollitt, 2006).

A taquicardia em casos de disturbios gastrointestinais ocorre como mecanismo compensatorio
a hipovolemia para manuten¢ao do débito cardiaco e como reflexo do nivel de dor (Barton e
Peroni, 2018). A sobrecarga de OF promove uma mudanga compartimental osmdtica, seguida
de hemoconcentracdao, hiperproteinemia, hipernatremia e hipercloremia tipicas de colite
moderada/grave (Moore et al., 1981; Clarke et al., 1982). A desvitalizagdo da mucosa intestinal
implica na desidratacdao, notavel no presente estudo pela presenca de diarreia. Entretanto, a
hipovolemia também ¢ observada em quadros inflamatorios sistémicos e sépticos, € ocorre
devido a fragilidade microcapilar que promove uma redistribuicao de fluidos para o intersticio

e parénquima tecidual (Perner et al., 2018).

Ao analisar os dados existentes, ¢ indicativo de que a disbiose por sobrecarga de OF e perda de
liquido para o limen intestinal ocorreram de forma equivalente entre os grupos. Contudo, a
repercussao sistémica parece diferir, devido as diferengas significativas entre LITHO e CON.
Por conseguinte, ha indicios de que a redistribuigdo de fluidos em quadros inflamatorios
sistémicos decorrentes de disturbios gastrointestinais ¢ tdo relevante quanto a perda para o
limem intestinal, e que o Lithothamnium muelleri foi capaz de reduzir tais consequéncias da

inflamacao sistémica.

De modo geral, ¢ importante ressaltar a importancia de se aferir e monitorar a FC em processos
inflamatoérios sistémicos. Em um estudo anterior, cavalos com SIRS por colite aguda que nao
sobreviveram apresentavam FC mediana de 60bpm (minima de 40bpm e méaxima de 100bpm),
ao passo que os sobreviventes apresentavam FC de 48bpm (40-60bpm) (Urayama et al., 2018).
Além disso, ¢ importante destacar que equinos admitidos na emergéncia com FC>52bpm
tiveram uma chance de ndo sobreviverem 11 vezes maior de que cavalos com FC<52bpm (Roy

etal., 2017).

Alteracdes na coloracdo das mucosas foram observadas a partir do T12 no CON e acentuaram

nos tempos seguintes, com congestao e presenca de halo toxémico. No LITHO, por outro lado,
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somente no T24 foi observado congestao das mucosas. O aumento do tempo de preenchimento
capilar para 4 segundos foi notado a partir do T18 no CON e apenas no T24 no LITHO. A
hiperemia e congestao de mucosas indicam altera¢des cardiovasculares resultantes do processo
inflamatoério sistémico exacerbado. Enquanto a presenca de halo toxémico ja evidencia uma
falha na perfusdo microcapilar (Lohmann e Barton, 2010). De forma complementar, alteragdes
na coloragdo das mucosas foram associadas ao risco de 6bito 17 vezes maior em cavalos
admitidos na emergéncia (Roy et al., 2017) , destacando assim, a importancia do parametro na

monitora¢ao de cavalos com SIRS.

Dois pontos importantes destoam o LITHO do CON na avaliagdo das mucosas: o tempo em
que foi observada a primeira alteracdo na coloracao das mucosas ¢ aumento no TPC; ¢ a
auséncia de halo toxémico no LITHO. Tais fatores, associados aos sinais mais brandos de
taquipneia e taquicardia podem ser indicios do efeito do Lithothamnium muelleri sob a
consequente repercussao sistémica promovida por disbiose intestinal caracteristica em equinos
submetidos ao modelo de OF (Milinovich et al., 2010). Uma vez que nenhum dos grupos foi
submetido a fluidoterapia para corre¢ao da desidratagdo, acredita-se que o efeito do tratamento

esteja mais associado a reducgdo de efeitos inflamatorios sist€émicos produzidos pela disbiose.
4.3. Exame fisico: Termorregulacao
A febre foi observada a partir do T18 nos dois grupos estudados (Figurall).
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Figura 11: Médias + erros padrao da temperatura retal (TR) de equinos submetidos a um modelo de
inducdo de laminite relaciona a sepse. Em vermelho o grupo controle (CON) e em azul o grupo tratado
(LITHO) com Lithothamnium muelleri previamente por 7 dias (100mg/kg PO BID). Asteriscos indicam
diferenca em relagdo ao valor basal e hashtags indicam diferenga entre grupos. Teste de Normalidade,
RM one-way ANOVA seguida de Tukey’s multiple comparisons test e Unpaired t test. * P=0,0126.
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No T18, dois animais do CON apresentavam febre moderada de 39,5°C, enquanto trés
apresentaram sinais mais brandos (38,6°C). No grupo LITHO apenas um animal apresentou
febre. De forma semelhante, estudos prévios verificaram pirexia (TR>38,5°C) entre 14 ¢ 18
horas apds a administragdo de OF (10g/kg) (Van Eps et al., 2012). No T24, por outro lado,
todos os equinos no CON apresentaram febre, com temperatura significativamente (P=0,0126)
maior que a basal e maxima em 39,7°C. No LITHO no T24 foi observado febre em cinco
animais com maxima de 40,6°C, estando o sexto cavalo em febre branda. Na literatura, a febre
variou de 39,1°C as 20 horas (Van Eps et al. 2012), chegou préximo a 40°C em 24 horas (Van
Eps e Pollitt, 2006), e se estendeu até as 32 horas (Bailey et al. 2009) apds a sobrecarga por OF

(10g/kg).

A ocorréncia de febre em equinos com distirbios gastrointestinais ¢ compativel com a disbiose
(Milinovich et al., 2007; Milinovich et al., 2008; Milinovich et al., 2010), sendo explicada por
uma resposta inflamatoria sistémica com a ativacao do centro de termorregulagdo, promovida
pela translocacdo de PAMPs pela mucosa intestinal. Estudos sobre os efeitos sistémicos da
sobrecarga de OF em equinos demonstraram presenga de LPS circulante, além de elevagdes nas
concentragdes de citocinas inflamatdrias, como o fator de TNF-a, e ativagdo plaquetéria (Bailey

et al., 2009).

4.4. Hemograma: Hematdcrito e Proteinemia

As alteragdes na contagem de hemacias, na concentragdo de hemoglobina e proteina plasmatica

total e no volume globular sdo observadas na figura 12.

Sinais de desidratagdo no CON sdo evidentes a partir do T18 e acentuaram no T24, indicados
pelo aumento no VG e PPT (Moore, 1981) e corroboram com as observagdes anteriores de
taquicardia. Aumentos significativos no VG e PPT também foram observadas entre 16-32 horas
e 20-24 horas ap6s administracao de OF, respectivamente (Van Eps e Pollitt, 2006). No LITHO,
apesar de discreta hemoconcentracdo ser notada as alteragdes foram significativamente
menores que as evidenciadas no CON. Apenas no T24 um aumento significativo (P=0,349) na
PPT foi evidente no LITHO e condiz com a taquicardia compensatoria a desidratagdo observada

neste momento.
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321456528965565896589Figura 12: Médias + erros padrdo do numero de hemacias, concentragdo
plasmatica de hemoglobina, hematdcrito (VG) e proteina plasmatica total (PPT) de equinos submetidos
a um modelo de indu¢@o de laminite relaciona a sepse. Em vermelho o grupo controle (CON) e em azul
o grupo tratado (LITHO) com Lithothamnium muelleri previamente por 7 dias (100mg/kg PO BID). Um
asterisco indica diferenca em relacdo ao valor basal e hashtags indicam diferenga entre grupos. Teste de
Normalidade, RM one-way ANOVA seguida de Tukey’s multiple comparisons test e Unpaired t test.
PPT: Friedman test seguido de Dunn’s multiple comparisons test ¢ Mann-Whitney test. # P<0,02; *
P<0,0349.

