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RESUMO

Estudos prévios demonstram que a infiltracdo leucocitaria precede os danos estruturais
do tecido lamelar do casco de equinos com laminite. Com a hipétese de que a reducéo
dessa migracdo, por meio de leucoaférese terapéutica, resultaria em melhora clinica e
histoldgica do tecido lamelar de equinos submetidos a leucoaférese, este estudo teve 0s
seguintes objetivos: 1) validar em equinos o uso do lamelétomo de Falcdo-Faleiros, um
instrumento especificamente projetado para realizar bidpsias do extrato lamelar de
animais ungulados; 2) descrever uma técnica de leucoaférese por fluxo continuo e
verificar seus efeitos sobre as contagens de leucocitos sanguineos; 3) avaliar o efeito da
remocao de leucdcitos circulantes, por meio de protocolo de leucoaférese, sobre os
parametros clinicos e hematoldgicos e identificar a intensidade da infiltracdo de
leucdcitos e o grau de dano no tecido laminar do casco de cavalos com laminite aguda
induzida por oligofrutose. Para a validacdo da bidpsia utilizaram-se nove equinos
adultos submetidos a técnica proposta, que foram monitorados clinicamente e
radiograficamente por 60 dias. Para os testes de inducdo de laminite e a utilizagdo da
leucoaférese foram utilizados doze equinos, fémeas sem historico prévio de claudicacao.
Os animais foram divididos aleatoriamente em dois grupos (n=6), controle (CON) e
tratado (LEUCO). Sepse e laminite foram induzidas por administracdo oral de
oligofrutose. Os animais foram monitorados de forma clinica e laboratorial. Biopsias
seriadas foram realizadas antes e 12, 36 e 72h ap0s inducdo. Passadas 12 horas apés
inducéo os animais do grupo LEUCO foram submetidos a leucoaférese por sistema de
coleta por fluxo continuo com duplo acesso venoso. Sobre a técnica de bidpsia, conclui-
se que o lamelétomo de Falcdo-Faleiros foi satisfatorio, produzindo amostras
histoldgicas em quantidade e qualidade adequadas, sem causar danos irreversiveis aos
equinos. Também mostrou-se que o protocolo de leucoaférese reduziu a concentragédo
de leucocitos circulantes e infiltrados no casco, atenuando sinais de inflamacéo
sistémica e disfuncdo organica, prevenindo Obitos e amenizando lesGes lamelares.
Concluiu-se que a técnica de bidpsia foi eficaz em equinos e que o protocolo terapéutico
de leucoaférese se mostrou eficaz experimentalmente, demonstrando potencial para seu
uso clinico.

Palavras chaves: cavalos, leucdcitos, sepse, aférese.

ABSTRACT

Previous studies from our group demonstrated that leukocyte infiltration precedes major
structural damage of the lamellar tissue promoted by laminitis in equine hoof. With the
hypothesis that the reduction of this migration using therapeutic leukapheresis results in
clinical and histological improvement of the lamellar tissue of horses subjected to
leukapheresis, this study had the following objectives: 1) to validate in horses the use of
Falcdo-Faleiros’ lamellotome, an instrument specifically designed to perform biopsies
of the lamellar tissue of ungulate animals; 2) to describe a continuous flow



leukapheresis technique and to verify its effects on blood leukocyte counts; 3) to
evaluate the effect of removal of circulating leukocytes by means of a therapeutic
leukapheresis protocol on the clinical and hematological variables and to identify the
intensity of leukocyte infiltration and the degree hoof lamellar damage in horses with
acute laminitis induced by oligofructose For the validation of the biopsy, nine adult
horses subjected to the proposed technique were used. These horses were monitored
clinically and radiographically for 60 days. For the leukapheresis experiments, twelve
mares without previous history of lameness were used. Horses were randomly divided
into two groups (n=6), control (CON) and treated (LEUCO). Sepsis and laminitis were
induced by oral administration of oligofructose. Horses were monitored by clinical and
laboratorial assessments. Serial biopsies were performed before and 12, 36 and 72h after
induction. Twelve hours after induction the LEUCO animals were subjected to
leukapheresis by continuous flow collection system with double venous access. The
Falcdo-Faleiros lamellotome was fully satisfactory, producing histological samples in
adequate quantity and quality, without causing irreversible damage to the horses. It was
also shown that the leukapheresis protocol reduced the concentration of circulating and
infiltrated lamellar leukocytes, attenuating the signs of systemic inflammation and
organic dysfunction, preventing deaths and alleviating lamellar lesions. In conclusion,
the biopsy technique was effective in horses and the leukapheresis therapeutic protocol
proved to be experimentally effective, demonstrating potential for clinical use.

Key words: horses, leukocytes, sepsis, apheresis.
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1. INTRODUCAO

Xenophon (380 AC) pode ter sido o primeiro a escrever sobre a laminite que na época
ocorria pela ingestdo de excesso de cevada e, ja nesse tempo, 0 autor citava que a
doenca seria mais facil de tratar no inicio do seu curso. Aristételes, (330 AC)
mencionou a laminite em cavalos que eram criados de forma extensiva oriunda de
pastagem. No seu relato ele jA& mencionava a perda dos cascos dos animais acometidos.
Sem imaginar Xenophon e Aristételes ja descreviam o que na atualidade os
pesquisadores identificam como laminite de carater inflamatério e laminite por ingestao
de pasto vigoso.

Laminite ¢ uma enfermidade secundaria do digito do equino que resulta em faléncia
estrutural do mecanismo de aderéncia do estojo corneo ao esqueleto apendicular,
provocando dor e perda da funcdo locomotora. Dessa maneira, essa enfermidade é uma
condicdo comprometedora para a carreira do equino acometido, provocando perdas
financeiras significativas a equideocultura, além das implicacfes sobre o seu bem-estar.

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

Geralmente, a laminite advém de distarbios gastrintestinais, respiratorios e reprodutivos
que deflagram quadro de endotoxemia e resposta inflamatoria sistémica (sindrome da
resposta inflamatdria sisttmica - SIRS), afetando também animais com alteracbes
enddcrinas, como portadores da sindrome de cushing, animais obesos ou que recebam
altas dosagens de corticoides.

Laminite aguda ou inflamatdria desencadeada por quadros de endotoxemia, sepse e
SIRS é mais grave e causa enormes transtornos nos equinos acometidos. A ativacdo de
leuccitos e a migracdo dessas células para o intersticio foram demonstradas nas
laminas dérmicas do digito e em outros 6rgdos durante a fase de desenvolvimento da
laminite.

Pesquisadores sugerem que a crioterapia causa vasoconstricdo periférica profunda e
dessa forma é capaz de impedir a chegada, por via hematdgena, de células inflamatorias
e mediadores capazes de induzir a inflamacao no digito. Assim, essa terapia passou a ser
uma das principais para tratamento da laminite aguda e levantou a hipdtese de que a
inibicdo da migragéo dos leucdcitos para o tecido laminar & uma tatica importante para
ser incluida na préatica veterinaria.
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Neste contexto, uma opg¢do na terapéutica da laminite aguda poderia ser a remocao das
células inflamatorias presentes na circulagdo sanguinea na fase inicial do processo de
instalagdo da laminite. Outro fator importante e que se deve ter em consideracdo é que o
tratamento da laminite pode se tornar longo e oneroso e, assim, existe uma necessidade
urgente para explorar o potencial de novas estratégias preventivas e terapéuticas para
pacientes com ou em alto risco de desenvolver essa afeccdo. Para isso, uma técnica que
poderia ser empregada seria a aférese (leucoaférese), o que minimizaria a chegada
desses leucdcitos no casco e, consequentemente, reduziria o processo de degradacao das
laminas dérmicas. Dessa forma, a leucoaférese se tornaria uma opcao inovadora na
terapéutica da laminite aguda.

A aférese é o procedimento caracterizado pela retirada do sangue total de um doador ou
paciente, com separag@o dos seus componentes por meio de centrifugacdo ou filtracdo e
devolucdo do remanescente ao doador ou paciente. De acordo com 0 componente
removido, a aférese pode ser classificada em plasmaférese (remocdo de plasma),
leucoaférese (remocdo leucdcitos), eritrocitaférese (remocdo de eritrdcitos) e
plaquetaférese (remocdo de plaquetas).

2. HIPOTESE

A leucoaférese € um procedimento seguro e capaz de remover células inflamatérias na
circulacdo sistémica e nos cascos de equinos com laminite induzida por oligofrutose,
reduzindo assim sintomas sistémicos e o dano tecidual no tecido lamelar.

3. OBJETIVO GERAL

Testar a leucoaférese como tratamento da laminite séptica induzida em equinos.

4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Descrever a técnica de leucoaférese por fluxo continuo em equinos, avaliar sua a
seguranca, viabilidade e verificar sua efetividade como terapia inovadora na medicina
de equinos e até na medicina veterinaria, além de provocar e ou estimular outras
pesquisas com essa técnica.

Avaliar o efeito do sequestro dos leucdcitos, por meio de procedimento de leucoaférese
automatizada por fluxo continuo, nos parametros clinicos hematoldgicos de equinos
com laminite aguda induzida pelo modelo oligofrutose.
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Identificar a intensidade da infiltracdo de leucdcitos e o grau de dano no tecido lamelar
do casco de cavalos com laminite aguda induzida por um modelo utilizando a
oligofrutose e submetidos a técnica de leucoaférese automatizada.

Verificar em equinos a viabilidade e eficacia do uso de um instrumento cirdrgico
denominado lamelétomo Falcdo-Faleiros, que foi especificamente desenvolvido para
obtengdo amostras de tecido lamelar em animais ungulados.

CAPITULO 01 - LAMINITE EQUINA: UMA BREVE REVISAO

1. INTRODUCAO

Poucas sdo as doencgas em equinos que promovem respostas emocionais em treinadores,
veterinarios e ferradores comparadas a laminite. 1sso se deve a natureza dessa condicao
que causa dor e sofrimentos aos animais que sdo acometidos (Walsh e Burns, 2017).
Talvez esse seja um dos motivos pelos quais os pesquisadores tém se dedicado nos
ultimos anos a fim de tentar decifrar a complexa fisiopatologia relacionada a laminite e
consequentemente incluir terapias inovadoras, ainda mais eficazes dos que as ja
conhecidas.

A laminite equina € definida como inflamacéo das ldminas dérmicas (LD) do casco e na
antiguidade era descrita como doenga muitas das vezes intratavel e fatal. Por séculos,
informacdes sobre essa doenca foram adquiridas a partir de observacgdes do tratamento
de casos que ocorreram naturalmente e assim, 0os avang¢os no conhecimento da doenca
eram demasiadamente lentos e rendiam pouca informagéo conclusiva (Walsh e Burns,
2017). Atualmente a laminite esta dividida em trés tipos: a inflamatdria ou aguda (inter-
relacionada a sepse, sindrome da resposta inflamatéria sistémica - SIRS e a faléncia
maultipla de 6rgdos - MODS); a endocrinopatica (relacionada a obesidade e a sindrome
metabolica) e a causada pela sobrecarga fisico-mecénica de um dos membros (laminite
de apoio) (Belknap, 2017).

Com a descoberta e o desenvolvimento de modelos de inducdo experimentais de
laminite, houve um progresso no conhecimento das diferencas fisiopatoldgicas entre 0s
tipos de laminite. Atualmente a laminite é compreendida como uma doenca
heterogénea, porém, com o resultado final comum que é a falha estrutural das laminas
digitais (Walsh e Burns, 2017).

Para cada tipo de laminite existem um ou mais modelos experimentais. Tais modelos ja
estdo bem caracterizados com particularidades temporais das respostas celulares e de
graus diferentes de lesdo organicas nas LD. Comumente, para a reproducdo da laminite
inflamatdria, que possui relacdo com a SIRS, sdo utilizados os modelos por sobrecarga
de carboidratos (amido de milho e oligofrutose - OF) e o extrato de nogueira preta
(Black walnut — Julgans nigra). J& para a laminite endocrinopatica o modelo
rotineiramente utilizado é por hiperinsulinemia (Belknap, 2017).
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A relacdo entre a sepse, SIRS, a MODS e a laminite ja estd bem documentada e nesse
contexto os leucdécitos se tornaram o foco de diversas pesquisas. Isso se da devida a
descoberta da infiltracdo de leucdcitos (Faleiros et al., 2011b) com aumento na liberagao
de citocinas inflamatdrias (Tadros et al., 2013) quimiocinas e a cicloxigenases no tecido
lamelar induzindo migracéo e adesdo leucocitaria (Eades, 2010b), estresse oxidativo e
apoptose (Laskoski et al., 2016).

Tais alteragdes sdo semelhantes aos eventos fisiopatoldgicos de MODS em humanos
(Belknap et al., 2009), o que fortalece a hipdtese de que a SIRS antecede o inicio da
claudicacdo nos equinos sob modelos experimentais, incitando danos lamelares
(Faleiros e Belknap, 2017). Nos modelos de laminite inflamatdria a febre e a taquicardia
antecedem a claudicacgédo o que pode comprovar esse fato (Leise et al., 2011, Lima et al.,
2013). Ainda, um estudo retrospectivo mostrou que os cavalos com sinais clinicos
compativeis com SIRS possuiam cinco vezes mais chances de desenvolverem laminite
(Eades, 2010b).

Devido a comprovacao da relacdo da sepse, a SIRS com a presenca dos leucécitos nas
LD do casco, estratégias no tratamento da laminite tem se concentrado para impedir a
migracdo dessas células. Assim, buscou-se uma técnica que conseguisse anular o
influxo dos leucdcitos para o tecido laminar.

2. ALAMINITE INFLAMATORIA OU RELACIONADA A SEPSE

A laminite inflamatdria € a mais classica entre os trés tipos (Walsh e Burns, 2017), esta
associada com endotoxemia em cavalos adultos e, na maioria das vezes, é sequela de
estrangulamento gastrointestinal, colite, pleuropneumonia e metrite séptica (Faleiros et
al., 2008). Nesses casos a SIRS é uma condicdo predominante que antecede os danos
laminares (Faleiros e Belknap, 2017).