Como discutido anteriormente, quadros inflamatdrios sistémicos cursam com desidratagdao
devido & mudanca compartimental de fluidos. Nos casos em que o insulto primério €
gastroentérico a desidratagdao advém, adicionalmente, da perda de agua para o limem intestinal
devido a desvitalizacdo da mucosa. Ressalta-se nestes processos, a importancia de se monitorar
e levar em consideragdo alteracdes no VG e PT. No presente estudo, ao se comparar o grupo
tratado com o controle é observado mudangas na volemia e altera¢des cardiovasculares tardias
e mais brandas no LITHO. A auséncia de halo toxémico, somado a taquicardia, desidratagao e
hemoconcentragdo postergadas no grupo tratado demonstram um provavel efeito do

Lithothamnium muelleri em amenizar as alteracdes sistémicas desencadeadas pela disbiose.
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4.4. Hemograma: Plaquetemia e fibrinogenemia

Trombocitopenia foi notada no CON a partir do T6. Mudangas na contagem de plaquetas no
LITHO nao foram observadas. Hiperfibrinogenemia foi verificada apenas no LITHO a partir

do T18, significativa em relagao ao CON (Figural 3).
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Figura 13: Médias X erros padrio da contagem de plaquetas e fibrinogénio de equinos submetidos a
um modelo de indu¢do de laminite relaciona a sepse. Em vermelho o grupo controle (CON) e em azul
o grupo tratado (LITHO) com Lithothamnium muelleri previamente por 7 dias (100mg/kg PO BID).
Hashtags indicam diferenca entre grupos. Plaquetas: Teste de Normalidade, RM one-way ANOVA
seguida de Tukey’s multiple comparisons test € Unpaired t test. Fibrinogénio: Friedman test seguido de
Dunn’s multiple comparisons test e Mann-Whitney test. # P<0,0216.

No CON, trombocitopenia foi observada até o T18 apds a sobrecarga de carboidratos. Tal
alteragdo se justifica provavelmente pelo quadro séptico decorrente do distarbio
gastrointestinal, no qual a populagdo das plaquetas tende a reduzir devido ao consumo elevado
(Dallap et al., 2003). Apenas no T24 a producdo de plaquetas superou o consumo.
Diferentemente, no modelo de sobrecarga por amido a plaquetopenia foi observada apenas 8
horas apo6s o inicio da claudica¢do (Moore, 1981). No LITHO foi observado normoplaquetemia
durante todo o periodo experimental. A contagem plaquetidria em média se manteve sem
grandes alteracdes, sendo do T6 significativamente (P=0,0186) maior que a do CON, o que
indica equilibrio entre consumo e producao. No T12 do LITHO, um desvio padrao maior da
média foi notado devido dois cavalos, um com trombocitopenia (J = 67 mil plaquetas/mm?) e

outro com hiperplaquetemia (P=287 mil plaquetas/mm?).

O fibrinogénio no CON dobrou no T6 e se manteve nos niveis superiores nas avaliagdes
seguintes, nao ultrapassando a referéncia (400 mg/dL). Hiperfibrinogenemia ligeira também foi

observada por Van Eps e Pollitt (2006) em todos os cavalos, mas somente ap6s 16 horas da
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indu¢do com OF. Hiperfibrinogenemia foi observada no LITHO a partir do T6, mas o
fibrinogénio dobrou apenas no T18, com aumento médio maior em relacio ao CON. A
hiperfibrinogenemia tanto no CON quanto no LITHO expressa a presenca de um processo
inflamatério agudo, mas que nao se assemelha. No LITHO, apesar de ser notado uma intensa
resposta inflamatéria é observado um menor consumo de plaquetas, logo menores danos
vasculares provavelmente ocorreram. Similarmente, em cavalos com volvulo de célon maior
tratados cirurgicamente houve normoplaquetemia e hiperfibrinogenemia nos cavalos que
sobreviveram e trombocitopenia € normofibrinogenemia nos nao sobreviventes (Dallap et al.,

2003).

A redistribui¢do de fluidos e consumo dos componentes da coagulagdo na inflamagao sistémica
¢ explicado adiante. O insulto primdrio, como a disbiose no presente estudo, ativa a cascata
inflamatoria e, como resultado, hd migra¢do de leucocitos da corrente sanguinea para o foco
inflamatorio. A saida intensa e constante de células imunes da circulagdo para o tecido produz
micro lesdes no endotélio capilar, que ativam a cascata da coagulagdo para conter o dano
vascular e impedir um extravasamento de fluido ou mesmo um sangramento (Stockham e Scott,
2007; Abbas et al., 2018). Uma vez que se instala um quadro de inflamacdo generalizada e
descontrolada, hd vasta e permanente lesdo capilar e, consequente, perda de fluido para o
intersticio e desidratacdo, € consumo excessivo dos componentes da coagulacdo, como

observado no grupo controle e tardiamente no grupo tratado.

4.5. Leucograma

Significativa leucocitose por neutrofilia com desvio a esquerda foram observadas nos dois
grupos. Linfopenia, eosinofilia e basofilia também foram evidenciados, contudo
estatisticamente relevantes apenas no CON. Severa e intensa toxicidade de neutrofilos foi

notada apenas no CON (Figura 14).
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Figura 14: Médias + erros padrido da contagem de leucocitos, neutréfilos, linfocitos, mondcitos,
eosinoéfilos, basofilos, bastonetes totais e classificacdo de toxicidade de neutrofilos (0: auséncia de
neutrofilos toxicos; 1: presenca consideravel: 2: moderada; 3: intensa de neutrofilos toxicos) de equinos
submetidos a um modelo de indug@o de laminite relaciona a sepse. Em vermelho o grupo controle (CON)
e em azul o grupo tratado (LITHO) com Lithothamnium muelleri previamente por 7 dias (100mg/kg PO
BID). Asterisco indica diferenca em relacdo ao valor basal e hashtags indicam diferenca entre grupos.
Teste de Normalidade, Ordinary one-way ANOVA seguida de Tukey’s multiple comparisons test e
Unpaired t test. Para basofilos Kruskal-Wallis test, ¢ para intensidade de neutréfilos téxicos Friedman

test, seguidos de Dunn’s multiple comparisons test € Mann-Whitney test. # P<0,04; * P<0,02.

A relagdo de neutrdfilos/linfocitos elevou significativamente nos dois grupos, sendo observada

diferenca entre os grupos apenas no T12 (Figura 15).
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Figura 15: Médias £ erros padrao da relagdo neutréfilo:linfocito de equinos submetidos a um modelo
de indugdo de laminite relacionada a sepse. Em vermelho o grupo controle (CON) e em azul o grupo
tratado (LITHO) com Lithothamnium muelleri previamente por 7 dias (100mg/kg PO BID). Asterisco
indica diferenca em relagdo ao valor basal e hashtags indicam diferenca entre grupos. Teste de
Normalidade, Ordinary one-way ANOVA seguida de Tukey’s multiple comparisons test ¢ Unpaired t
test. # P<0,04; * P<0,04.

Alteracdes na contagem de leucdcitos e variagdes nas suas fracdes foram observadas no CON
a partir do T6 e intensificaram nos tempos seguintes. Uma leucocitose discreta foi observada
no T6 do CON por neutrofilia e monocitose. Em relagdo a contagem basal, aumentos de 11%,
15% e 167% foram respectivamente observados nos valores de leucocitos, neutréfilos e
mondcitos. No T18 do CON, apesar de significativa linfopenia (P=0,0142), foi observada
leucocitose por neutrofilia com desvio a esquerda. A contagem de linfocitos reduziu em 40%,
enquanto os neutrofilos e bastonetes elevaram em 49% e 2,1%, respectivamente, no T18. No
T24 do CON, significativa leucocitose (P=0,0195) foi observada, com aumento de 52%, devido
a ocorréncia de neutrofilia e desvio a esquerda, significativos (P=0,0059 e P=0,0132,
respectivamente). Os aumentos de neutréfilos e bastonetes no T24 corresponderam a elevagoes

de 87% e 23% em relagdo a contagem basal. Mudangas significativas no perfil de leucdcitos
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ocorreram de forma semelhante as observadas no modelo de indugdo com 10g/kg de OF (Van

Eps e Pollitt, 2006) e com amido (Moore, 1981).