Nas condic¢Bes ou doencas citadas anteriormente o 6rgao sede, quando sofre a agressao,
na grande maioria das vezes, por patdgenos infecciosos liberam e absorvem os padrdes
moleculares associados a patdégenos (PAMPs) que sdo componentes da parede
bacteriana (LPS, &cido lipoproteico) ou mitocondriais. A partir do primeiro contato
entre PAMPS e padr6es moleculares associados a danos (DAMPs) ocorrem estimulos
de células inflamatorias, endoteliais e plaquetas, iniciando a resposta inflamatdéria local.
Entretanto, ao atingirem a circulacdo sisttmica os PAMPs podem estimular respostas
por diversas vias e células do hospedeiro de uma Unica vez, iniciando assim, uma
condigdo de reacOes exacerbada (SIRS) que se nédo tratada leva a MODS (Faleiros e
Belknap, 2017).

Ao se ligarem aos PAMPs circulantes, os macrofagos liberam citocinas na corrente
sanguinea, dentre essas as mais comuns sdo o fator de necrose tumoral (TNF-a) ¢
interleucinas (IL) 1 e IL 6 (Faleiros e Belknap, 2017). O encontro de PAMPs e citocinas
estimula o endotélio vascular a expressar moléculas de adesdo e quimiocinas no
endotélio vascular de o¢rgdos alvo. Estes eventos endoteliais, combinados com
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estimulacdo de leucdcitos circulantes, levam a adesdo de leucdcitos e subsequente
migracdo para os tecidos distantes do 6rgdo sede onde eles causam lesdo tecidual,
disfuncdo e morte celular devido & producdo de espécies reativas de oxigénio, de
nitrogénio e proteases (metaloproteinases - MMPs). Alguns pesquisadores acreditam
que esse evento acontece concomitantemente nas laminas digitais, dando inicio aos
danos teciduais locais 0 que caracterizaria a laminite (Faleiros et al., 2011a, b; Lima,
2012; Faleiros e Belknap, 2017).

Na atualidade, o0 modelo mais utilizado para a indugdo da laminite ligada a SIRS, é
aquele que utiliza a oligofrutose (OF) (Laskoski et al., 2016; Faleiros e Belkanp, 2017).
A OF é um frutano comercial de cadeia curta extraido de raizes de chicoria (Cichorium
intybus). A substituicdo do amido de milho pela OF se deu por que o amido possui
capacidade de elevada causar colicas e taxas altas de mortalidade (Faleiros e Belknap,
2017) (Quadro 01).

Para estudar esse tipo de laminite os pesquisadores utilizam os modelos com
carboidratos (Faleiros et al., 2011b) e OF (Van Eps e Pollitt, 2006; Nourian et al., 2007,
Van Eps e Pollitt, 2009; Lima et al., 2013; Lima et al., 2016). Em 1975, Garner e
colaboradores descreveram um protocolo envolvendo a administracdo gastrica em bolus
de uma mistura de amido de milho (85%) e “farinha” de madeira (15%), os cavalos que
receberam tal tratamento apresentaram laminite com grau 3 de claudicacdo segundo
Obel entre 32 e 48h febre e endotoxemia. Aproximadamente 20 a 30% dos cavalos da
pesquisa ndo desenvolveram laminite o que foi considerado como limitag&o do trabalho
(Walsh e Burns, 2017).

French e Pollitt, (2004) testaram trés diferentes doses de OF em oito equinos divididos
em quatro grupos de dois que receberam via oral 7.5 (G1), 10 (G2) e 12.5 g/kg (G3) em
bolus, sendo que o grupo controle recebeu somente agua. Trés dias consecutivos antes
dos tratamentos, foram administrados 10% das doses. O periodo experimental durou
48hs e sinais de SIRS e inflamacdo foram observados, entre eles, diarreia, depressao,
inapeténcia, desidratacdo, febre e taquicardia. Histologicamente, foi verificado nos
animais que receberam a dose de 7,5 g/kg diminuicdo significativa do numero e
tamanho de hemidesmossomos (HD). A magnitude da retracéo e perda de HD aumentou
a medida que a dose foi sendo elevada. Em animais que receberam 10 g/kg houve
separacdo esporadica de células basais epidérmicas. A dose 12.5 k/g acarretou extensa
separacdo especialmente na ponta das laminas epidermais secundarias (LES). A
presenca de leucdcitos ocorreu mais intensamente nas laminas dérmicas dos animais
que receberam a dose de 12.5g/kg, porém, também foram encontrados infiltrados
inflamatdrios nas laminas dérmicas dos outros equinos com doses inferiores (French e
Pollitt, 2004).

Outras pesquisas com a laminite inflamatoria utilizando a oligofrutose foram realizadas
com a dose de 10 g/kg com pré-sensibilizacdo de 10% da dose trés dias antes da inducéo
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(Van Eps e Pollitt, 2006; Van Eps e Pollitt, 2009), assim como outras sem a dose de
pré-sensibilizacdo (Nourian et al., 2007; Lima et al. 2013; Lima et al., 2016).

A explicacdo para esse modelo desencadear a laminite ligada a sepse € pela agdo da OF
na microbiota intestinal, 0 que hoje j& esta bem documentado. Como 0 equino nédo
produz enzima especifica no intestino delgado para sua digestdo, a OF chega inalterada
ao intestino grosso, onde induz rapido desequilibrio microbiano caracterizado
principalmente por proliferacdo de bactérias gram-positivas entre ela estreptococos e
lactobacilos A consequéncia € a producdo aumentada de acido latico que reduz o pH
cecal normal (6,2 - 6,8) para menos de 5, 0 que acarreta lise de bactérias gram-
negativas e lesdo do epitélio intestinal (Milinovich et al., 2006; Milinovich et al., 2010).

A principal repercussao da alteracdo da microbiota cecal caracteriza-se por aumento da
permeabilidade da parede e absorcao toxinas bacterianas (PAMPS), através da mucosa
danificada. Lipopolissacarideos - LPS (endotoxinas) resultantes da lise de bactérias
gram-negativas associados aos peptidoglicanos, acido lipoteicdico, aminas vasoativas e
exotoxinas liberados devido a rapida proliferacdo das bactérias gram-positivas seriam 0s
principais PAMPs que sdo absorvidos pela mucosa do intestino grosso, chegando a
corrente sanguinea. Elevagdes nas concentracdes plasmaticas de LPS seguidos picos do
TNF-o tém sido descritos respectivamente 8h e 12/24h apds a administracdo da dose de
10g/kg em equinos e isso justificaria a os sinais de SIRS (taquicardia, depresséo, febre)
(Faleiros e Belknap, 2017).

Ainda, o influxo osmotico de &gua para o lume intestinal associado ao desequilibrio da
microbiota pela alteracdo do pH, ambos provocados pela chegada abrupta de grandes
quantidades de OF ao ceco e coélon, pode explicar o quadro de diarreia intensa,
desidratacdo e apatia que também sdo sinais clinicos comuns na SIRS em equinos (Van
Eps e Pollitt 2006; Milinovich et al., 2010; Lima et al., 2013).

Outro modelo que induz laminite inflamatéria é com a utilizacdo do extrato de nogueira
preta - NP (Black walnut — Julgans nigra). Esse modelo foi descoberto acidentalmente
quando os cavalos ingeriam a “serragem” dessa arvore utilizada como cama das
cocheiras (Walsh e Burns, 2017). Para a inducdo da laminite com a NP realiza-se a
imersdo por cerca de 12h de 1kg de raspas da NP em 5 litros de agua, seguindo-se a
administrada por sonda nasogastrica. (Walsh e Burns, 2017).

Esse modelo se aproxima dos efeitos da administracdo intravenosa de LPS. Ocorre
aumento das citocinas pré-inflamatorias em 3h e ativacdo de leucdcitos, seguidos de
febre e leucopenia dentro de 4 h e leucocitose apos 12h. Ha infiltracdo de leucdcitos
lamelares durante a fase de desenvolvimento. Se ndo houver administracao adicional os
cavalos tendem a se recuperar totalmente sem sofrerem danos laminares. Entretanto, se
houver redosagens, entre 8-12h, podem ser encontradas alteracdes histologicas como o
desarranjo do tecido lamelar basal e destruicdo de células parabasais, lise e separacéo da
membrana basal (Faleiros e Belknap, 2017).
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A hipétese para 0 mecanismo de acdo desse modelo é que os compostos de NP sdo
absorvidos pela mucosa do intestino grosso e quando estdo presentes na circulagédo
agem como PAMPS, iniciando toda a cascata inflamatéria e a SIRS. Criticos dessa
metodologia afirmam que os modelos de indugdo por NP ndo imitam com precisdo a
ocorréncia natural da laminite, por induzir resposta inflamatdria transitoria ao contrario
da OF que induz resposta inflamatdria progressiva. Mesmo assim, esse modelo permitiu
avancos no entendimento da fisiopatologia da doenca relacionada a SIRS, incluido a
inflamacéo lamelar com a presenca de infiltracdo de leucdtcitos (Faleiros e Belknap,
2017).

Quadro 01: Principais modelos de inducdo de laminite utilizando a oligofrutose (OF) com respectivos
autores, metodologias na inducdo, sinais clinicos e achados histologicos.

Referéncias Metodologia Temporizacao de sanais | Achados histologicos
clinicos

FRENCH, K. R., | 08 equinos: 02 por | Diarreia liquida, | A dose de 7,5 g/kg

POLLITT C. C. Equine | grupo; G1 7.5 g/kg, | abundante, as 12-16 hs, | diminuiu

laminitis: loss of | G2 10 g/kg, G3 12.5 | interrompida em 36-44 | significativamente

hemidesmosomes in hoof | g/kg bolus VO. 10% | hs, leve a moderada | tanto o tamanho quanto

secondary epidermal | da dose trés dias | depressdo e inapeténcia | o nimero de HD. A

lamellae  correlates to | antes ao bolus VO. | em 12-16 hs que persistiu | magnitude da retragéo
dose in an oligofructose | Duracdo de 48 hs. até 28-36 hs. Apetite e | e da perda de HD

induction  model: an comportamento aumentou a medida
ultrastructural study. evoluiram/melhoraram que a dose aumentou.
Equine vet. J. v. 36, n. 3, apo6s este periodo e se | A dose de 10 g/kg
p. 230-235, 2004. normalizaram as 48 h. | induziu a separagdo

Um cavalo 7,5 g/kg de | esporddica de células
OF e moderadamente | basais epidérmicas. A
desidratado as 24 h, | dose 125 k/g foi
respondeu a 5 litros de | associada com uma
solucdo polibnica V. | extensa separagdo de
Todos, com excecdo de | lamina densa,
um (7,5 g/kg) receberam | especialmente na ponta
flunixina meglumina as | LES.  Presenca de
32 hs para aliviar febre | leucécitos. Dose de 7,5

leve, taquicardia, | g/kg graus 0-1, 10g/kg
depressdo e célica leve | graus 1-2, 12.5 grau 2-
transitoria. 3 de lesdo Pollitt
(1996).
VAN EPS, A. W, | 18 equinos: um | Diarreia liquida, | Presenca de leucdcitos.

POLLITT C. C. Equine | piloto com 6 | abundante, as 12-16 hs, | Dose de 7,5 g/kg graus
laminitis induced with | divididos em trés | interrompida em 36-44 | 0-1, 10g/kg graus 2-3,
oligofructose. Equine vet. | grupos com trés | hs, leve a moderada | 12.5 grau 2-3 de leséo

J. v.38, n. 3, p. 203-208, | cada por grupo; G1 | depressdo e inapeténcia | Pollitt (1996).

2006. 7.5 g/kg, G2 10 | em 12-16 hs que persistiu | Alteraces na
o/kg, G3 12.5 g/kg | até 28-36 hs. Apetite e | morfologia laminar alta
bolus VO. Doze | comportamento correlacdo elevadas
equinos  divididos | evoluiram/melhoraram com a claudicacéo.

em dois grupos de 6 | apos este periodo e se
cada GC2 e 10 g/kg | normalizaram as 48 h.
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CT 10g/kg. Com
excecdo dos animais
controle todos
receberam 10% da
dose trés dias antes
ao bolus  VO.
Duragéo de 48 hs.

Um cavalo 7,5 g / kg de
OF e moderadamente
desidratado as 24 h,
respondeu a 5 litros de
solucdo polibnica V.
Todos, com excecdo de
um (7,5 g/kg) receberam
flunixina meglumina as
32 hs para aliviar febre
leve, taquicardia,
depressdo e colica leve
transitoria.  Pulso  nas
artérias digitais 24-36 hs.

NOURIAN, A. R. et al.
Equine laminitis:
ultrastructural lesions
detected 2430 hours
after induction with
oligofructose. Equine vet.
J.v. 39, n4, p. 360-364,
2007.

08 equinos; 10g/kg
VO diluidos em 4

litros de  4gua
destilada. Unica
dose.

12 a 16 hs diarreia e
apatia em todos 0s
equinos, 03  equinos
eutanasiados em 24 hs e
01 em 30 hs.

Nucleos ligeiramente
arredondados e LES
pouco pontiaguda.

Lesdo de membrana
basal em poucas LES.
OndulacBes excessivas
na membrana basal.

VAN EPS, A W,
POLLITT, C. C. Equine
laminits model: lamellar
histopathology seven days
after  induction  with
oligofructose. Equine vet.
J. v. 41, n.8, p. 735-740,
2009.

06 animais; 10% do
bolus trés dias antes
a inducéo. Bolus de
indugdo 10g/kg VO.

Claudicacéo
caracteristica de laminite
36 horas ap6s bolus. De
36 a 72 quatro equinos
evoluiram de Obel Il para
Il e dois permaneceram
no Obel Il. Nas 72 hs
todos estavam Obel II.
AlteracBes radiogréficas
pequenas apés 72 hs.
Duracéo 07 dias.

Assimetria e
alongamento com
alguns pontos

encurtamento das LES,
retracdo da LEP/eixo
queratinizado com
desconexdo entre LES
e LEP (ilhas), figuras
de leucdcitos (H&E,
PAS). MB aderida a

LES quando essa
estava conectada a
LEP, figuras de
apoptose. Perda da
capacidade de
sustentacdo do

esqueleto e casco.