No LITHO as alteragdes ocorreram de forma mais branda. Leucocitose por neutrofilia com
desvio a esquerda foi observada somente no T24, estatisticamente menor que a observada no
CON (P=0,0237). No LITHO as variagdes na contagem de leucécitos, neutrofilos e bastonetes
no T24 em relagdo ao TO foram, respectivamente, 28%, 70% e 21%. De modo relevante, o
leucograma tanto do grupo controle quanto do tratado revela um quadro de inflamacao aguda
severa (Stockham e Scott, 2007). Sendo, a leucocitose e a presenca de bastonetes associadas

com a maior mortalidade de cavalos com doenca aguda (Lambert et al.,2016; Roy et al, 2017).

No estudo, foi observada a semelhanga entre o tipo de resposta imune desencadeada
independente do tratamento. A leucocitose por neutrofilia com linfopenia foi similar em ambos
os grupos, sendo evidente a evolucdo da relacdo N:L, considerada como normal na faixa de
1,4:1, que duplicou no T18 e triplicou no T24, tanto no CON quanto no LITHO. Portanto,
evidencia-se novamente uma resposta inflamatoria aguda com potencial para contornar um

processo infeccioso de origem bacteriana (Stockham e Scott, 2007).

Contudo, destaca-se a diferenca entre a gravidade da resposta inflamatoria e a ativagdo de
neutrofilos desencadeada em cada grupo frente a sobrecarga de OF. No T12 do CON foi
observado incidéncia consideravel de neutrofilos toxicos (NT) em 5/6 cavalos. Presenca
significativa de NT foi evidente no T18 do CON (P=0,0067). Ao passo que, no T24 do CON,
todos os cavalos apresentavam sinais de toxicidade em quase todos os neutréfilos (P=0,0016),
portanto, com expressiva inflamacgao sistémica. Por outro lado, no LITHO, apesar da presenca
de NT ter sido observada a partir do T12 em 1/6 cavalos, em todos os tempos a intensidade de
NT foi significativamente menor que a observada no CON (T12 P=0,0130, T18 P=0,0108 e
T24 P=0,0095). A toxicidade de neutréfilos ¢ visivel pelas mudangas nos componentes

citoplasmaticos desencadeadas pela ativagao leucocitdria, para montar uma resposta ao invasor.

A quantidade de neutrofilos toxicos na circulacdo € considerada como importante indicativo da
gravidade do processo infeccioso, podendo chegar a quase a totalidade de neutrofilos com sinais
de toxicidade (Stockham e Scott, 2007). Em equinos essas alteragdes sdo de extrema
importancia, uma vez que a quantidade e o grau de toxicidade de neutréfilos estao associados

com mortalidade na ocorréncia de doenca aguda (Lambert et al.,2016). Portanto, ao se comparar
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as respostas imunes do CON e LITHO ¢ possivel verificar que apesar de haver uma resposta
imune montada de forma similar, no LITHO a gravidade e a velocidade de resposta destoam do
CON. No LITHO ¢ clinica e estatisticamente observado uma resposta imune mais branda e com
menor citotoxicidade. Estas notas, implicam que o Lithothamnium muelleri apresenta
propriedades eficazes em regular a resposta inflamatdria. Efeitos protetores similares ja foram
demonstrados com o uso de Lithothamnium muelleri em outras espécies, incluindo efeitos
imunomodulador (Rezende et al., 2013) e regulador da ativagdo endotelial e leucocitaria (Soares

etal., 2012).

4.6. Sepse

Apesar da evidente diferenca entre os grupos do presente estudo, é notdria o desenvolvimento
de taquicardia, taquipneia, febre e leucocitose. No CON a ocorréncia de sepse foi identificada
a partir do T18 (FC= 70+14 bpm; FR= 21£2 mpm; TR= 38,710,66°C; CL= 14.300+4.321
céls/mm?), enquanto no grupo tratado essa so foi caracterizada no T24 (FC= 66123 bpm; FR=
2349 mpm; TR= 39,5+0,78°C; CL= 13.7174+2.116 céls/mm?®). A presenga de disbiose,
taquicardia, taquipneia, febre e leucocitose determinam o quadro séptico em ambos 0s grupos
avaliados, mas com expressiva diferenca temporal e na gravidade entre eles. Apesar do similar
distarbio gastrointestinal desencadeado pela administracdo géstrica de OF, ressalta-se a
significativa diferenca entre os grupos na repercussao sistémica, com taquicardia, taquipneia e
leucocitose significativamente menores no LITHO, demonstrando o potencial efeito protetor

do Lithothamnium muelleri em equinos com disbiose.

A defini¢do de sepse para cavalos adultos na medicina equina se baseia nos critérios base
(taquicardia, taquipneia ou hipoventilacao, hipo ou hipertermia e leucocitose ou desvio a
esquerda >10%) estabelecidos em 1992 para humanos (Bone, 1992; Barton e Peroni, 2018).
Apesar de modificagdes nas defini¢cdes e pardmetros de referéncia na medicina humana, com
atual reconhecimento de sepse havendo disfuncdo organica (Singer et al., 2016), os critérios
base fornecem melhor sensibilidade, o que ¢ fundamental no tratamento de pacientes criticos

para se iniciar o tratamento de suporte precocemente.
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4.7. Bioquimica sérica: Funcio hepatica

Aumento na concentracdo sérica de ALT, AST, FA, GGT e bilirrubinas foram observadas no
CON e discretamente no LITHO, sendo em alguns momentos as concentragdes no LITHO,

significativamente menores que as do CON (Figuras 16 ¢ 17).
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Figura 16: Médias £ erros padrdo da concentracdo sérica de alanina aminotransferase (ALT), aspartato
aminotransferase (AST), fosfatase alcalina (FA) e gama glutamil transferase (GGT) de equinos
submetidos a um modelo de indug@o de laminite relaciona a sepse. Em vermelho o grupo controle (CON)
e em azul o grupo tratado (LITHO) com Lithothamnium muelleri previamente por 7 dias (100mg/kg PO
BID). Asterisco indica diferenca em relagdo ao valor basal e hashtags indicam diferenca entre grupos.
AST: Teste de Normalidade, RM one-way ANOVA seguida de Tukey’s multiple comparisons test e
Unpaired t test. ALT, FA e GGT: Friedman test, seguidos de Dunn’s multiple comparisons test ¢ Mann-
Whitney test. # P<0,0260; * P<0,0004.

Os biomarcadores alteraram a partir do T18 tanto no CON quanto no LITHO. Significativo
aumento foi observado no T18 (P=0,0004) e T24 (P=0,0003) nas concentragdes de AST no
CON, com aumentos correspondentes a 15% e 22% ao valor basal, respectivamente. De forma

complementar, um aumento de 23% na ALT foi observado no T18 e de 33% no T24 do CON.

T24h

100 +
L] L] L] L 50 L] L] L] L]
TOh T6h T12h T18h T24h TOh Téh T12h T18h
e=@== | jthothamnium =@==Controle e=@== | jthothamnium =@==Controle



62

Adicionalmente, no CON elevagao de 11% ¢ 28% na FA ¢ de 19% ¢ 28% no GGT foram
respectivamente observados no T18 e T24. No LITHO, por outro lado, um aumento de 29% e
7% foi observado na ALT e AST, respectivamente, no T18. No T24, o aumento em relagdo ao
valor basal de ALT foi de 19% e de AST de 10%. Alteragdes nas concentragcdes de FA e GGT

ocorreram, mas discretamente.