LIMA, L. R. et al
Histologic and
inflammatory lamellar
changes in horses with
oligofructose-induced
laminitis treated with a
CXCR1/2  antagonistl.
Pesq. Vet. Bras. v. 36, n.
1, p. 13-18, 2016.

Doze cavalos,
administracdo  de
10g/kg VO OF
bolus. Animais
divididos em dois
grupos: tratado
(30mg/kg de
DF1681B

intravenosa, 6, 12,
18 e 24h ap6s a OF)
e ndo tratado,
(recebeu  placebo).
Nao houve doses de
pré-sensibilizagdo.

Pulso digital 18 e 24 hs e
permaneceu até o fim do
experimento. Diarreia
inicio as 12 horas e
terminando as 48 horas.
Congestdo de mucosa
entre 24 e 48 horas. A
maioria  dos  animais
apresentou motilidade
intestinal normal durante
todo o experimento com
um aumento coincidindo
com o periodo de
diarreia. Dois animais
hipomotilidade entre 36 e

Média de marcagdo de
CPemde 2 e 3noT36.
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48 horas. Metade dos
animais permaneceu por
longos  periodos em
decubito e foram
anoréxicos durante o
periodo de diarreia.

VO. Via oral; g/kg, grama por kilo, OF, oligofrutose; CP, calprotectina; LES, laminas epidérmicas
secundarias; LEP, laminas epidermais primarias; HD, Hemidesmossomos; T36, tempo 36.

3. LAMINITE ENDOCRINOPATICA

Laminite endocrinopatica tem sido associada a sindrome metabdlica (SME), a
resisténcia a insulina (RI), a sindrome de Cushing (disfuncdo da pars intermédia da
glandula pituitaria - DPIP) ou a iatrogenia pela administracdo de corticoides exdgenos.
E a forma de laminite mais frequente nos paises da Europa e América do Norte (70 —
90% de todos os casos). Por outro lado, na medida em que se tem conhecimento dos
fatores de risco e capacidade de diagnosticar essas condi¢cdes endocrinolégicas, menor

serd a incidéncia e a intensidade desse tipo de laminite (McGowan, 2008; Frank, 2011).

A SME néo ¢é uma doenca especifica, mas sim uma sindrome clinica associada com a
laminite endocrinopatica. O aumento da adiposidade, hiperinsulinemia e RI sdo 0s trés
componentes principais desta sindrome, sendo dificil separar esses fatores. A
hiperinsulinemia € diagnosticada na maioria dos cavalos com Rl e os animais afetados
séo geralmente obesos ou apresentam adiposidade regional (Frank, 2011).

Esta ficando cada vez mais claro que a homeostase relacionada a glicose e insulina é um
fator critico para esse tipo de laminite (Walsh e Burns, 2017). Pesquisas revelam que
existem trés teorias principais inerentes ao mecanismo da laminite endocrinopatica,
todas elas associadas aos efeitos da resisténcia a insulina: (1) comprometimento da
absorcdo de glicose; (2) efeitos vasculares; (3) efeitos pro-inflamatérios. Os dois
ultimos podem estar ligados, uma vez que o endotelio vascular é tipicamente um tecido
alvo para os efeitos pro-inflamatdrio da resisténcia a insulina (Frank, 2011).

A hiperglicemia é o sinal classico da RI, isso se deve por conta dos efeitos da insulina
na estimulacdo da dispersdo da glicose nos tecidos através de proteinas de transporte
denominadas GLUT 4, isso ocorre particularmente no tecido muscular e adiposo. O
problema subjacente da resisténcia a insulina é entdo a potencial privacdo de glicose dos
tecidos, o que causa morte celular ou danos (McGowan, 2008; Frank, 2011).

McGowan, (2008) e Frank, (2011) descreveram que o tecido do casco saudavel possui
demanda elevada de glicose, de tal forma que quando amostras do casco sao incubadas
na auséncia dessa molécula, ou na presenca de um inibidor de captacdo dela, as laminas
epidérmicas secundarias separam rapidamente da membrana basal, da mesma forma
como ocorre durante a laminite. Adicionalmente, sabe-se que o casco usa glicose a uma
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taxa muito rapida em comparacdo com a maioria de outros tecidos. Assim, qualquer
diminuicdo na taxa de captacdo de glicose pode ser prejudicial (Frank, 2011; Walsh e
Burns, 2017).

Entretanto, ja foi comprovado que as ldminas dérmicas s&o independentes de
insulina com base em um ndmero de experiéncias que indicaram que a captacdo de
glicose no casco ndo é dependente da insulina nem ¢ influenciada pela sua presenca.
Talvez isso seja devido ao fato de que as proteinas de transporte de glicose nos
ceratindcitos, na sua grande maioria sdo GLUT 1 que ndo sdo dependentes de insulina
(McGowan, 2008; McGwan et al., 2010).

E possivel que o desarranjo entre glicose e insulina possa estar relacionado as alteraces
pro-inflamatérias e efeitos sobre os capilares em pacientes portadores de RI. A
disfuncdo vascular manifesta-se como vasoconstricdo e atividade pro-coagulante que,
cronicamente, envolve remodelamento vascular. A Rl e a obesidade em humanos
resultam em estado pro-inflamatério, com aumento da producdo de citocinas e
substancias semelhantes a citocinas (leptina, resistina), comprometimento na produ¢éo
de 6xido nitrico (NO) e culminando com disfuncdo endotelial (McGowan, 2008;
McGwan et al., 2010)

A disfuncdo vascular em humanos diabéticos ocorre pelo acumulo da glicose em células
endoteliais (glicotoxicidade). A glicotoxicidade promove a formacdo de produtos de
glicacdo, reduzindo ainda mais a producdo de NO, o que leva a uma inducgéo de espécies
reativas de oxigénio e promove a expressdo endotelial de mediadores inflamatorios. A
insulina também tem efeitos sobre o fluxo de sangue nos pequenos e grandes vasos e, 0S
resultados da Rl em ambos é o dano capilar e vasoconstricdo em modelos animais e em
seres humanos. Embora os efeitos pré-inflamatérios e vasculares da Rl possam ser
dificeis de separar é claro que um ou ambos predispdes a laminite ao afetar o fluxo
sanguineo ou pela inducdo de um estado pré-inflamatério, ativagdo enzimatica e
consequente dano laminar (McGowan, 2008; McGwan et al., 2010).

Para a inducdo desse tipo de laminite sdo utilizados modelos com a manutencao de
niveis elevados de insulina e normais de glicose (clamps hiperinsulinémicos
euglicémicos) em poéneis (Asplin et al., 2007) e equinos (McGwan et al., 2010) durante
periodos prolongados de tempo (48 até 72h). As criticas sobre esse modelo sdo os niveis
suprabasais de insulina, 0 que ndo é encontrado na préatica. Ainda, por estar ligada a
obesidade e a pastos ricos em carboidratos, talvez, modelos que utilizem o ganho de
peso com dietas ricas nesse componente possa induzir de maneira mais fidedigna este
tipo de laminite.

4. OS LEUCOCITOS E A LAMINITE

Testes com as novas técnicas de biologia molecular para a detecgdo da presenca de
sinalizadores inflamatorios (Interleucinas 1- IL1 entre outros) e de marcacao
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imunohistoquimicas de proteinas (calprotectina entre outros) foram praticamente um
marco nos estudos da laminite, pois ndo havia testes que os identificavam, como
também as técnicas convencionais de histologia com a H&E bem com o PAS nédo
marcavam os leucdcitos presentes nas laminas dérmicas (LD) de cavalos com laminite
aguda (Faleiros e Belknap, 2017; Walsh e Burns, 2017).

Apbs a identificacdo da presenca de IL1 nas LDs do casco novas pesquisas para a
identificacdo precoce de leucdcitos foram realizadas. Associado a isso, os modelos de
inducdo de laminite permitiram um maior detalhamento no tempo de migracdo dessas
células, o que resultou em pesquisas consistentes que revelam que os leucécitos estdo
associados diretamente no dano laminar e, apos sua chegada a esse tecido, 0s animais
comegam a mostrar sinais de claudicacdo. Dessa forma, os leucécitos ganharam um
papel de “protagonista” no estudo da laminite relacionada a SIRS (Faleiros e Belknap,
2017).

Os leucacitos foram identificados em todos os modelos de laminite, tanto nos de caréater
inflamatério (OF e NP) como também no relacionado a endocrinopatias (Faleiros e
Belknap, 2017). Faleiros et al. (2009a) correlacionaram a leucopenia nos modelos com
NP e a chegada das células inflamatdrias no casco em aproximadamente 4 h apos a
inducdo da laminite. No modelo de OF a migracdo para as LDs também esté relacionada
com leucopenia, porém em periodos de tempos maiores (16 a 18 h) que os encontrados
no modelo com NP (Lima et al., 2013).

Interessantemente, existem ainda outras correlacGes importantes como a claudicacdo. A
neutrofilia s6 ocorreu no modelo de NP apds o surgimento da claudicacdo grau 3 de
Obel, sugerindo que os leucdcitos migrados para outros Orgdos, estavam também
causando lesdes no casco. Isso embasa a hipétese de que a migracdo de leucocitos em
equinos para 6rgaos e o casco seria semelhante a0 modelo de SIRS em humanos
(Belknap, 2009; Faleiros et al., 2009 a). Também foi bem documentado que o infiltrado
nas LD é condizente com a lecucopenia, o inicio da claudicacdo e a marcacdo de
calprotectina das laminas epidermais o que também indica estresse dessas células no
modelo de NP com desarranjo da estrutura lamelar (Faleiros e Belknap, 2017).

Quando se compara 0os modelos de NP e OF, esse ultimo possui as alteracbes mais
tardias na dindmica dos leucdcitos (10 a 20 hs) e isso também é condizente com a
migracdo dessas células para os tecidos lamelares (Faleiros et al., 2009; Lima et al.,
2013; Lima et al., 2016). O inicio da claudicacdo também se da& ap0s a deteccdo da
presenca de leucdocitos na LD, porém, a contagem no modelo de OF é muito superior a
encontrada no modelo com a NP. A marcagdo de calprotectina também se comporta
semelhantemente a migracdo de células inflamatdrias (Faleiros e Belknap, 2017).

A febre coincide com o inicio da migracdo dos leucdcitos que também coincide com a
claudicacdo e a marcagdo mais intensa da calprotectina nas células epidermais. A
medida que os leucocitos se infiltram nas laminas secundarias aumenta o grau de
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claudicacgéo segundo a classificacdo em grau de Obel (1948) seguida da deterioracdo das
estruturas lamelares (Faleiros e Belknap, 2017).

Comumente a laminite endocrinopdtica revela sinais clinicos menos intensos que a
laminite relaciona a SIRS (McGowan, 2008; McGwan et al., 2010; Frank 2011). No
modelo de inducdo de laminite com o clamp hiperinsulinémico euglicémico houve
deteccdo da presenca de leucocitos esporadico nos sitios de lesdo da membrana basal
(MB) no momento em que 0s animais apresentavam claudicacdo grau 2 de Obel
(McGwan et al., 2010; Faleiros e Belknap, 2017). Ao contrario do que foram
encontrados em modelos inflamatdrios, os leucocitos estiveram em maior nimero nos
membros pélvicos (Faleiros e Belknap, 2017).

Curiosamente ha um aumento na contagem de leucécitos em LDs de cavalo obesos com
niveis elevados e de insulina, porém, sem desarranjo estrutural e claudicacdo. De uma
maneira geral, as presencas dos leucocitos nas LDs sdo menos intensas do que nos
modelos de laminite inflamatoria (McGwan et al., 2010; Faleiros e Belknap, 2017).

5. ESTRATEGIAS PARA REDUZIR DANOS NAS LAMINAS
DERMICAS DO CASCO DE EQUINOS COM LAMINITE

Comprovadamente, até o momento s se conhece a crioterapia como recurso para
impedir danos e ou a migracdo de leucécitos para as LDs de equinos em fase de
desenvolvimento da laminite. O hipometabolismo causado pela crioterapia € um dos
mecanismos de efeito a ser considerado pelo qual o frio limita a dindmica progressiva
de uma lesdo. A taxa metabdlica do tecido e 0 consumo de oxigénio sdo inversamente
relacionados com a temperatura. A exigéncia reduzida de tecido refrigerado para a
glicose, oxigénio e outros metabolitos aumentam a sobrevivéncia das células durante o
periodo de isquemia (Van Eps et al., 2012; Van Eps et al., 2013).

O intenso efeito do hipometabolismo e a capacidade anti-inflamatéria da hipotermia
podem proteger o tecido lamelar, durante a fase de desenvolvimento. A crioterapia
reduziu significativamente a regulacdo positiva da matriz de metaloproteinase 2 e
RNAmM e parece que também é capaz de reduzir a expressdo das ILs durante o
desenvolvimento da laminite induzida experimentalmente (Belknap, 2010).

Estudos com laminite aguda induzida pela administracdo de OF mostraram que a
hipotermia digital reduziu a gravidade da lesdo lamelar e a falha estrutural lamelar,
impedido a separacdo completa dermoepidermal quando se inicia a claudicagdo (Van
Eps et al.,, 2013). Isso provavelmente aconteceu devido & reducdo dos eventos
inflamatorios lamelares importantes na lesdo lamelar, incluindo a expressdo das
quimiocinas, citocinas pro-inflamatorias, a COX-2 e moléculas de adesdo endoteliais
(Van Eps et al., 2012). Vasoconstricdo intensa também pode impedir a transferéncia



31

hematogena dos fatores desencadeantes da laminite incluindo os leucocitos (Belknap,
2010).

Dessa forma, taticas que impedem a chegada desses mediadores inflamatorios ou a
migracdo de leucdcitos para o casco de equinos constituem uma opg¢ao promissora na
terapéutica da laminite. Pensando nisso, Lima et al. (2013), em pesquisa que induziu
laminite experimental através da administragdo oral de OF em equinos, testaram o
farmaco reparixina que é capaz de inibir a migracdo de neutrofilos em processos
inflamatdrios agudos. Nesse estudo ficou evidenciado que o uso do farmaco minimizou
os sinais clinicos e os danos teciduais nas ldminas dérmicas nos digitos dos animais
tratados quando comparados ao grupo controle.

Em outro estudo realizado por Lima et al. (2016) também utilizando a reparixina, houve
reducdo na expressdao de ILIB e IL6, na inflamacdo e consequente reducdo na
deterioracdo das laminas dermais do casco de cavalos submetidos ao modelo de indugéo
por OF.

Neste contexto, uma opc¢do na terapéutica da laminite aguda poderia ser a remocao das
células inflamatorias presentes na circulacdo sanguinea na fase de desenvolvimento.
Outro fator importante e que se deve ter em consideracdo é que o tratamento da laminite
pode se tornar longo e oneroso. Por isso, existe uma necessidade urgente para explorar o
potencial de novas estratégias preventivas e terapéuticas para pacientes com ou em alto
risco de desenvolver essa afeccdo. Para isso, uma técnica que poderia ser empregada
seria a aférese (leucoaférese), o que minimizaria a chegada desses leucocitos no casco e,
consequentemente, reduziria o processo de degradacdo das laminas dérmicas. Dessa
forma, a leucoaférese se tornaria uma opg¢do inovadora na terapéutica da laminite aguda.

A aférese é o procedimento caracterizado pela retirada do sangue total de um doador ou
paciente, com separagdo dos seus componentes por meio de centrifugacdo ou filtracdo e
devolucdo do remanescente ao doador ou paciente. De acordo com o componente
removido pode ser classificada em plasmaférese (plasma), leucoaférese (leucécitos),
eritrocitaférese (eritrocitos) e plaquetaférese (plaquetas) (Pinto, 2013).

Em equinos, foi realizada a aférese (plasmaférese) experimentalmente para producédo de
soro hiperimune em 1969 na India e logo ocorreu a padronizacio da técnica (Feige et
al., 2003; Feige et al., 2005; Escodro et al., 2012). No Brasil, Bernardo et al. (2012)
relataram o primeiro caso de plasmaférese automatizada em equinos, concluindo ser
essa uma técnica de facil execucdo e segura para os animais que foram submetidos a
esse procedimento.

Na Medicina, além da produgdo de plasmas e soros hiperimunes, tanto a plasmaférese
guanto a leucoaférese também sdo indicadas como recursos de tratamentos de diversas
doencas do sistema imunoldgico, como a psoriase (Ikeda et al., 2013), do sistema
hematopoietico, como a sindrome de hiper-viscosidade (Amancio et al., 2008), do
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sistema musculoesquelético, como a polimiosite e a dermatomiosite (Miller et al.,
1992), além dos sistemas nervoso e urinario (Pinto, 2013).

Outras pesquisas em humanos ja confirmam que a leucoaférese € um procedimento Util
no tratamento da SIRS. Kumagai et al. (2010) descreveram bons resultados no indice de
sobrevida de pacientes humanos com quadros de choque séptico que foram submetidos
a um modelo de aférese que produziu sequestro de leucocitos ativados, reduzindo os
neutréfilos em 78%, os monocitos em 70% e os linfocitos em 10%. Esses autores
concluiram que esse procedimento melhora os efeitos deletérios teciduais da SIRS.

J4, na Medicina Veterinaria poucos sdo os relatos da utilizacdo da leucoaférese, porém,
Zhi-Gao et al. (2012), utilizando modelo in vivo de endotoxemia induzida em caes,
conseguiram atenuar as injurias em orgaos distantes causadas pela resposta inflamatéria
sistémica com a técnica de leucoaférese.

Em um estudo com sepse em camundongos (Hagiwara et al. 2011), induzida com a
administracdo de LPS e tratamento por dois diferentes modelos de filtracdo de
leucdcitos seis horas ap6s a inducdo, os autores reduziram a contagem de leucdcitos em
até 90%. Tais pesquisadores conseguiram uma taxa de sobrevida de 53% no grupo com
filtracdo baixa e de 80% com alta taxa de filtracdo de leucdcitos. Quando comparado 0s
dois grupos tratados com controle, lesdes em pulmdo e figado foram menores nos
animais tratados. Os autores justificaram esse achado pela reducéo da contagem de
leucdcitos totais e reducdo dos mediadores inflamatorios circulantes (Hagiwara et al.,
2011). Esse trabalho, o descrito por Zhi-Gao et al. (2012) e o realizado por Kumagai et
al. (2010) permitem aventar a hipotese de que a leucoaférese constitui um recurso
terapéutico de potencial positivo em equinos com laminite na fase de desenvolvimento.

6. CONSIDERACOES FINAIS

A caracterizacdo dos tipos de laminite ja estd bem definida e os avancos quanto a sua
fisiologia foram substanciais ap6s da descoberta dos modelos de inducdo inflamatoria e
endocrinopética. Estratégias terapéuticas devem ser dirigidas a inibir a migracdo dos
leucdcitos visto que eles possuem grande importancia na lesdo dermal.
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CAPITULO 2 - NOVA TECNICA DE BIOPSIA DO TECIDO
LAMELAR DO CASCO DE EQUINOS

RESUMO

A andlise do tecido lamelar do casco é fundamental para o melhor entendimento da
fisiopatologia da laminite. O objetivo foi validar em equinos o uso do lamelétomo de
Falcdo-Faleiros, um instrumento especificamente projetado para realizar bidpsias do
extrato lamelar de animais ungulados. Utilizaram-se nove equinos adultos. Sob sedacéo,
anestesia local e apds antissepsia da muralha, uma area de 4 cm de comprimento por 1
cm de largura do tecido corneo da parede dorsal do casco foi desgastada com um
escariador circular acoplado a uma microretifica. A biopsia foi obtida pela insercdo da
ponta ativa do lamel6tomo borda lateral que foi deslocada, rente a falange distal, até a
extremidade oposta a de sua insercdo, desconectando e removendo a amostra. Apés
mensuracdo, um ter¢o da amostra foi submetido ao exame histopatolégico. Antes e apds
0 procedimento, os equinos foram avaliados para sensibilidade dolorosa durante um
periodo de 60 dias, utilizando-se a pin¢a de casco e o exame de claudicacdo de acordo
com a escala padronizada. ProjecGes radiograficas latero-mediais foram obtidas antes e
30 dias apds o procedimento, realizando-se a analise biométrica da relacdo espacial
entre falange distal e estojo cdrneo. O efeito do tempo sobres as varidveis foi avaliado
estatisticamente (P<0,05). As bidpsias resultaram em amostras em média (+DP) de 2,32
(£6,37) cm de comprimento, 0,48 (x0,09) cm de e 0,51 (£0,11) cm de profundidade. A
integridade estrutural do extrato lamelar e derme profunda foi totalmente preservada,
sem distor¢bes anatdbmicas, recuperando-se em média 23 + 7 lamelas primarias integras
pelo terco de fragmento histologicamente analisado. Claudicacéo e sensibilidade a pinca
de casco foram evidentes nos primeiros quatro dias, com equivaléncia aos niveis basais
ja apo6s 5 dias. Nao se verificou qualquer alteracdo patolégica nos exames radiograficos
e apenas uma entre doze medidas radiograficas foi diferente da basal apds 30 dias. As
feridas cicatrizaram sem complicacBes e os animais retornaram totalmente as suas
atividades normais 60 dias apds o procedimento. Conclui-se que o uso da técnica de
bidpsia do tecido laminar do casco utilizando o lamelétomo de Falcdo-Faleiros foi
plenamente satisfatorio, produzindo amostras histoldgicas em quantidade e qualidade
adequadas e permitindo o completo reestabelecimento dos equinos.

Palavras chaves: Equinos, laminite, tecido lamelar, biopsia.

ABSTRACT

Analysis of the lamellar tissue of the hull is fundamental for a better understanding of
the pathophysiology of laminitis. The objective was to validate in horses the use of
Falcao-Faleiros lamelotome, an instrument specifically designed to perform biopsies of the
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lamellar extract of ungulate animals. Nine adult horses were used. Under sedation, local
anesthesia and after wall antisepsis, an area 4 cm long by 1 cm wide of the corneal
tissue of the dorsal wall of the hull was worn with a circular reamer coupled to a
microretrically. The biopsy was obtained by insertion of the active tip of the lateral
border lamellotome that was displaced, close to the distal phalanx, to the opposite end
of its insertion, disconnecting and removing the sample. After measurement, one third
of the sample was submitted to histopathological examination. Before and after the
procedure, the horses were evaluated for pain sensitivity during a period of 60 days,
using the hull clamp and the claudication examination according to the standardized
scale. Radiographic projections lateromedials were obtained before and 30 days after
the procedure, being realized the biometric analysis of the spatial relationship between
distal phalanx and corneal case. The effect of time on the variables was evaluated
statistically (P <0.05). Biopsies resulted in mean (x SD) samples of 2.32 (x 6.37) cm in
length, 0.48 (= 0.09) cm and 0.51 (£ 0.11) cm in depth. The structural integrity of the
lamellar extract and the deep dermis was completely preserved, without anatomical
distortions, recovering on average 23 + 7 intact primary lamellae per third of the
histologically analyzed fragment. Claudication and sensitivity to hull tweezers were
evident in the first four days, with equivalence to basal levels already after 5 days.
There was no pathological change in radiographic examinations and only one of twelve
radiographic measurements were different from baseline after 30 days. The wounds
healed without complications and the animals returned fully to their normal activities 60
days after the procedure. It was concluded that the use of the laminar biopsy technique
of the hull using the Falcdo-Faleiros lamellottom was fully satisfactory, producing
histological samples in adequate quantity and quality and allowing the complete
reestablishment of the horses.

Key words: Equine, laminitis, laminar tissue, histopathology, biopsy

1. INTRODUCAO

Ao longo de décadas de pesquisa, a analise de amostras do tecido lamelar do casco de
equinos tem sido fundamental para o atual entendimento das alteracdes fisiopatoldgicas
promovidas pelas diversas formas de laminite equina (Galey et al., 1991, Pollitt 1996,
Faleiros et al., 2004, Black et al 2005, Asplin et al., 2010, Faleiros et al., 2011, Van Eps
etal., 2011, Laskoski et al., 2015).

Para obtencdo de amostras de tecido lamelar, quase a totalidade dos estudos
experimentais tem recorrido a eutanasia, enquanto que estudos clinicos se limitam ao
uso de animais que vierem a Obito (Galey et al., 1991, Pollitt 1996, Faleiros et al., 2004,
Black et al., 2006, Asplin et al., 2010, Faleiros et al., 2011, Van Eps et al., 2012,
Laskoski et al., 2015). Todavia, estudos recentes tém demonstrado as vantagens do uso
de bidpsias para avaliacdo seriada do tecido lamelar em modelos de laminite (Visser e
Pollitt 2011a, Visser, Pollitt 2011b, Visser e Pollitt 2012). J& existem descritas algumas
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técnicas de obtencdo de bidpsias do tecido lamelar de equinos (Hanly et al., 2009;
Gravena, 2010), contudo ainda sem descri¢do do uso de um instrumento especifico para
este fim.

O objetivo do presente estudo é verificar em equinos a viabilidade e eficicia do uso de
um instrumento cirdrgico denominado lamel6tomo Falcdo-Faleiros, que foi
especificamente desenvolvido para obtencdo amostras de tecido lamelar em animais
ungulados.

2. MATERIAIS E METODOS

Esse experimento foi aprovado pelo Comité de ética Animal (CEUA) da Universidade
Federal de Minas Gerais, com o numero de protocolo 49/2014. Foram utilizados 9
equinos adultos, 5 fémeas e 4 machos, mesticos da raca Mangalarga Marchador, com
idade de 4 anos, com peso médio de 316 + 62,68 kg, previamente vermifugados e
vacinados. Esses animais foram considerados clinicamente saudaveis por meio de
exames fisico e hematoldgicos de rotina. Nenhum dos equinos apresentou reacdo
positiva aos testes rotineiros de claudicacdo ou resposta alterada ao teste de pinca de
casco.

Durante o periodo experimental, os equinos foram alojados em baias individuais com
cama de maravalha e alimentados com de feno de graminea Cynodon dactylon (L.)
Pers.Var. “Coast cross” e concentrado comercial (Guabi Equitage Laminados).

2.1. TECNICA DE BIOPSIA

Apo6s jejum prévio alimentar sélido e hidrico de 12 e 6 horas respectivamente, 0s
equinos foram sedados com a associacao de cloridrato de xilazina a 10% (0,25 mg/kg) e
acepromazina a 1,0% (0,03 mg/kg) por via IV. Para a dessensibilizacdo dos cascos
torécicos foi realizado o blogueio dos nervos digitais palmares lateral e medial na regido
dos 0ssos sesamoides proximais com o uso de cloridrato de lidocaina a 2%, no volume
de 3 ml em cada ponto de administracéo.

Para realizacdo da bidpsia utilizou-se o instrumento cirdrgico denominado lamelétomo
de Falcéo-Faleiros segundo pedido de patente do Instituto Nacional de Propriedade
Intelectual (INP-BR102013018765-8). Inicialmente, ap6s antissepsia da muralha, uma
area de 4x1 cm foi demarcada na por¢do mais dorsal da parede do casco a uma distancia
de 3 cm distal a borda coronéria. A seguir, o tecido cérneo dessa area foi desbastado
utilizando-se um escariador chato de 9,5 mm de didmetro, previamente autoclavado, que
foi acoplado a uma microretifica (Dremel Série 300%®). O tecido foi desbastado sem
atingir o extrato lamelar, até o ponto em que o tecido cérneo se tornasse flexivel quanto
pressionado por pingca Kelly. Neste momento, um garrote foi aplicado acima da regido
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do boleto, com o intuito de reduzir a hemorragia durante a realizacdo da extracdo da
amostra da bidpsia.

Figura 1: llustragdo do Lamelétomo Falcdo-Faleiros (INPI-BR 102013018765-8).

A partir dai o tecido lamelar foi incidido nos limites internos da area desbastada. Para
tanto, utilizou-se um bisturi nimero 22 montado em cabo 4, que avancou de forma
perpendicular pela fina camada de tecido corneo, passando pelo extrato lamelar, até
atingir a derme profunda. O lamelétomo foi entdo posicionado de forma perpendicular
na borda lateral da incisdo e pressionado no sentido axial até a derme profunda, quando
foi avancado de forma paralela a falange distal até atingir o limite medial da &rea
desbastada, permitindo assim a apreensao e a extracdo da amostra tecidual.