Apesar de um aumento na concentracao dos biomarcadores de lesdo hepatica ser observado em
ambos os grupos, observa-se a permanéncia dentro do valor de referéncia para a espécie (Meyer,
1995). Entretanto, ¢ importante ressaltar que a constatacdo de incrementos sucessivos Nos
biomarcadores ja pode ser considerada como indicadora de disfun¢do e de iminente lesdo do
orgao alvo. Assim sendo, apenas o aumento significativo na AST do CON sustenta a ocorréncia
de disfung¢do hepatica, mais discreta e lenta no LITHO. Como referéncia na clinica médica de
equinos, vale ressaltar que o AST foi o tnico biomarcador hepatico aumentado em um estudo
clinico de cavalos com pleuropneumonia que vieram ou nao a dbito. Neste estudo verificou-se
AST mais alta no grupo nao sobrevivente (243mg/dL) do que no sobrevivente (179mg/dL)
(Arroyo et al. 2017). Deste modo, vale salientar a importancia de um discreto aumento em
biomarcadores de lesdo hepatica ou mesmo da proximidade da concentracao a maxima do valor

de referéncia em pacientes em quadros de SIRS/Sepse.

Os principais indicadores de lesdo nos hepatdcitos sdao as AST e ALT. A AST, por mais que
ndo seja especifica, nos equinos ¢ encontrada no citoplasma dos hepatocitos e uma vez
ocorrendo lesdo, seus niveis aumentam, sendo para espécie umas das principais enzimas de
perfil hepatico. Dentre os principais indicadores de lesdo nos canaliculos biliares estdo a FA e

a GGT (Meyer, 1995).
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Figura 17: Médias + erros padrdo da concentra¢do sérica de bilirrubina total, direta e indireta, de
equinos submetidos a um modelo de indu¢dao de laminite relaciona a sepse. Em vermelho o grupo
controle (CON) e em azul o grupo tratado (LITHO) com Lithothamnium muelleri previamente por 7
dias (100mg/kg PO BID). Asterisco indica diferenca em relagdo ao valor basal e hashtags indicam
diferenca entre grupos. Teste de Normalidade, RM one-way ANOVA seguida de Tukey’s multiple
comparisons test ¢ Unpaired t test. # P<0,0470; * P<0,0207.

As alteragdes nas concentragdes de bilirrubina variaram dentro do valor de referéncia, mas
houve variagdes estatisticamente relevantes. Um aumento de 50% na concentragao de BI no
T12 do CON resultou em 14% de elevagao da BT. No T18 um aumento de 72% na Bl e de 25%
na BD promoveu a adi¢do significativa de 41% na BT do CON (P=0,0443). Ao passo que no
T24, a elevacao de 44% em BI e significativa de 35% em BD (P=0,0246), promoveram o
aumento significativo de 40% da BT (P=0,0470). Por outro lado, no LITHO, as principais
alteragdes ocorreram na BD no T24, mas a concentrag¢a foi significativamente menor que a do
CON (P=0,0027). Um aumento de 22% na concentracdo de BD foi observado no T18 do
LITHO, resultando em elevagao de 5% na BT, sem alteragdes na BI. No T24, um aumento de
30% na BI foi entdo observado, somado a 25% a mais de BD, culminou em elevagao de 31%

da BT.
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O acumulo de BI ¢ condizente com uma reducdo de conjugacao hepatica e indicativo de perda
de fungdo (Stockham e Scott, 2007). Ao passo que o acumulo de BD condiz com obstrugdo de
canaliculos ou em cavalos indica inapeténcia. Nos quadros de inapeténcia, se observa um
intenso aumento de BD e consequentemente de BT e secundariamente um discreto aumento de
BI. Portanto, no presente estudo, apesar da variacao dentro da referéncia, no CON foi verificado
importante aumento de BI no T12, que culminou no aumento de BT, indicativo de sobrecarga
ou de disfun¢ao hepatica. A partir do T18, um aumento na BD também foi observado e poderia
ser resultante da anorexia. No LITHO, por outro lado, as principais alteragdes ocorreram na BD
e BT, com mudangas nas concentragdes da BI apenas no T24, indicando primariamente uma

inapeténcia e em menor grau disfuncio hepatica.

Em um estudo clinico, cavalos com pleuropneumonia que vieram a Obito apresentaram BT
(mediana de 4,6 mg/dL) maior que cavalos que sobreviveram (2,5 mg/dL), sendo o aumento da
BT associado ao risco mais alto de morte (Arroyo et al. 2017) e, portanto, um importante
biomarcador para se avaliar a fun¢do do figado. Em vista disso, verifica-se a relevancia da
determinag¢do de BT também no presente estudo, uma vez a BT alterou significativamente a

partir do T18 no CON.

Portanto, apesar de discretas alteracdes, o aumento significativo nas concentragdes de AST e
BT, a partir do T18 no grupo controle, indicam ocorréncia de lesao e reducdo da funcdo hepatica
como consequéncia da disbiose induzida. Além disso, € possivel verificar que o uso de
Lithothamnium muelleri foi capaz de retardar e amenizar tais complicacdes sistémicas da

sobrecarga de carbiodratos.
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4.8. Bioquimica sérica: Funcio renal

Significativa hipouremia foi observada a partir do T12 nos dois grupos estudados, ao passo que,

hipercreatinemia foi notada apenas no CON (Figura 18).
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Figura 18: Médias + erros padrdo da concentracdo sérica de ureia e creatinina de equinos submetidos
a um modelo de indugdo de laminite relacionada a sepse. Em vermelho o grupo controle (CON) e em
azul o grupo tratado (LITHO) com Lithothamnium muelleri previamente por 7 dias (100mg/kg PO BID).
Asterisco indica diferenga em relagdo ao valor basal ¢ hashtags indicam diferenga entre grupos. Teste
de Normalidade, RM one-way ANOVA seguida de Tukey’s multiple comparisons test e Unpaired t test.
* P<0,03.

Hipouremia significativa em todos os momentos a partir do T12 foi observada tanto no CON
quanto no LITHO. No CON a diminui¢do foi de aproximadamente 27%, ao passo que no
LITHO ja no T6 as concentragdes de ureia reduziram 23%, chegando a reduzir 41% no T24,
em relagdo a concentracdo basal. A ureia ¢ sintetizada a partir da amonia (NH3) e bicarbonato
(HCO3") no figado e ¢ eliminada nos rins (Meyer, 1995). A produgdo de ureia produz como
resultado final 2 ions H', que automaticamente titulam 2 ions HCO3". Um dos mecanismos de
regeneragdo de bicarbonato ¢ através da excre¢cdo do ion amonio (NH4') nos rins. Em casos de
acidose, a eliminac¢do do ion amdnio pode aumentar de 5 a 10 vezes na urina, em detrimento de
regenerar o bicarbonato no rim (DiBartola, 2012). Portanto, o aumento da excrecao de amonia
no rim para regeneracao do bicarbonato, reduzindo a demanda hepatica para producao de ureia
a partir de NH3, poderia justificar a redugao significativa de ureia apds 12 horas da sobrecarga
de oligofrutose. Adicionalmente, a baixa conversdo da amdnia em ureia, logo hipouremia,
também ¢ observada nas disfun¢des hepaticas (Klein, 2013). Como os sinais de disfun¢do
hepatica s6 foram notados a partir do T18, a primeira explicagdo seria a explicacdo mais

plausivel para justificar a hipouremia observada. Além disso, a reducdo de ureia também ¢

T24h
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observada em longos periodos de baixa ingestio proteica (Stockham e Scott, 2007), e
consequente redugdo do subproduto (NH3) gera redugdo de ureia, mas que ndo ¢ observado em
casos agudos com o estudado. De modo interessante, cavalos com pleuropneumonia
apresentavam hipouremia severa no grupo sobrevivente (mediana de 13mg/dL) e discreta no
grupo que nao sobreviveu (mediana de 21mg/dL) (Arroyo et al., 2017). Tomados em conjunto,
esses resultados indicam a importancia do mecanismo de regeneracdo renal do HCO3™ a partir
da excre¢do de NH4", para manuteng¢do da homeostase e regulagio acido-base em equinos com

sepse.