Figura 2: Sequencia fotografica de procedimentos de bidpsia lamelar com o lamelétomo de Falcéo-
Faleiros mostrando a demarcagdo 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 insercdo (F-G) e o avanco do lamelétomo. Observacdo da ferida cirdrgica (H) e da amostra

).
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As dimensdes das amostras foram obtidas e registradas com auxilio de um paquimetro.
Um fragmento correspondente a um terco da amostra foi imediatamente imergido em
formalina 10% tamponada, para futura analise histopatoldgica.

Os equinos receberam uma dose de soro antitetanico (5.000 Ul/kg, SC), fenilbutazona
(2,2 mg/kg, 1V, 24/24h) durante 3 dias e sulfadoxina mais trimetoprim (10 mg/kg, 1V,
24/24h) durante 5 dias. Apos remoc¢do do coagulo com soro fisioldgico, o local da
biopsia foi obliterado com resina autopolimerizavel de metilmetacrilato e o casco foi
envolvido com atadura de crepom. O curativo foi trocado a cada 3 dias por um periodo
de 10 dias, utilizando-se uma solucéo de clorexidina a 0,2% para a limpeza da ferida.

2.2. AVALIACAO CLINICA

Os equinos foram avaliados quando a sensibilidade dolorosa nos cascos no dia anterior
el 2,3,4,5,30e 60 dias apos a bidpsia por meio do exame de claudicacdo e pelo teste
da pinca de casco. Para a analise do grau de claudicacdo os animais foram avaliados por
trés examinadores diferentes de maneira individual e independente. Os exames foram
registrados em video e ocorreram em superficie dura e reta, nos andamentos de passo e
trote em linha reta e em uma sequéncia padrdo. A claudicacao foi graduada de acordo
com a escala de 0 a 5 padronizada pela American Association of Equine Practitioners
(AAEP, 1996).

Nos mesmos intervalos, a pinga de casco foi aplicada com compressdao de forma
padronizada em toda a extensdo casco afim de determinar o grau de sensibilidade
dolorosa. A sensibilidade foi graduada seguindo a seguinte escala: 0) sem resposta
frente a compressdo moderada; 1) resposta de baixa intensidade frente a pressao
moderada 2) resposta evidente frente a pressdo moderada e 3) resposta evidente frente a
pressdo de baixa intensidade.

Avaliacdes radiograficas foram realizadas no dia anterior e depois de 30 dias da bidpsia.
Para tanto, foram realizadas exposi¢cdes lateromediais dos dois membros toréacicos
utilizando um aparelho de raios X (EcoRay CO., Ltda 1060HF — Korea), dotado de
distanciador com iluminagéo laser, com o objetivo de se visualizar a relagdo espacial
entre falange distal e estojo corneo. As exposicdes foram realizadas sempre com 80Kv e
2,5mAs. A uma distancia padrdo, os membros toracicos foram posicionados
simultaneamente sobre uma estrutura de madeira com 10 cm de altura, para possibilitar
o melhor posicionamento do cassete radiografico. Para facilitar a identificacdo
radiografica da superficie linha coronaria, uma estrutura metélica de 5 cm de
comprimento com 3 mm de largura foi posicionada na superficie dorsal do casco.

Apbs a revelacdo digital (REGIUS MODEL 110®), as imagens foram analisadas através
do programa computacional Metron-Hoof-Pro, versdo 5.19. Sempre antes de realizar as
mensurag0es foi utilizado o comprimento do marcador radiopaco para corrigir o fator de
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ampliacdo. Foram determinadas as seguintes varidveis: distancia entre os planos
horizontais entre a banda coronéria e 0 apice do processo extensor da falange distal
(Founder distance), profundidade ou espessura de sola (sole thickness), angulo da
parede dorsal do casco (Hoof angle), distancias entre as superficies dorsais da falange
distal e da parede do casco, proximal (HL distance proximal) e distal (HL distance
distal), porcentagem do suporte de pinga (toe suport), comprimento da falange média
(P2 lenght), angulo da articulacdo interfalangica distal (coffin joint angle), angulo da
articulacdo interfalangica proximal (pastern joint angle), angulo entre as superficies
dorsais da falange distal e da parede do casco (pastern joint angle), angulo do eixo
casco-quartela (palmar angle) e a distancia entre o apice da falange distal com o &pice
distal do tecido corneo (breakover) (Thrall, 2002, Rocha et al., 2004).

2.3. ANALISE DAS AMOSTRAS

48 horas ap6s imersdo em formalina, as amostras foram desidratas em &lcool e
processadas de forma rotineira para inclusdo em parafina. Com intuito de analisar a
integridade anatdmica das amostras e quantificar as laminas epidérmicas primarias
integras, cortes de 6 um foram corados utilizando a técnica de PAS. O numero laminas
epidérmicas primarias (LAM) integras foi determinado para cada fragmento histolégico.
O nimero de LAM integras por bidpsia foi calculado por regra de trés (o resultado da
multiplicacdo do nimero de LAM pela area total da bidpsia foi divido pela area do
fragmento histoldgico)

2.4. ANALISE ESTATISTICA

O efeito do tempo sobre os graus de claudicacdo e de resposta a pinca de casco foram
avaliados pelo teste de Friedman e foi calculado a média com seus respectivos desvios
padrdes. Para a verificacdo das variaveis observadas pelo programa Metron-Hoof entre
as duas coletas a analise estatistica de escolha foi o teste t de Student. As variaveis que
ndo apresentaram distribuicdo normal foram avaliadas pelo teste de Mann Whitney.
Considerou-se o nivel de significancia de P < 0,05. O programa utilizado para os
calculos estatisticos foi 0 SIGMA — STAT na verséo 4.0.

3. RESULTADOS

As biopsias resultaram em amostras em média (xDP) de 2,32 (%6,37) cm de
comprimento, 0,48 (x0,09) cm de e 0,51 (+0,11) cm de profundidade. A integridade
estrutural do extrato lamelar e derme profunda foi totalmente preservada, sem distor¢oes
anatdmicas, recuperando-se em média 23 £ 7 lamelas primarias integras pelo terco de
fragmento histologicamente analisado (Figura 4).
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Figura 3. Graus e mediana (traco) de claudicacdo (lameness) e resposta ao hoof tester em equinos
submetidos a bidpsia do tecido lamelar do casco.

As feridas cicatrizaram sem complicag¢6es. Houve sensibilidade dolorosa principalmente
nos primeiros quatro dias, com presenca de claudicagédo de graus 1 a 4 e sensibilidade de
graus 1 a 3 (Figura 5). Entretanto, em ambos 0s casos, as medianas ja apresentaram
valor equivalente a zero no quinto dia. Apenas dois equinos ainda apresentaram
sensibilidade discreta aos 30 dias, que ndo foi mais perceptivel aos 60 dias.

G

Figura 4: Fotografia do fragmento da amostra de bidpsia submetida & analise histoldgica. Observe a
camada fina de tecido queratinizado no topo seguido por varias lamelas epidérmicas primarias no meio e
no fundo derme na parte inferior.

Os valores médios e o0s desvios padroes das variaveis observadas pelo programa
Metron-Hoof-Pro e sua analise estatistica estdo demonstrados na Tabela 1.

Tabela 1. Médias e seus desvios padrfes com os coeficientes do teste t Student de parametros
morfométricos obtidos pela proje¢do radiografica lateromedial de equinos submetidos a bidpsia de casco.



Variable Before 30 days after P value
Mean SD Mean SD
Palmar Angle 14,54 3,94 15,53 3,87 0,596
Founder distance 0,84 0,39 1,03 0,33 0,270
Sole thickness 1,70 0,30 1,50 0,31 0,176
Hoof angle 49,17 3,48 51,64 2,41 0,099
HL distance proximal 1,64 0,19 1,83 0,16 0,032
HL distance distal 1,56 0,18 1,63 0,12 0,348
Toe suport 80,83 6,24 78,04 5,92 0,345
Coffin joint angle 4,79 7,51 4,68 10,04 0,980
Pastern joint angle 6,29 1,85 3,99 3,05 0,185*
P2 Length 3,77 0,20 3,74 0,20 0,825*
Rotation angle -1,96 2,16 -2,06 1,79 0,922
Break over distance 3,10 0,54 2,95 0,32 0,485

* Valores de P obtidos pelo teste de Mann-Whitney.
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Figura 5: Fotografias consecutivas do mesmo cavalo realizadas antes (A) e 1 (B), 30 (C) e 180 (D) dias
apos bidpsia do casco usando o lamel6tomo de Falcdo-Faleiros. Note que o defeito do casco atingiu a

superficie do solo apds 6 meses sem qualquer tipo de anormalidade proximal.
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4. DISCUSSAO

Todas as colheitas aconteceram dentro do planejado, sem que houvesse qualquer tipo de
reacdo indesejavel por parte dos equinos. Uma etapa importante do procedimento foi o
desgaste da camada cornea que delimita e da forma a &rea a ser removida e também
permite a introducdo do instrumento de bidpsia no extrato lamelar. Estudos anteriores
comumente se utilizaram de brocas circulares montadas em parafusadeiras elétricas para
este proposito (Singh et al., 1993, Crosser e Pollit, 2006, Hanly et al., 2009, Canello
2013). Esta estratégia normalmente limita a area de biopsia ao didmetro da broca
utilizada, que realiza sempre um defeito circular. Outros estudos utilizaram
equipamento para casqueamento como grosa e rineta (Alves et al., 2004, Paes Leme et
al., 2010) ou pedra de esmerilar acoplada em microretifica (Gravena et al 2010). No
presente experimento, o uso do escariador plano de 9,5mm de didametro, montado a uma
microretifica por meio de uma extensdo, se mostrou um método mais eficiente por
permitir o desbaste do casco na forma e tamanho desejados. Além disso, 0 uso desse
método foi considerado vantajoso por propiciar menor risco de dano ao cavalo ou ao
equipamento, caso o animal se mova durante 0 processo, e por permitir maior acuracia
na remocdo do tecido cdrneo, minimizando o risco de leséo ao tecido lamelar.

O lamel6tomo de Falcdo-Faleiros permite a escolha do comprimento da amostra a ser
coletada para a biopsia. Assim o desbaste foi feito na forma de um retangulo paralelo a
linha coronaria, de forma a obter um maior nimero de ldminas primérias. No caso das
técnicas que utilizam o punch de biopsia (Alves et al., 2004; Gongalves, 2009; Paes
Leme et al., 2010; Hanly et al., 2009; Singh et al., 1993), a dimensdo do fragmento fica
limitada as margens internas do instrumento.

Outro fator limitante de grande relevancia no uso do punch de bidpsia é que este
instrumento ndo permite a incisdo da derme profunda (Gravena et al, 2010), um tecido
resistente em virtude da grande proporcdo de fibras colagenas, que conecta o extrato
lamelar a falange distal. Nesse sentido, alguns autores tém utilizado instrumentos
improvisados como uma lamina de bisturi curvada por aquecimento (Crosser e Pollitt,
2006), ou alternativos como esculpidor de Frahm n° 2 (Gravena et al., 2010) associados
a pincas de dissecacdo ou hemostatica, que podem danificar a amostra durante a
colheita. Essa foi uma das principais preocupa¢des no desenvolvimento do lamel6tomo
de Falcdo-Faleiros. Assim, sua ponta ativa foi desenhada com trés laminas, uma em
forma de assoalho e as outras em formas de paredes laterais. Dessa forma, a medida que
o lamel6tomo avanca entre a falange, a derme profunda € incisada pelo assoalho ao
mesmo tempo que as bordas do tecido lamelar sdo incisadas pelas paredes e a amostra
tecidual é aprisionada e protegida pelas laminas.

A eficacia do lamelétomo em preservar as amostras ficou comprovada pela qualidade
das amostras histoldgicas, que apresentaram o extrato lamelar integro, com preservacao
de partes da derme profunda e do tecido queratinizado em suas margens e sem
alteracdes notaveis de sua arquitetura ou artefatos (Figura 4). Mais além, sua capacidade
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de produzir amostras com qualidade suficiente para diversos tipos de analise ficou
nitida, pelas dimensdes das amostras, que foram superiores as relatadas em estudos
prévios com bidpsias de casco em equinos (Croser e Pollitt 2006, Gravena et al 2010) e
bovinos (Canello 2013). Também o nimero de 23 (£7) laminas epidérmicas primarias
integras aqui relatadas foi superior ao de 12 ldminas relatado em estudo prévio (Gravena
et al 2010).

O curativo utilizado nos locais onde as biopsias foram realizadas foi baseado no
tratamento adotado por Paes Leme (2010) e a ocluséo do orificio oriundo da bidpsia foi
realizada com resina de metilmetacrilato adaptado da metodologia de Croser e Pollitt
(2006). Nenhum animal apresentou sinais de infeccdo na regido da bidpsia,
corroborando achados anteriores (Gravena et al. 2010).

O grau de claudicacdo e a sensibilidade do casco apresentaram um comportamento
equivalente. Os equinos evidenciaram picos de sensibilidade no casco no terceiro dia e
no grau de claudicacdo no segundo dia apds o procedimento da bidpsia, havendo
dréstica reducdo na sensibilidade do casco e claudicacdo dentro de cinco dias. Niveis
variaveis de claudicacdo foram observados em estudo anteriores com bidpsias equinos
(Croser e Pollitt, 2006, Hanly et al. 2009).

Ao se avaliar as mensuragdes radiograficas do casco antes e apds a biopsia (Tab. 2), a
Unica varidvel com diferencga significativa foi a distdncia média entre as superficies
dorsais da falange distal e do estojo corneo em sua por¢cdo proximal, que foi 1.64cm
para 1.83 cm. Esta alteracdo parece ser decorrente do tecido cicatricial formado no local
da bidpsia e ndo foi considerada relevante clinicamente, uma vez que as outras medidas
ndo se alteraram e porque ndo se observou alteracdes patoldgicas, como periostite, que
pudessem sugerir processo inflamatério ou degenerativo no local.

A completa remissdo da claudicacdo e da sensibilidade a pinga de caso ao final do
presente experimento e a auséncia de maiores alteracdes radiogréficas clinicamente
significantes indicam que a técnica aqui descrita pode ser utilizada para diagnostico e
acompanhamento de casos clinicos de laminite e outras afec¢des de casco.

5. CONCLUSAO

Concluiu-se que a técnica de biopsia utilizando o lamel6tomo de Falcdo-Faleiros foi
satisfatoria em equinos, produzindo amostras histoldgicas em quantidade e qualidade
adequadas e permitindo o completo reestabelecimento clinico dos animais.
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CAPITULO 3 - EFEITO DA LEUCOAFERESE SOBRE O
LEUCOGRAMA DE EQUINOS SUBMETIDOS A UM MODELO DE
SEPSE

RESUMO

O objetivo dessa pesquisa foi descrever a técnica e verificar os efeitos da leucoaférese
por fluxo continuo sobre as contagens de leucdcitos sanguineos em equinos submetidos
a um modelo de SIRS pela administracdo gastrica de oligofrutose. Estudou-se a hipotese
de que a leucoaférese de fluxo continuo € um procedimento seguro e eficaz em reduzir a
presenca de células inflamatorias circulantes em equinos submetidos a um protocolo de
SIRS. A metodologia experimental foi aprovada pelo Comité de Etica Sobre
Experimentacdo Animal da UFMG (CETEA/UFMG 281/2013). Foram utilizados seis
equinos, fémeas, sem raca definida com idade média de 10,5 £ 5 anos, pesando 381 +
11kg. Previamente ao procedimento de separacdo dos leucocitos, os animais foram
submetidos a um protocolo de inducgdo de sepse. Doze horas apés a inducdo, 0s equinos
foram contidos em tronco e ambas as jugulares foram canuladas com cateteres 14 G.
Para a separacédo dos leucdécitos, foi utilizada uma maquina com sistema de aférese Cobe
Spectra (Terumo BCT, Lakewwod USA), com kit comercial Terumo BCT WBC por
sistema de coleta por fluxo continuo com duplo acesso venoso. A separacdo dos
leucdcitos foi feita por meio de centrifugacdo (765 RPM), com fator de separagédo 500,
até serem processados uma média de 16628,1 ml (£ 1300ml) de sangue (a taxa de
retirada foi de 75 ml por minuto). Ainda, para facilitar a separacdo de leucdcitos foi
administrada, pela via de infusdo, solugdo hidroxetilamido - HES (x 966,67 ml). O
volume de sangue processado foi em média (+ DP) de 16628 ml (+ 275 ml), obtendo-se
682 ml (= 40 ml) de plasma concentrado em leucdcitos. O procedimento de leucoaférese
se mostrou eficiente em reduzir as contagens de leucocitos totais circulantes ja na
primeira hora, com uma reducdo de 18,7%. Nas contagens diferenciais, diferencas
estatisticas foram detectadas apenas nos linfocitos na comparacdo entre TO e T2.
Entretanto, reducGes numéricas foram observadas em todos os tipos de leucdcitos, como
31% de neutrofilos, 59% de linfocitos, 43,5% de mondcitos e a remo¢do completa de
bastonetes. Em conclusdo, confirma-se a hipdtese de que a leucoaférese de fluxo
continuo € um procedimento seguro e eficaz em reduzir a presenca de células
inflamatorias circulantes em equinos submetidos a um protocolo de SIRS.

Palavras chaves: Laminite, tratamento, leucdcitos.

ABSTRACT

The objective of this research was to describe the technique and verify the effects of
leukapheresis by continuous flow on the blood leukocyte counts in horses submitted to a
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model of SIRS by gastric administration of oligofructose. We hypothesized that
continuous flow leukapheresis is a safe and effective procedure to reduce the presence
of circulating inflammatory cells in horses submitted to a SIRS protocol. The
experimental methodology was approved by the Ethics Committee on Animal
Experimentation of UFMG (CETEA / UFMG 281/2013). Six undefined equine females
were used, with a mean age of 10.5 £ 5 years, weighing 381 = 11 kg. Prior to the
leukocyte separation procedure, the animals were submitted to a sepsis induction
protocol. Twelve hours after induction, the horses were contained in the trunk and both
jugulae were cannulated with 14 G catheters. For leukocyte separation, a machine with
Cobe Spectra apheresis system (Terumo BCT, Lakewwod USA) was used with
commercial kit Terumo BCT WBC by dual-access continuous flow collection system.
Leukocyte separation was done by centrifugation (765 RPM), with separation factor
500, until an average of 16628.1 ml (= 1300 ml) of blood was obtained (the withdrawal
rate was 75 ml per minute). Further, to facilitate the separation of leukocytes,
hydroxylamide-HES solution (x 966.67 ml) was infused via the infusion route. The
volume of blood processed was (x SD) 16628 ml (x 275 ml), obtaining 682 ml (+ 40
ml) of plasma concentrated in leukocytes. The leukapheresis procedure proved efficient
in reducing total circulating leukocyte counts in the first hour, with a reduction of
18.7%. In differential counts, statistical differences were detected only in lymphocytes
in the comparison between MO and M2. However, numerical reductions were observed
in all leukocyte types, such as 31% neutrophils, 59% lymphocytes, 43.5% monocytes,
and complete rod removal. In conclusion, the hypothesis that continuous flow
leukapheresis is a safe and effective procedure to reduce the presence of circulating
inflammatory cells in horses submitted to a SIRS protocol is confirmed.

Key words: Laminitis, treatment, leukocytes.

1. INTRODUCAO

A sepse € definida como uma resposta inflamatéria sistémica - modernamente
denominada como sindrome da reposta inflamatoria sistémica (SIRS) - secundéaria a
infecgdo, e é uma condi¢cdo comum em cavalos. A SIRS pode ser causada por diversas
condigdes clinicas e pode induzir disfun¢do de maltiplos 6rgdos (MODS), que pode ser
fatal ou deixar uma sequela grave, como a laminite equina (Taylor, 2015). Dentro
desses conceitos, os neutrofilos juntamente com outros inumeros mediadores
inflamatdrios sdo componentes importantes para o processo fisiopatoldgico tanto para
SIRS quanto laminite (Faleiros et al. 2011). Na ultima década, essas células ganharam
importancia no complexo de mecanismo da laminite equina (Faleiros et al., 2011; Lima
et al., 2012), sendo que na medicina o estudo de sua deplecéo na circulacdo sistémica é
alvo ao combate a sepse (Lewis et al., 2013). Dessa forma, medidas terapéuticas
capazes de inibir a migracdo dos neutrofilos aos Orgaos ou sequestrar os leucdcitos
circulantes podem se tornar terapia promissora na medicina equina, atraves de técnica
denominada leucoaférese.
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A aférese é o procedimento caracterizado pela separacdo de uma parcela do sangue de
um paciente, por meio de centrifugacdo ou filtracdo, retornando os demais
hemocomponentes & corrente sanguinea. De acordo com o componente removido, a
aférese pode ser classificada em plasmaférese (plasma), leucoaférese (leucdcitos),
eritrocitaférese (eritrocitos) e plaquetaférese (plaquetas) (Pinto, 2013). As aféreses
podem ser classificadas como transfusionais (retirada de hemocomponente de um
doador para uso em outros pacientes com enfermidades) ou terapéuticas (retirada de
hemocomponente associado a doenca no paciente) (Bernardo et al., 2012).

Aférese, como uma modalidade terapéutica, tem como principal fundamento passar o
sangue do paciente através de um dispositivo extracorpéreo, com finalidade de eliminar
patdégenos ou componentes celulares que condicionam ou perpetuam uma doenca e
assim, contribuir para o tratamento (McLeod, 2010; Morales, 2011; Fdez-Lomana,
2012). Em humanos, tratamentos aferéticos com a deplecéo de leucécitos (leucoaférese)
sdo utilizados em diversas doencas como sindrome da hiperviscosidade (leucemia
aguda) e hiperleucocitose (leucemia cronica) (Blum e Porcu, 2007), SIRS (Lewis et al.,
2013), psoriase (lkeda et al., 2013), colite ulcerativa (Santos, 2011), pioderma
gangrenoso (Fujimoto et al., 2004) e glomerulonefrite (Hasegawa et al., 2004).

Na Medicina Veterinaria, técnicas de aférese como a plasmaférese possuem foco na
producdo de soros hiperimunes e antivenenos (Escodro et al. 2012). Em equinos, foi
realizada a plasmaférese experimentalmente para producao de soro hiperimune em 1969
na India e logo ocorreu a padronizacio da técnica (Feige et al., 2002; Feige et al., 2005;
Escodro et al., 2013). No Brasil, Escodro et al. (2012) descreveram o primeiro
procedimento de plasmaférese automatizada em equinos, sendo que em Escodro et al.
(2013) padronizaram a técnica para as condi¢Oes nacionais, concluindo ser uma técnica
de facil execucdo e segura. J& em relacdo a leucoaférese, Gordon et al. (1986) relatam
sua realizacdo por fluxo continuo em dois grupos de equinos higidos (5 cada) tratados e
ou ndo com hidrocrotisona, com objetivo de producdo de 300 ml de plasma rico em
leucdcitos. Nesses estudos, os autores conseguem com resultado uma média maior de
leucdcitos coletada no grupo tratado. Entretanto, na literatura nacional ou internacional,
nenhum trabalho foi encontrado sobre a realizacdo da leucoaférese em equinos com
intuito terapéutico.

Devido ao alto potencial terapéutico da leucoaférese e pouca exploracdo do tema na
Medicina Veterinaria, esse estudo teve como objetivo descrever a técnica e verificar 0s
efeitos da leucoaférese por fluxo continuo sobre as contagens de leucocitos sanguineos
em equinos submetidos a um modelo de SIRS pela administragdo géastrica de
oligofrutose. Estudou-se a hipoOtese de que a leucoaférese de fluxo continuo é um
procedimento seguro e eficaz em reduzir a presenca de células inflamatdrias circulantes
em equinos submetidos a um protocolo de SIRS.
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2. MATERIAIS E METODOS

A metodologia experimental foi aprovada pelo Comité de Etica Sobre Experimentacio
Animal da UFMG (CETEA/UFMG 281/2013). Foram utilizados seis equinos, fémeas,
sem raca definida com idade média de 10,5 £ 5 anos, pesando 381 + 11 kg, escore
corporal 6x1 (escore de 1 a 9), prenhes negativa, previamente adaptadas por 01 semana
ao confinamento em baia e a uma dieta exclusiva a base de feno de graminea (Cynodum
sp). Os animais permaneceram instalados no setor de Cirurgia de Grandes Animais da
Escola de Veterinaria da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) entre 0s meses
de junho e julho.

Previamente ao procedimento de separacdo dos leucocitos, os animais formam
submetidos a um protocolo de inducéo de sepse. Para tanto, todos 0s animais receberam
1g/kg de peso vivo de oligofrutose (Raftilose P95 — Embrafarma Produtos Quimicos e
Farmacéuticos Ltda.), diluidos em 3 litros de agua, a cada 24 horas por um periodo de
trés dias, sendo esse considerado como periodo de sensibilizagdo. No quarto dia, todos
0s animais receberam 10g/kg pela mesma via com o mesmo volume, procedimento
considerado como inducgéo da sepse (adaptado de Lima et al., 2013; Lima et al., 2016;
Van Eps e Pollit, 2006).

Doze horas apds a inducdo, os equinos foram contidos em tronco e, no intuito de
minimizar o desconforto durante o periodo do procedimento, foi realizada a sedacéo
com cloridrato de detomidina (Dormium, Agener Unido) na dose de 20 pg/kg, IV. Em
seguida ambas as jugulares foram canuladas com cateteres 14 G (Teflon-Entfe). Para a
separacdo dos leucdcitos, foi utilizada uma maquina com sistema de aférese Cobe
Spectra (Terumo BCT, Lakewwod USA), com kit comercial Terumo BCT WBC por
sistema de coleta por fluxo continuo com duplo acesso venoso, sendo a jugular direita
denominada de via de coleta e a esquerda de via de retorno. Nos primeiros 1000 ml de
sangue processados ndo foi realizada a coleta, permitindo o ajuste da camada
leucocitaria (buffy coat). A separacdo dos leucdcitos foi feita por meio de centrifugacéao
(765 RPM), com fator de separacao 500, até serem processados uma media de 16628,1
ml (£ 1300ml) de sangue (a taxa de retirada foi de 75 ml por minuto). Ainda, para
facilitar a separagdo de leucdcitos foi administrada, pela via de infusdo, solugdo
hidroxetilamido - HES (x 966,67 ml).

Para evitar coagulacdo do sangue presente no sistema e no momento da reinfusédo, foi
associado o anticoagulante citrato dextrose (taxa de infusdo de 4ml/min). Os leucdcitos
foram acondicionados em bolsa de transfusdo de sangue de 500 ml (Figura 1). Os
demais hemocomponentes foram reinfundidos da via de retorno no animal em fluxo
continuo, simultaneamente a separacdo dos leucocitos sem contaminacdo ou
manipulacgéo direta do sangue.
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Imediatamente apos a realizacdo da leucoaférese, todos os animais desse grupo foram
sondados com uma sonda nasogéstrica de 11mm para administracdo de fluido enteral
constituido de 80,559 de cloreto de sddio (Nacl), mais 5,55g de cloreto de potéssio
(KCI) e 56,79 de bicarbonato de sédio (NaHCO3) diluidos em 15 litros de &gua na dose
de 30 ml/kg/hora. Esta terapia durou um periodo de 12 horas. Se algum animal
apresentasse sinais de MODS com grave deterioracdo organica e como forma de
impedir o extremo sofrimento a eutanasia seria realizada.