Os niveis de creatinina elevaram significativamente em relagdo a concentracdo basal de
creatinina no T18 (P=0,0239), ndo observada no T24, provavelmente devido ao alto desvio
padrdo. Enquanto no LITHO houve discreto aumento apenas no T24. Normalmente as aferi¢des
conjuntas de ureia e creatinina sdo usadas para se determinar uma disfunc¢ao renal, conduto as
alteragdes na concentragdo de ureia sofreram modificacdes por outras vias e foram
desconsideradas na analise de fungao renal. As alteragdes na concentragdo sérica de creatinina,
revelaram um acumulo gradual do metabolito no organismo ao longo do tempo podendo indicar
uma redugdo de funcao renal. Apesar de variagdo discreta, alta creatinina em cavalos com
pleuropneumonia foi associada a chance 5 vezes maior de Obito (Arroyo et al, 2017). Apesar
de discretas, as variagdes na concentracao de creatinina no CON sao indicativas de disfun¢ao
renal, enquanto no LITHO o uso de Lithothamnium muelleri parece amenizar as consequéncias

renais de uma disbiose.
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4.8. Bioquimica sérica: Proteina sérica total, albumina e globulina

Hiperproteinemia por hiperalbuminemia e hiperglobulinemia significativa foram observadas no
CON, aumentos discretos forma notados no LITHO, mas significativamente menor que do

CON (Figura 19).
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Figura 19: Médias + erros padrdo da concentragdo sérica de albumina, globulina e proteina total (PT)
de equinos submetidos a um modelo de indugdo de laminite relacionada a sepse. Em vermelho o grupo
controle (CON) e em azul o grupo tratado (LITHO) com Lithothamnium muelleri previamente por 7
dias (100mg/kg PO BID). Asterisco indica diferenca em relagdo ao valor basal e hashtags indicam
diferenca entre grupos. Teste de Normalidade, RM one-way ANOVA seguida de Tukey’s multiple
comparisons test e Unpaired t test. # P<0,03; * P<0,04.

A curva de aumento da PST acompanhou a PPT, mas mostrou de modo claro significativa
elevacao no T24 do CON (P=0,0089), sendo a concentracdo do LITHO estatisticamente menor
(P=0,0249). Em relagdo a GLB, nos tempos T6, T12 e T18 do CON foi verificado uma discreta
reducdo causada por variagdes individuais momentaneas. No T24 do CON, um aumento

significativo (P=0,0084), correspondente a 22 % em relacdo ao TO, na concentracdo de
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globulinas séricas foi observado. No LITHO, minimas alteragcdes foram observadas na PST e

GLB.

Em relagdo a ALB, um aumento significativo foi evidente no T18 (P=0,0249) e T24 (P=0,0225)
no CON. No LITHO apesar de ser observado um aumento significativo na ALB no T24
(P=0,0398), a concentragdo foi significativamente menor que a notada no CON no TI18
(P=0,0195) e no T24 (P=0,0137). As curvas de ALB se assemelham as do hematdcrito (VG),
e evidenciam a desidratacdo decorrente da disbiose por sobrecarga de carboidratos, com
diferencas notorias entre os grupos. Em resumo, mudangas na homeostase e distribui¢ao de
fluidos foram observadas no LITHO, significativamente menores que as evidenciadas no CON,

reiterando os efeitos benéficos do uso do Lithothamnium muelleri.

4.9. Bioquimica sérica: Glicemia

Hiperglicemia significativa foi observada no T24 do CON, aumento discreto foi notado no

LITHO, mas significativamente menor que a do CON (Figura 20).
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Figura 20: Médias + erros padrao da concentragdo sérica de glicose de equinos submetidos a um
modelo de inducdo de laminite relacionada a sepse. Em vermelho o grupo controle (CON) e em azul o
grupo tratado (LITHO) com Lithothamnium muelleri previamente por 7 dias (100mg/kg PO BID).
Asterisco indica diferenga em relacdo ao valor basal e hashtags indicam diferenca entre grupos. Teste
de Normalidade, RM one-way ANOVA seguida de Tukey’s multiple comparisons test ¢ Unpaired t test.
# P<0,0040; * P<0,0011.

No presente estudo, a glicemia se elevou consideravelmente no T18 do CON, com maxima em
144 mg/dL. No T24, significativa hiperglicemia foi observada no CON (P=0,0040), com
aumento de 129% em relagdo a basal, com méxima em 275 mg/dL. No LITHO, por outro lado,

apenas um aumento discreto de 29% na glicemia foi notado no T24, significativamente menor
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(P=0,0011) que a do CON. Estudos prévios detectaram desordens significativas na dindmica da
glicose em cavalos induzidos a laminite com OF nas doses de 5-7,5 g/kg (Kalck et al, 2009) e
10g/kg (Van Eps e Pollitt, 2006), que persistiram até 48 horas. Contudo, a glicemia média 24
horas apos a indugdo foi de 130 mg/dL (Van Eps e Pollitt, 2006), ao passo que no presente
estudo foi observada média de 199,7 mg/dL no T24 do CON.

Um estudo anterior, verificou um aumento significativo na glicose iniciando juntamente com
as alteragdes da inflamacao sistémica, antes do inicio da laminite, o que supostamente poderia
implicar da hiperglicemia ser um fator causal complementar no desencadeamento da laminite
por sobrecarga de carboidratos (Kalck et al., 2009). Diferentemente ao observado neste estudo,
no qual os primeiros sinais de Obel 1 foram observados no T6 do CON, 12 horas antes das

primeiras alteracdes consideraveis na glicemia.

A hiperglicemia em casos avangados de sepse geralmente ocorre em detrimento da resposta do
organismo a lesdo e infec¢do. Ha liberagdo de glicocorticoides e catecolaminas devido ao
estresse, que juntamente com as proprias citocinas inflamatdrias atuam endogenamente
promovendo gliconeogénese hepatica e resisténcia periférica a insulina, e portanto, promovem
o aumento intenso da glicemia (Aleman e Guerrero, 2018). Deste modo, ¢ evidenciado no
presente estudo, um potencial efeito benéfico do Lithothamnium muelleri na manutencdo da

homeostase do metabolismo energético frente a desafios gastrointestinais em cavalos.

4.10. Claudicacao

A claudicacao caracteristica da laminite foi observada inicialmente no T6 do CON e
intensificou gradual e significativamente até o T24. No LITHO, por outro lado, a laminite foi
observada a partir do T12 e acentuou consideravelmente apenas no T24, significativamente

mais branda que a observada no CON (Figura 21).
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Figura 21: Médias + erros padrdo do grau de laminite segundo Obel (1948) de equinos submetidos a
um modelo de indu¢do de laminite relaciona a sepse. Em vermelho o grupo controle (CON) e em azul
o grupo tratado (LITHO) com Lithothamnium muelleri previamente por 7 dias (100mg/kg PO BID).
Asteriscos indicam diferenga em relacdo ao valor basal e hashtags indicam diferenca entre grupos.
Friedman test seguido de Dunn’s multiple comparisons test ¢ Mann-Whitney test. # P<0,0216; *
P<0,0191.

Os primeiros sinais de laminite foram observados no T6 do CON em 1 cavalo, o qual apresentou
troca incessante de apoio entre os membros (Grau Obel 1). Claudica¢do evidente tdo
precocimente quanto a observada no modelo de inducao de laminite com BWE (<12 h)
(Minnick et al., 1987). No T12 do CON, trés equinos manifestaram alteracdes na marcha,
caracteristica de “pisar em ovos” (Grau Obel 2), e dois mantiveram Obel 1. De maneira
semelhante, num estudo prévio, foram observados os primeiros animais com grau Obel 2 16

horas apos a administracdo de OF (10g/dL) no grupo tratado com heparina (Uberti et al., 2010).