2.1. COLETAS DE SANGUE

Imediatamente antes (MO0), a cada hora durante (M1 a M3) e ao final (M4) do
procedimento aferético, amostras de sangue foram coletadas dos equinos pela via coleta.
Amostras da bolsa reservatoria contendo o conteudo leucocitario extraido pela
leucoaférese também foram obtidas de M1 a M4. Tais amostras foram acondicionadas
em 3 tubos distintos (sem anticoagulante, com &cido etileno-diamino-tetracético e com
fluoreto de sodio) e refrigeradas imediatamente até a realizacdo de leucograma e
separacdo de soro e plasma. As amostras de sangue sem anticoagulante foram
centrifugadas por 5 min, a 3000G até completar a separacdo da fracéo liquida (soro) que
foi armazenada em freezer a -20°C.

O leucograma foi determinado em cada uma das amostras por meio da contagem total
em aparelho automatizado (Abacus Junior Vet) seguido de contagem diferencial
realizada em esfregacos sanguineos corados com panotico, avaliando-se 100 células. O
calcio total também foi mensurado nas amostras de plasma em fluoreto, obtidas apos
centrifugacdo durante 6 min a 3.000 rpm. Essa analise foi realizada em aparelho
espectrofotométrico automatico (Cobas-Mira Plus), utilizando kit comercial especifico
(Biotécnica).

Os dados foram analisados pelo programa Prism 5 for Windows 5.00 utilizando o teste
de normalidade KS e anélise de variancia em blocos ao acaso, seguido do teste de
Student Newman Keuls para comparacdo de médias entre tempos. Considerou-se um
nivel de significancia de P< 0,05.
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Figura 1: Foto mostrando procedimento de leucoaférese em um equino (A), o equipamento utilizado para
o procedimento (B), uma bolsa de coleta de leucécitos apds o procedimento (C e D), e a capa leucocitaria
nas setas vermelhas (C e D).

3. RESULTADOS

Os dados referentes ao peso, taxa de filtragem, fluxo de aspiracdo, volume de
anticoagulante, volume final de liquido leucocitario, volume total de sangue processado,
tempo de procedimento e volume de hidroxetilamido utilizados por equino estio
sumarizadas na Tabela 1. O volume de sangue processado foi em média (+ DP) de
16628 ml (£ 275 ml), obtendo-se 682 ml (£ 40 ml) de plasma concentrado em
leucocitos. O tempo total médio para realizacdo do procedimento foi de 241,83 min (+
72 min). Foram gastos 1289,5 ml de anticoagulantes e uma média de 966,66 ml de
hidroxietilamido em solucdo de cloreto de sddio (HES) durante o processamento e para
a reinfusdo dos remanescentes sanguineos nos animais.

Os valores dos dados dos leucogramas e contagem de plaquetas dos animais e das
bolsas de coletas juntamente com as informacfes das variaveis informadas pelo
equipamento de leucoaférese durante o procedimento encontram-se presentes na tabela
2. As concentragdes plasmaticas de calcio total estiveram entre o 13,45 + 1,22 mg/dL
(MO0) e 14,45 + 1,73 mg/dL (M4), sem que houvesse diferencas entre elas em qualquer
momento.
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Tabela 1: ParAmetros avaliados no grupo de equinos Mangalarga Marchador com sepse induzida por oligofrutose e submetidos ao procedimento de
leucoaférese.

Fluxode  Anticoagulante Volume  Total de Tempo Anticoagulante  HES
Peso Constante aspiracao (citrato de final da sangue dos (citrato de (ml)
Animais  (kg) (45ml/kg) Mag. Aféer  dextrose - ml) bolsade processado procedimentos dextrose) na
(ml/kg) coleta (ml) (min) bolsa de coleta
(ml)
1 390 17550 70 1349 718 17500 251 78 1000
2 390 17550 70 1322 686 17000 256 75 1000
3 370 16650 70 1169 618 15054 217 66 900
4 380 17100 70 1313 700 17000 245 75 1000
5 400 18000 70 1335 709 17000 150 75 1000
6 360 16200 70 1249 666 16215 232 71 900
Médias 381,67 17175 70 1289,5 682,83 16628,17 225,17 73,33 966,67

HES= hidroxietilamido em solucdo de cloreto de sédio; (min) =minutos; (kg)= quilograma; (ml) = mililitros; Maq. Afér = maquina de aférese
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Tabela 2: Leucogramas de sangue venoso e de liquido leucocitario (bolsa de coleta) obtido antes (T0), uma (T1), duas (T2) e trés (T3) horas durante e ao final (T4) do
procedimento de leucoaferese em equinos Mangalarga Marchador com sepse induzida por oligofrutose.

SANGUE VENOSO LIQ. LEUCOCITARIO (bolsa de coleta)
TO T1 T2 T3 T4 T1 T2 T3 T4
Leucécitos Meédia 10,42  847* 7,82  7,55% 7,93* 27,25 27,85 24,4 27,88
(10%cels/[uL) DP 2,59 1,76 0,89 1,7 2,73 6,83 6,17 9,87 5,33
Segmentados Média 6,39 5,51 3,93 4,64 4,4 17,69 15,75 17,02 12,14
(10%cels/uL)  DP 2,4 1,65 2,29 1,17 2,99 4,75 9,31 7,2 10,26
Monécitos Média 0,39 0,3 0,25 0,2 0,16 1,28 0,97 0,59 0,48
(10%cels/uL) DP 0,28 0,22 0,37 026 025 1,03 0,55 0,57 0,47
Linfécitos Média 3,1 1,99 1,58 224 178 7,32 5,77 4,66 3,99
(10%cels/uL) DP 0,86 0,79 0,94 094 117 2,17 3,16 3,88 3,36
Eosindfilos Média 0,3 0,32 0,29 0,19 0,1 0,7 0,67 0,2 0,24
(10%cels/uL) DP 0,24 0,21 0,26 0,15 0,12 0,41 0,8 0,29 0,26
Basofilos  Média 0,12 0,03 0,07 0,04 0,07 0,12 0,24 0,19 0,29
(10%cels/uL) DP 0,13 0,05 0,15 0,06 0,1 0,19 0,24 0,32 0,34
Bastonetes Média 0,1 0,25 0,14 0,17 0 0,14 0,07 0,41 0,38
(10%cels/uL) DP 0,22 0,6 0,31 0,38 0 0,14 0,16 0,71 0,93
Plaquetas Média 189 180 179 190 162 95 103 151 106
(10%cels/uL) DP 32,07 4037 1457 29,67 23,71 33,52 20,48 26,42 1554

* Difere de TO (P<0,05); LIQ. = liquido
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4. DISCUSSAO

O termo sindrome da resposta inflamatoria sistémica (SIRS) é usado para descrever
inflamacéo sistémica que pode ser causada por agentes infecciosos (por exemplo,
bactérias, fungos e virus) ou causas ndo infecciosas (por exemplo, trauma, queimaduras,
pancreatite) (Taylor, 2015). No presente estudo, a administracdo de oligofrutose por
sonda foi a responsavel pelo desenvolvimento deste quadro. A agdo desse carboidrato
soltvel sobre a microbiota intestinal dos equinos estd muito bem documentada. Por ndo
ter enzima especifica para sua digestdo no intestino delgado, a oligofrutose chega
inalterada ao intestino grosso, produzindo répida proliferagdo de varias espécies de
estreptococos e outras cepas de bactérias. A consequéncia € a producdo de grandes
quantidades de &cido latico que reduzem o pH cecal normal (pH de 6,2 a 6,8) para
niveis inferiores a pH 5 e causam a lise de bactérias gram-negativas (Milinovich et al.,
2006; Milinovich et al., 2010).

Ja é comprovada que a principal repercussdo da alteracdo da microbiota cecal seja a
absorcdo de toxinas bacterianas modernamente denominadas de padr6es moleculares
associados a patogenos (PAMPs). Os lipopolissacarideos (LPS) resultantes da morte das
gram-negativas (endotoxinas), associados aos peptidoglicanos, acido lipoteicoico,
aminas vasoativas e exotoxinas liberados devido a rapida proliferacdo de gram-
positivas, seriam os principais PAMPs a serem absorvidos pela mucosa cecal, chegando
a corrente sanguinea (Visser e Pollitt, 2011). Picos nas concentracfes plasmaticas de
LPS seguidos de picos do fator de necrose tumoral (TNF-a) tém sido descritos
respectivamente 8h e 12/24h ap6s a administracdo dessa mesma dose de oligofructose
em equinos (Bailey et al., 2009). Tais achados explicam o quadro SIRS verificado no
presente estudo e comprovam o modelo utilizado.

A implementacdo da leucoaférese ndo necessitou de nenhuma estrutura fisica especial
além das ja presentes no setor de Cirurgia de Grandes Animais. Durante o
procedimento, os animais ndo mostraram nenhuma mudanga comportamental, mas era
necessario que uma pessoa permanecesse proxima a cabega para que eles ndo
removessem 0s equipos e 0s cateteres. Mesmo sendo um procedimento com maquina
automatizada, optou-se pela presenca de um técnico experiente junto a maquina de
aférese para a averiguacdo da necessidade de substituicdo dos frascos que continham
anticoagulantes e outras solucdes, além de auxiliar caso houvesse alguma interferéncia
com a maguina ou com as vias de acessos venosos nos animais.

No periodo trans-aférese do animal 2 houve redugdo do fluxo, sendo necessario
reposicionamento do cateter. Esse mesmo animal apresentou os menores valores das
varidveis aferidas nessa pesquisa e acredita-se que isso possa ser justificado pelo seu
menor peso e pela coincidéncia em que perdeu-se um dos acessos venosos ja se
aproximando do fim da leucoaférese optando-se por interromper o procedimento. De
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forma semelhante, no animal 4, também houve problemas com o cateter de retirada, mas
foi resolvido rapidamente sem a necessidade de troca desse acesso.

Mesmo se resolvendo rapidamente, os imprevistos citados vdo ao encontro de Escodro
et al., (2012) que relatam problemas com a obstrugéo das vias de coleta ou retorno e ao
contrario de Feiger et al. (2003) e Feiger et al. (2005), que ndo relataram nenhum
problema referente as vias de acesso venoso em procedimento de plasmaférese. Gordon
et al. (1986a) utilizaram agulhas de metal 14G e consideraram eficientes para a
realizacdo do procedimento de leucoaférese em 15 animais. Mesmo com esse pequeno
contratempo, os cateteres de teflon 14 G foram considerados eficazes em manter as vias
sem causar nenhuma formac&o de trombos ou infecgdes ap6s 0s procedimentos.

No presente estudo utilizou-se uma velocidade de 765rpm para separacdo de leucdcitos.
A escolha foi com base em estudos anteriores que demonstram que procedimentos
aferéticos com velocidades entre 700 e 750 rpm foram mais eficientes em separar
leucdcitos equinos quando comparados com aqueles que utilizaram velocidades entre
800 e 1500 rpm (Gordon et al. 1986 a; Gordon et al. 1986 b).

O procedimento de leucoaférese se mostrou eficiente em reduzir as contagens de
leucdcitos totais circulantes ja na primeira hora, com uma reducdo de 18,7%. Nas
contagens diferenciais, diferencas estatisticas foram detectadas apenas nos linfdcitos na
comparagao entre MO e M2. Entretanto, redu¢es numéricas foram observadas em todos
os tipos de leucdcitos, como 31% de neutrofilos, 59% de linfocitos, 43,5% de mondcitos
e a remocado completa de bastonetes.

Quanto as contagens do plasma leucocitario que foi removido, ndo se observaram
alteragBes, ficando os valores numéricos muito semelhantes durante todo o periodo de
aférese. Tais achados comprovam a eficéacia da técnica e do equipamento utilizado, que
removeram de forma constante os leucocitos circulantes.

Ao se comparar as contagens médias dos leucocitos desta pesquisa de 10.42 x 103
cels/uL em TO para sua menor contagem de 7.55 x 103 cels/uL (M3) e da realizada por
Gordon et al. (1086b) que obtiveram valor basal médio de 10.0 x 10° cels/uL para 6.4 x
103 cels/uL ao final, observa-se maior eficiéncia na segunda (36% de redugdo) em
relacdo a atual (reducdo de 27,5%). Entretanto é necessario ressaltar que na pesquisa
atual os equinos apresentavam quadro de SIRS, que estimulava o0 constante aporte de
células inflamatérias para a circulagdo durante o procedimento.

Ao final do procedimento, contagens menores de neutrofilos (3,93 x 10° cels/uL) e
linfocitos (1.58 x 10° cels/uL) foram conseguidos nessa pesquisa se comparado as
contagens neutrdfilos (4.0 x 10% cels/pL) e linfocitos (1.8 x 10° cels/uL) descritas por
Gordon et al. (1986b). Talvez, essas pequenas diferengas possam ser explicadas pela
diferenca dos equipamentos utilizados. Esses autores relataram que utilizaram um
separador de sangue de fluxo continuo diferente da que foi usada nesse trabalho. Ainda,
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pelo ano em que foi realizado o trabalho desses autores e 0 ano em que foi realizada a
pesquisa atual, houve uma evolugdo de tecnologia das maquinas e Kits utilizados para
tais finalidades.

Né&o foi objetivo dessa pesquisa a coleta de plaquetas, porém, essas células acabaram
sendo sequestradas pelo procedimento. Isso também foi verificado em estudos
anteriores com procedimentos de leucoaférese em equinos (Gordon et al. 1986 a;
Gordon et al. 1986 b). No presente estudo, suas contagens variaram entre 95.000 e
151.000 unidades/uL e nédo interferiram significativamente nas contagens sanguineas
que se mantiveram inalteradas (entre 162.000 e 190.000 unidades/uL) durante todo
periodo experimental.

No presente estudo as concentragdes plasméticas de calcio de mantiveram inalteradas e
ndo houve qualquer sinal clinico de hipocalcemia nos equinos. Entretanto,
procedimentos de aférese podem ocasionar hipocalcemia relacionada com perda ou
retirada da sua fracdo livre (lonizado) ou ligado a albumina (Calcio total). A fixacdo de
calcio livre em albumina recém-infundida também pode contribuir para essa
complicacdo. Isso ocorre principalmente nas aféreses que utilizam os filtros ou
membranas de alta seletividade. Reposicdo de calcio intravenoso pode ser utilizada
prevenindo assim essa complicagdo (McLeod 2010; Morales 2011). Gordon et al.
(1986b) descreveram que o citrato de sodio, utilizado como anticoagulante em
procedimentos de leucoaférese, pode causar alteracbes nas concentracfes séricas de
calcio total e ionizado. Esses autores atribuiram a fasciculacdo muscular, principalmente
em regido de membros pélvicos, em dois individuos de um grupo de dez, a esse
anticoagulante quando esses cavalos foram submetidos ao sequestro de leucécitos por
mecanismo de fluxo continuo.