No T18 significativa claudicacao foi notada no CON (P=0,0191), momento em que todos os
cavalos ja apresentavam laminite grau Obel 2 (4/6) ou Obel 3 (2/6), com relutancia para mover
e resisténcia a tentativas de levantar o membro. Por outro lado, sinais condizentes com o grau
Obel 2 foram inicialmente detectados as 20 horas ap6s a administra¢do de doses mais baixas de
OF (Tadros et al., 2012). No T24 quatro equinos do CON apresentavam grau Obel 3, enquanto
os outros, Obel 2, com claudicagdo estatisticamente diferente da basal (P=0,0073).
Distintamente de outros estudos, nos quais sinais condizentes com laminite foram notados entre
15-20 horas apds a indugdo com OF (Keller et al. 2011; Bailey et al. 2009; Van Eps et al. 2012)
ou somente apds 24 horas da administracdo (Van Eps e Pollitt 2006; Milinovich et al 2006;
Belknap et al. 2007; Van Eps e Pollitt 2009b), sendo a laminite clinicamente diagnosticada
conforme descrito por Van Eps e Pollitt (2004).
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Contrapondo ao CON, no LITHO somente um animal apresentou grau Obel 1 de claudicagdo
no T12 e T18, e no T24 apenas dois equinos apresentaram Obel 2 e outro Obel 1. O grau de
claudicacao do LITHO foi significativamente menor que o do CON no T18 (P=0,0022) e T24
(P=0,0216). Tais resultados demonstram que a suplementagcdo com Lithothamnium muelleri
retardou e amenizou os sinais clinicos de dor da laminite induzida por sobrecarga de OF. A
incidéncia de laminite comumente estd relacionada a gravidade da doenga priméaria (Eades,
2017). E evidente neste estudo, alteragdes sistémicas e claudica¢do tardia e mais branda no
LITHO. No entanto, ¢ importante ressaltar que existe um grau de variabilidade entre os cavalos
quanto a suscetibilidade a LRS (Eades, 2017), e por isso variagdes individuais na intensidade

da sepse e laminite foram observadas nos dois grupos avaliados.
4.11. Histopatologia lamelar

A lesdo lamelar aumentou progressiva e significativamente no CON e se manteve no T36 no

LITHO (Figura 22 e 23).
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Figura 22: Médias + erros padrdo do escore de lesdo lamelar de equinos submetidos a um modelo de
inducdo de laminite relacionada a sepse. Em vermelho o grupo controle (CON) e em azul o grupo tratado
(LITHO) com Lithothamnium muelleri previamente por 7 dias (100mg/kg PO BID). Asterisco indica
diferenga em relacdo ao valor basal e hashtags indicam diferenca entre grupos. Teste de Normalidade,
Kruskal-Wallis test seguidos de Dunn’s multiple comparisons test ¢ Mann-Whitney test. # P<0,04; *
P<0,05. grupos. Teste de Normalidade, Kruskal-Wallis test seguidos de Dunn’s multiple comparisons
test e Mann-Whitney test. # P<0,04; * P<0,05.
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Figura 23: Fotomicrografia da se¢do transversal da parede dorsal das lamelas epidérmicas primarias e
secundarias de equinos submetidos a um modelo de induc¢do de laminite relacionada a sepse. CON:
grupo controle. LITHO: grupo tratado com Lithothamnium muelleri previamente por 7 dias (100mg/kg
PO BID). Os tecidos sio corados com acido periddico - reagente de Schiff (PAS) para destacar a MB.
Na histologia basal as LEP e LES so observadas em formato padréo, estando as LES pontualmente
alongadas. As CEBL com nucleo em sua maioria oval, centralizado e com eixo perpendicular a MB. A
MB conexa entre as LES e LDS com pontuais enrugamentos (seta preta). No T12, ¢ observado a maioria
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dos nucleos da CEBL arredondados e no CON as LES e LEP em sua maioria alongadas e algumas LES
com pontas afiladas. No CON T36, quase a totalidade dos ntcleos das CEBL estavam arredondados,
posicionados proximos e paralelamente 8 MB. As LES e LEP em maioria estavam alongadas e algumas
LES afiladas. O desprendimento da MB em forma de “teta” (seta vermelha) e severo enrugamento foram
ainda observados. No LITHO T36, apesar da maioria dos ntucleos das CEBL estarem arredondados, a
estruturagdo celular se manteve normal, com posicionamento do nucleo centralizado e perpendicular a
MB, maioritariamente. Alongamento das LES também foi evidente. Aumento das fotomicrografias 10X
e 40X.

Na histologia basal um padrao morfologico e estrutural da jungao lamelar dorsal do casco foi
observado. LEP e LES em formato padrdo, estando as LES pontualmente alongadas em todos
os cavalos. CEBL com nticleo em sua maioria oval, centralizado e com eixo perpendicular a
MB. MB conexa entre as LES e LDS com pontuais enrugamentos. No T12, um discreto
aumento no escore histologico de lesdo lamelar foi notado tanto no CON quanto no LITHO.
No T12 do CON, em torno de 70% dos nucleos da CEBL apresentavam-se arredondados,
aproximadamente 53% dos nucleos estavam posicionados normalmente na célula e
perpendicular 8 MB, e as LES e LEP em sua maioria estavam alongadas e algumas LES com
pontas afiladas. No CON, sinais primarios de desprendimento da MB foram identificados em
dois animais, como o desprendimento pontual da MB em forma de “teta” na ponta da LES e o
enrugamento moderado a severo de toda a MB. Ademais, foi observado dilatagdo dos capilares
na LDS no T12 do CON. De forma similar, as primeiras alteracdes histologicas consistentes
com o desenvolvimento de laminite foram observadas 12 horas apo6s a indugdo com OF
(Milinovich et al., 2008). Assim como, a lamelar em andamento com a laminite clinica também
foi evidenciada 24-30 horas ap6s sobrecarga com OF (10g/kg), momentos apos a detecgao de
troca de apoio entre os membros e os primeiros sinais de claudica¢do durante a caminhada em
reta e em circulo (Nourian et al., 2007). No LITHO por outro lado, apenas a maioria dos nticleos
das CEBL estavam arredondados, as LES alongadas, € um enrugamento moderado da MB foi

observado no T12.

No T36 lesdes significativas foram encontradas na histologia lamelar dos cavalos CON
(P=0,0470). Quase a totalidade dos nucleos das CEBL estavam arredondados, posicionados
proximos e paralelamente a MB. As LES e LEP em maioria estavam alongadas e algumas LES
afiladas. O desprendimento da MB em forma de “teta” e severo enrugamento foram ainda
observados em trés cavalos. A dilatacao intensa dos capilares da LDS também foi notada neste
momento CON. No T36 do LITHO, apesar da maioria dos nucleos das CEBL estarem
arredondados, a estruturacdo celular se manteve normal, com posicionamento do nucleo

centralizado e perpendicular a MB, maioritariamente. As LEP apresentaram alongamento em
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trés cavalos. Apenas um equino no LITHO teve severo alongamento das LES e enrugamento
da MB. O restante dos cavalos LITHO apresentaram discreto enrugamento da MB e leve a
moderada dilatacdo dos capilares da LDS. A lesdao lamelar no T36 do LITHO foi
significativamente menor que a do CON (P=0,0303). Esses achados condizem com estudos
prévios, associados a estagios iniciais de laminite aguda, e incluem o afilamento e o

desprendimento ocasional da MB da ponta da LES (Bailey et al., 2009).

De forma interessante ndo foram observadas alteracdes histoldgicas classicas de lesdo na MB
em todos os cavalos com claudicagdo no CON e em nenhum equino com laminite clinica no
LITHO. Estas observagdes ja foram descritas anteriormente, € ocorrem porque no periodo
inicial de desenvolvimento da laminite a lesdo lamelar ¢ naturalmente mais localizada e nem
sempre a bidpsia pode amostrar cem por cento da superficie lamelar dorsal, podendo a amostra

ou o corte nao ter alteragdes evidentes (Milinovich et al., 2007).

Destaca-se alteragdes histologicas importantes no CON a partir do T12, como a desconexao da
MB da ponta das LES e apenas evidéncias de arredondamento do nucleo dos queratindcitos no
T12 do LITHO e intenso alongamento das LES e enrugamento da MB no T36, lesoes
significativamente menores que as do CON neste momento. Sendo evidenciado, portanto, efeito

protetor do Lithothamnium muelleri no casco de equinos com disbiose intestinal induzida.

Na histologia de um casco saudavel normalmente ¢ observado as CEBL em formato oval,
perpendiculares a MB, assim como os nucleos ovais, centralizados e perpendiculares a MB,
observado no momento basal dos animais estudados. Esta estruturacdo ocorre pela formagao
do citoesqueleto de uma célula de sustentagdo com baixo metabolismo mitotico (Pollitt, 2016c¢).
Frente a qualquer alteracdo metabdlica ou fisica, a sinalizagdo para as células epidérmicas
basais se altera para realizagdo de outras fungdes, novas proteinas devem ser sintetizadas e, para
tal, a leitura do DNA ¢ necessaria (Faleiros e Belknap, 2017). Nesta etapa, o ntcleo antes
condensado ¢ descompactado para a leitura do DNA. Portanto, histologicamente o nucleo da
CEBL aparece arredondado e claro. Estudos iniciais indicavam que a porcentagem de nucleos
de CEBL acima de 50% arredondados, indicavam um inicio de altera¢cdo no ASFD (Faleiros et
al, 2011), evidenciados em todos os cavalos do grupo no T12 do CON e somente no T36 do

LITHO.
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Histologicamente, a MB normalmente delineia a LES e ¢ fortemente aderida as CEBL. As LES
sdo em formato padrdo com pontas arredondadas. Com a desestruturagdo do ASFD as LES se
alongam e afilam, alteragdes evidentes a partir do T12 no CON. Normalmente as LES tém o
dobro do comprimento normal e metade da largura. O alongamento, resulta em menos ntcleos
das células basais por micrometro de LES. Menor adesdo das CEBL a MB ¢ vista inicialmente
com a formagao de “tetas” na ponta da LES num estagio inicial, identificadas apenas no CON
a partir do T12. Com o avancar do dano lamelar, a MB solta formando filamentos extensos de
dupla camada a partir da ponta das LES. As CEBL comecam a aglutinar em uma massa nao
estruturada com fungdo suspensora comprometida (Pollitt, 2016¢). Lesdes caracterizadas em
estudo prévio, no qual a histologia lamelar foi realizada 7 dias ap6s a indugdo de laminite com
OF (Van Eps e Pollitt, 2011). Essas mudangas nao foram observadas no presente experimento,

pois os equinos foram eutanasiados 36 horas apds a indugao da laminite.
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4.12. Imunomarcacio de calprotectina

Crescente expressao de calprotectina foi observada nos queratinocitos do CON e LITHO, com
diferenca entre os grupos na distribui¢do e intensidade de imunomarca¢ao no T12, mas

semelhante infiltrado leucocitério (Figura 24 e 25).
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Figura 24: Médias * erros padrdo da expressdo e intensidade de expressdo da imunomarcagdo de
calprotectina nas células epidérmicas basais e incidéncia e localizagdo de leucocitos nas lamelas
dérmicas dorsais do casco de equinos submetidos a um modelo de indugdo de laminite relacionada a
sepse. Em vermelho o grupo controle (CON) e em azul o grupo tratado (LITHO) com Lithothamnium
muelleri previamente por 7 dias (100mg/kg PO BID). Asterisco indica diferenca em relagao ao valor
basal e hashtags indicam diferenca entre grupos. Teste de Normalidade, Kruskal-Wallis test seguidos de

Dunn’s multiple comparisons test e Mann-Whitney test. # P<0,04; * P<0,05.
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Figura 25: Fotomicrografia da se¢io transversal da parede dorsal das lamelas epidérmicas primarias e
secundarias de equinos submetidos a um modelo de induc¢do de laminite relacionada a sepse. CON:
grupo controle. LITHO: grupo tratado com Lithothamnium muelleri previamente por 7 dias (100mg/kg
PO BID). Os tecidos sfo imunomarcados para calprotectina. Verifica-se auséncia de células
calprotectina positivas (CP+) nas amostras basais. No CON T12 ¢ observada presenga consideravel de
CEBL CP+ com moderada intensidade de imunomarca¢do. No LITHO T12, pontual marcagdo de
queratindcitos CP+ ¢ identificado. No T36 entanto, a distribui¢do de CEBL CP+ no LITHO se igualou
a observada no CON. Aumento das fotomicrografias 10X e 40X.
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A auséncia de expressdo de CP pelas CEBL nas amostras basais da juncdo lamelar dorsal do
casco ¢ consistente com outros estudos com cavalos normais e controles, que mostram pontual
ou nenhuma marcagao dessa proteina em queratinocitos (Visser, 2008; Faleiros et al., 2009; De
Laat et al. 2011 ). No CON a presenca consideravel de CEBL CP+ com moderada intensidade
de imunomarcag¢ao foi notada no T12 e persistiu no T36, sem significancia estatistica. No T12
do LITHO, houve menor incidéncia de CEBL CP+, com discreta intensidade de
imunomarcagao, significativamente menores que o CON (P=0,0152). No entanto, a distribui¢ao
de CEBL CP+ no LITHO se igualou a observada no CON com a mesma intensidade de

marcagao no T36.

No TO, a quantidade de leucdcitos CP+/cm? no tecido lamelar do LITHO (0,74
céls CP+/cm?) foi significativamente menor (P=0,0173) que a contagem no CON (1,85
céls CP+/cm?). De modo geral, a imunolocalizacdo foi limitada a ocorréncia ocasional de
leucocitos, situados dentro de vasos na derme lamelar (De Laat et al. 2011). No T12 a incidéncia
de leucdcitos CP+ na lamela dermal continuou baixa sem diferenga entre os grupos, como
observado por (Faleiros et al., 2011). Contudo no T36, um aumento significativo no LITHO
(12,71 céls CP+/cm?, P<0,05) e consideravel no CON (9,0 céls CP+/cm?) foi identificado na
quantidade de leucocitos CP+ na lamela dermal. Apesar de ndo haver diferenca entre os grupos,
cabe ressaltar que no T36 do CON o numero de leucocitos CP+ foi 4 vezes maior que a
contagem basal, ao passo que no LITHO foi 17 vezes maior. De modo interessante, o
Lithothamnium muelleri ndo foi capaz de reduzir a migracao de leucdcitos, apesar de estudos
prévios terem demonstrado o potencial de fragdes de polissacarideos da alga em reduzir o
rolamento e a adesdo ao endotélio vascular em camundongos (Soares et al. 2012; Costa et al.,
2015). Uma provavel explicagdo € ocorréncia discrepante em um animal do LITHO de 46,30

céls CP+/cm? no T36 e consequente aumento intenso da média do grupo tratado.

Adicionalmente, significativo aumento no escore de localizagdo dos leucécitos CP+ foi notado
no T36 dos dois grupos (P<0,05), indicando migra¢ao celular na lamela dermal sem efeito do
tratamento. Uma grande discussdo da LRS ¢ esclarecer qual a contribui¢do dos leucocitos, de
sua migragdo e degranulagdo, e dos queratinocitos ativados para a falha no ASFD. De modo
geral, o presente estudo fornece dados que sugerem que para a falha na estrutura das CEBL e
desconexdo da MB ¢ em certo grau dependente principalmente de mudangas primarias nos

queratinocitos. Outro ponto interessante de salientar no CON, ¢ a observagao primaria da
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expressao de calprotectina pelas CEBL no T12 em relagdo ao aumento do niimero de leucocitos

CP+ apenas no T36.

5. CONCLUSAO

A administragdo oral prévia de Lithothamnium muelleri (100mg/kg BID) foi capaz de amenizar
e retardar a resposta inflamatoria sistémica, a disfuncdo de orgdos e os sinais clinicos e
histopatologicos da laminite em equinos submetidos a sobrecarga do oligofrutose,
demonstrando o potencial de seu uso como suplemento alimentar em cavalos mantidos em
condigdes alimentares, sanitarias e de trabalho/treinamento de maior risco para a ocorréncia de

disbiose, SIRS e sepse.
6. CONSIDERACOES FINAIS

Eventos no TGI que ocorrem nas primeiras 24 horas apos a sobrecarga de CHO sdo
responsaveis pelo inicio e destrui¢ao da interface lamelar do casco momentos depois. Portanto,
estratégias de prevencao e tratamento devem preceder a claudicagdo para melhor eficiéncia
(Nourian et al., 2007). A incidéncia de laminite nos casos de doencas intestinais aumenta com
a gravidade do quadro, porém outros fatores interferem, e, cavalos com quadro sistémico grave
podem nao desenvolver laminite, ao passo que outros com alteragdes moderadas pode vir a
desenvolver (Eades, 2017). A questao ¢ compreender quais sdao os fatores que minimizam o

risco da SRL.

Um ponto importante de ressaltar, ¢ a necessidade de adequar a dieta dos cavalos, pois uma vez
a microbiota ndo adaptada a alta carga de CHO, um quadro de sepse grave se desenvolve e os
equinos evoluem rapidamente a 6bito (Van Eps e Pollitt, 2006). Portanto, até fatores
nutricionais podem influenciar na susceptibilidade. Outro ponto relevante, ¢ o grau de
tolerabilidade do sistema imune a presenca de PAMPs na circulagio. E sabido, que a resposta
imune adaptativa de memoria ndo é promovida por PAMPs de origem bacteriana, e o
reconhecimento desses padrdes desencadeia uma sinaliza¢dao inflamatéria em massa (Abbas,
2018). Apesar da lesao da mucosa e, consequentemente, a exposicao direta a patdogenos € aos
produtos da degradacdo microbiana ser inevitdvel nos casos de sobrecarga por CHO, ¢
importante minimizar os efeitos sistémicos da grave disbiose e destruicao da barreira fisica da

mucosa intestinal.
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O Lithothamnium muelleri no estudo demonstrou potencial efeito de regulagdo da resposta
inflamatoria e a capacidade de minimizar os danos sistémicos e na jun¢do lamelar do casco de
cavalos induzidos a laminite com OF. Contudo, mais estudos sdo necessarios para se avaliar os
potenciais efeitos do Lithothamnium spp. em outros modelos de LRS, ou mesmo em casos de

ocorréncia natural.

A composi¢ao molecular proxima dos PSS aos LPS poderia ser benéfica para se apresentar
diariamente ao sistema imune e modular a resposta para a situagcdo de absorcao de altos niveis
de LPS em processos infecciosos e entéricos, principalmente. Estudos ja demonstraram que
atletas humanos de maratona apresentam niveis elevados de LPS sanguineos nos finais das
corridas sem apresentarem inflamagao sistémica (Camus et al., 1997; Camus et al.,1998).
Acredita-se assim que sua apresentagdo continua poderia entdo, de certa forma, modular o
sistema imune de forma a impedir reagdes exacerbadas ao LPS. Portanto, além dos efeitos ja
demonstrados de acgdo antioxidantes e anti-inflamatorias (Frested et al. 2008; 2009; Aslam et
al. 2010; Soares et al. 2012; Taddei et al. 2014; Costa et al., 2015), ¢ imunomoduladoras em
transplante de células (Rezende et al. 2013) o presente estudo sugere que o uso continuo de
Lithothamnium spp. pode regular a resposta do sistema imune do equino em quadros

septicémicos, € minimizar expressivamente as consequéncias.

7. PERSPECTIVAS PARA EXPERIMENTOS FUTUROS

Em relacao a melhorias que podem ser incorporadas na metodologia experimental para novos
estudos avaliando equinos submetidos a modelos de laminite relacionada a sepse, acredita-se
que um acompanhamento com exames fisicos a cada 2-4 horas (Van Eps e Pollitt, 2006; Black
et al. 2006) forneceria dados que caracterizariam melhor o quadro séptico induzido pela
administracdo de OF. Adicionalmente, um exame ultrassonografico em pontos especificos
abdominais de delgado, ceco e colon maior seria interessante para avaliar a motilidade intestinal
(Pedroza, 2019). Aferi¢des seriadas da pressdo arterial pelo método ndo invasivo poderiam
também auxiliar na melhor caracterizagdo do quadro de descompensagao cardiovascular. O
uso de termografia para se aferir a temperatura dos cascos e o doopler para identificar mudancas
no fluxo sanguineo digital, pode ser interessante para melhor caracterizar as mudangas no casco

(Aguirre et al., 2013).
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Quanto aos exames laboratoriais, a afericao do lactato sanguineo poderia ser um critério valioso
para este tipo de estudo, pois revelaria o ponto inicial de falha na perfusdo e oxigenagdo
tecidual, e o grau de acidose metabdlica dos animais submetidos a sobrecarga por OF (Barton
e Peroni, 2018), principalmente, por apresentar boa correlacdo com a gravidade do quadro e
estar associado ao risco de Obito 6 vezes maior quando alterado em cavalos admitidos na

emergéncia (Roy et al., 2017).

A classificagao do padrao respiratorio e a saturacao de O> por oximetria digital sao avaliagdes
de facil execugao que podem ser empregadas (McConachie et al., 2016; Wilkins et al., 2007).
Os niveis de colesterol total, ajudariam na caracterizagdo de mudancas no metabolismo
energético, ou mesmo na funcdo hepatica. A concentragdo sérica de amonia também poderia
ser incluida no protocolo de monitoragao a fim de promover melhor compreensao do quadro de
reducdo significativa de ureia, assim como, a realizacdo de urindlise. Em relagdo ao
monitoramento renal, a dimetilarginina simétrica (SDMA) ¢ um preditor de insuficiéncia mais

confiavel que a creatinina, pois se acumula com 25 % de falha renal (Hall et al, 2016).

Outro fator interessante a ser incorporado ¢ uma avaliagdo especifica de sistema nervoso,
através da observacdo, andlise e classificagdo da atitude (McConachie et al., 2016), pois grau

leve a moderado de depressdo e inapeténcia foram nos cavalos induzidos a laminite por OF

(French e Pollitt, 2004; Van Eps e Pollitt 2006).

Em relacdo a analise histologica do casco, um espacamento menor nos tempos das biopsias de
casco (Milinovich et al., 2007), pode fornecer uma curva mais completa de evolucdo da
expressdo de calprotectina pelas CEBL, do infiltrado leucocitario e, principalmente, das
alteracdes morfologicas lamelares. Adicionalmente, o estudo morfométrico das LEP e LES (De
Laat et al., 2011) fornecera dados mais consistentes quanto as alteracdes desencadeadas pela

disbiose intestinal.

Estudos adicionais para determinar a expressdo de quimiocinas, citocinas pro-inflamatérias e
moléculas de adesdo no tecido lamelar do casco, poderiam fornecer uma melhor compreensao

quanto ao provavel mecanismo de a¢ao do Lithothamnium muelleri.
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