Outros problemas relacionados a aférese, de uma maneira geral, estdo incluidos a
hipotensdo, reacBes anafilaticas, tendéncias a sangramentos, hipotermia e infeccbes pos
plasmaféreses. Todas elas sdo referenciadas as aféreses que envolvem plasmaférese e
troca de plasma e estdo relacionadas com a reducdo do volume circulante que ocorre
pela baixa reposicdo de liquidos e componentes plasmaticos (Moura et al., 2001; Fedez-
Lomana, 2012). Nenhumas dessas anormalidades foram percebidas nos exames clinicos
trans e pos-aférese dessa pesquisa.

5. CONCLUSAO

Em conclusédo, confirma-se a hipotese de que a leucoaférese de fluxo continuo é um
procedimento seguro e eficaz em reduzir a presenca de células inflamatdrias circulantes
em equinos submetidos a um protocolo de sepse.
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CAPITULO 4 — INFLUENCIA DA LEUCOAFERESE
TERAPEUTICA NOS PARAMETROS CLINICOS E
HEMATOLOGICOS DE EQUINOS COM LAMINITE E SEPSE
INDUZIDA POR MODELO DE OLIGOFRUTOSE

RESUMO

O presente trabalho objetiva avaliar o efeito da remogéo de leucdcitos circulantes, por
meio de protocolo de leucoaférese, sobre os parametros clinicos e hematolédgicos de
equinos com laminite aguda induzida pelo modelo oligofrutose. Foram utilizados 12
equinos, fémeas, sem raga definida com idade média de 10,5 + 5 anos, pesando 430 +
35kg, escore corporal 6x1 (escore de 1 a 9), sem histérico prévio de claudicacéo e
distribuidos em dois grupos de 6 animais cada (controle — CON e tratado - LEUCO).
Para a separacdo dos leucdcitos, foi utilizada uma maquina com sistema de aférese por
sistema de coleta por fluxo continuo com duplo acesso venoso. Os animais foram
monitorados diariamente no periodo de sensibiliza¢do e nos tempos 6, 12, 18, 24, 36 e
60 horas pos-inducdo da laminite, seguidos imediatamente pela coleta de sangue. No
grupo LEUCO ainda foram realizadas coletas de sangue uma hora ap6s o inicio do
procedimento e apo6s a cada hora até o fim da realizacdo da leucoaférese totalizando
quatro coletas. Sinais de sindrome da resposta inflamatéria sistémica (SIRS) e de
laminite foram observados nos dois grupos, porém, mais brandos no grupo de equinos
submetidos ao protocolo de leucoaférese. Concluiu-se que o protocolo utilizando a
leucoaférese promoveu reducdo das contagens sanguineas de células inflamatdrias,
reduziu sinais de sepse e preveniu mortalidade por SIRS, em cavalos submetidos a
inducdo experimental de laminite com o modelo de oligofrutose, se mostrando como
uma opcdo terapéutica para laminite séptica.

Palavras chaves: SIRS, sequestro de leucdcitos, biopsia de casco, aférese.

ABSTRACT

The objective of the present work was to evaluate the effect of leukocyte sequestration
by automated continuous flow leukapheresis procedures in the clinical hematological
parameters of horses with acute laminitis induced by the oligofructose model. Twelve
non-defined equine females with a mean age of 10.5 £ 5 years, weighing 430 + 35 kg,
body score 6 £ 1 (score from 1 to 9), without previous history of claudication related to
hooves and divided into Two groups of 06 animals each (control - CON and treated -
LEUCO). For the leukocyte separation, a machine, was used by continuous flow
collection system with double venous access. The animals were monitored daily during
the sensitization period and at 6, 12, 18, 24, 36 and 60 hours after induction of laminitis,
followed immediately by blood collection. In the treated group, blood samples were
collected one hour after the beginning of the procedure and after each hour until the end
of the leukapheresis, totaling four collections. Signs of systemic inflammatory response



64

syndrome and laminitis were observed in both groups, but much milder in the equine
group submitted to the leukapheresis protocol. All clinical and hamatological
parameters evaluated were lower or milder in the treated group. The protocol of
therapeutic leukapheresis was efficient in reducing clinical signs of SIRS attenuating the
evolution to MODS and preventing death in horses subjected to the oligofructose model
of sepsis and laminitis.

Kewords: SIRS, sepsis, leukocyte sequestration, apheresis.

1. INTRODUCAO

A laminite é uma afeccdo muitas vezes frustrante para os veterinarios de equinos, uma
vez que o conhecimento e a compreensdo da fisiopatologia na progressdo da doenca
ainda sdo incompletos (Belknap et al., 2009; Belknap, 2010; Eades, 2010, a; Eades,
2010, b; Leise et al., 2011; Katz e Bailey, 2012; Tadros et al., 2013), limitando os
esforcos para prevenir e tratar esta doenca devastadora (Eades, 2010, a; Katz e Bailey,
2012; Tadros et al., 2013). No entanto, pesquisas cientificas vem se desenvolvendo
rapidamente, permitindo cada vez mais, 0 entendimento sobre os eventos
fisiopatoldgicos envolvidos nessa enfermidade (Eades, 2010, a; Eades, 2010, b).

O desenvolvimento de laminite aguda muitas vezes se da apds outras doencas primarias.
Por conseguinte, os mecanismos envolvidos na sua patogénese sS40 NUMerosos e inter-
relacionados. As principais doencas associadas e que normalmente antecedem a
laminite aguda incluem endotoxemia, sepse e inflamacdo sistémica causada por doenca
gastrointestinal, pneumonia, metrite séptica, ingestdo do extrato da nogueira preta e
sobrecarga de carboidratos (Belknap et al., 2009; Belknap, 2010; Eades, 2010, a; Eades,
2010, b; Leise et al., 2011; Katz e Bailey, 2012; Tadros et al., 2013).

Todas essas condigdes se tornam um foco inflamatério/infeccioso inicial que € capaz de
promover a ativacdo, o recrutamento e o influxo de leucdcitos para 6rgaos distantes
(Faleiros et al., 2011, Lima et al., 2016). O recrutamento de neutréfilos ao tecido
inflamado é uma parte essencial da resposta imune inata. Dessa maneira, leucécitos
desempenham um papel central na injuria tecidual em vérias doencas e estdo
intimamente relacionados a disfuncdo organica durante a sindrome da resposta
inflamatoria sistémica (SIRS) (Belknap et al., 2009; Laskoski et al. 2016). A ativacdo
sisttmica de leucocitos e a migracdo dessas células para o intersticio tém sido
demonstradas nas laminas do casco e em outros orgaos de cavalos durante a fase de
desenvolvimento da laminite (Black et al., 2006, Faleiros et al., 2008). Assim, o fluxo
de leucdcitos aos tecidos tem se tornado importante foco de estudo da terapéutica da
laminite em equinos (Lima et al., 2016).

Um método que vem sendo utilizado para controlar a inflamacdo mediada por
leucdcitos na medicina € a aférese terapéutica. O termo férese € derivado do grego e
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significa "remover uma parte de seu todo". Aférese € um termo geral para remocgéo de
plasma (plasmaférese) ou células (citaférese). Foi utilizada pela primeira vez, em 1914,
em experiéncias com animais para obter antissoros (Medina-Macias, 2005; Morales,
2011).

Aférese, como uma modalidade terapéutica (AFT), tem como principal fundamento
filtrar o sangue do paciente através de um dispositivo extracorporeo, com finalidade de
eliminar patdégenos que condicionam ou perpetuam uma doenca e assim, contribuir para
o tratamento (McLeod, 2010; Morales, 2011; Fdez-Lomana, 2012). Atualmente na
medicina a aférese é realizada por aparelhos de fluxo continuo, onde o sangue de um
doador é filtrado ou separado através de centrifugacdo, separando a fracdo desejada do
sangue (McLeod, 2010). De acordo com o componente removido, a aférese pode ser
classificada em plasmaférese (remoc¢do de plasma), leucaférese (remocédo leucdocitos),
eritrocitaférese (remocao de eritrécitos) e plaquetaférese (remocdo de plaguetas) (Pinto,
2013).

As indicagdes da AFT sdo inimeras, todas com suas justificativas especificas para
determinada doenca ou procedimento cirurgico. Dentre suas indicacdes em humanos
podemos citar as doencas cardioldgicas; (McLeod 2010), da pele; (Medina-Macias,
2005; Pinto, 2013), digestivas, hematoldgicas (Medina-Macias, 2005; McLeod 2010;
Fedez-Lomana 2012; Pinto, 2013) doencas reumaticas; (McLeod 2010; Fedez-Lomana
2012), doencas neuroldgicas, renais e vasculares (McLeod 2010).

Na medicina veterindria procedimentos aferéticos, como a plasmaférese, sao
amplamente utilizados para a producdo de antissoros ou soros hiperimunes, entretanto,
raros estudos foram descritos de procedimentos de leucoaférese para tratamentos de
afeccBes o que abriria um leque de opcdes terapéuticas inovadoras para 0s animais
domeésticos.

A hipoétese desse trabalho € que o protocolo terapéutico de leucoaférese automatizada
por fluxo continuo é eficiente para reduzir o numero de leucécitos circulantes de
equinos com laminite induzida pelo modelo de oligofrutose e consequentemente
minimizar os sinais clinicos e hematoldgicos induzidos por esse modelo experimental.
Dessa forma o objetivo foi avaliar o efeito do sequestro dos leucdcitos, através de
procedimentos de leucoaférese automatizada por fluxo continuo, nos parametros
clinicos hematoldgicos de equinos com laminite aguda induzida pelo modelo de
oligofrutose.

2. MATERIAIS E METODOS

A metodologia experimental foi aprovada pelo Comité de Etica Sobre Experimentacio
Animal da UFMG (CETEA/UFMG 281/2013). Foram utilizados doze equinos, fémeas,
sem raca definida com idade média de 10,5 £ 5 anos, pesando 430 + 35kg, escore
corporal 61 (escore de 1 a 9), sem historico prévio de claudicacdo, prenhes negativa,
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previamente adaptadas por uma semana ao confinamento em baia e a uma dieta
exclusiva a base de feno de graminea (Cynodum sp). Os animais foram distribuidos
aleatoriamente em dois grupos, controle (n=6) e tratado (n=6) e permaneceram
instalados no setor de Cirurgia de Grandes Animais da Escola de Veterinaria da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) e a pesquisa ocorreu nos meses entre
junho e julho.

2.1. INDUCAO DA LAMINITE

Setenta e duas horas antecedendo a inducdo (T-72), todos os animais receberam 1g/kg
de peso vivo de oligofrutose (Raftilose P95 — Embrafarma Produtos Quimicos e
Farmacéuticos Ltda), diluidos em 3 litros de &gua, via sonda nasogastrica, que foi
repetido durante mais dois dias (T-48 e T-24), sendo esses considerados periodo de
sensibilizacdo. No quarto dia (TO0), todos os animais receberam 10g/kg pela mesma via
com o mesmo volume, procedimento considerado como inducdo da laminite (adaptado
de Van Eps e Pollit, 2006; Lima et al., 2013, Lima et al., 2016).

2.2. GRUPO TRATADO - LEUCOAFERESE (LEUCO)

Doze horas apds a inducdo, os equinos foram contidos em tronco e, no intuito de
minimizar o desconforto durante o periodo do procedimento, foi realizada a sedacao
com cloridrato de detomidina (Dormium, Agener Unido) na dose de 20 pg/kg, IV. Em
seguida ambas as jugulares foram canuladas com cateteres 14 G (Teflon-Entfe). Para a
separacdo dos leucdcitos, foi utilizada uma maquina com sistema de aférese Cobe
Spectra (Terumo BCT, Lakewwod USA), com kit comercial Terumo BCT WBC por
sistema de coleta por fluxo continuo com duplo acesso venoso. Nos primeiros 1000 ml
de sangue processados ndo foi realizada a coleta, permitindo o ajuste da camada
leucocitaria (buffy coat). A separacdo dos leucdcitos foi feita por meio de centrifugacao
(765 RPM), com fator de separacao 500, até serem processados uma média de 16628,1
ml (x 1300ml) de sangue (a taxa de retirada foi de 75 ml por minuto). Ainda, para
facilitar a separacdo de leucdcitos foi administrada, pela via de infusdo, solucédo
hidroxetilamido - HES (x 966,67 ml).

Para evitar coagulacdo do sangue presente no sistema e no momento da reinfusdo, foi
associado o anticoagulante citrato dextrose (taxa de infusdo de 4ml/min). Os leucécitos
foram acondicionados em bolsa de transfusdo de sangue de 500 ml (Figura 1). Os
demais hemocomponentes foram reinfundidos (jugular esquerda) no animal em fluxo
continuo, simultaneamente & separagdo dos leucdcitos sem contaminagdo ou
manipulagdo direta do sangue. Como medida de seguranga, se algum animal
apresentasse sinais de MODS com grave deterioragdo orgéanica e como forma de
impedir o extremo sofrimento a eutanasia foi realizada.
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Imediatamente apos a realizacdo da leucoaférese, todos os animais desse grupo foram
sondados com uma sonda nasogéstrica de 11mm para administracdo de fluido enteral
constituido de 80,559 de cloreto de sddio (Nacl), mais 5,55g de cloreto de potéssio
(KCI) e 56,79 de bicarbonato de sédio (NaHCO3) diluidos em 15 litros de &gua na dose
de 3 ml/kg/hora. Esta terapia durou um periodo de 12 horas.

2.3 EXAME CLINICO E COLETAS DE SANGUE

Os animais foram monitorados diariamente no periodo de sensibilizacdo e nos tempos 6,
12, 18, 24, 36 e 60 horas pos-inducéo da laminite (TO a T60), seguidos imediatamente
pela coleta de sangue. No grupo tratado ainda foram realizadas coletas de sangue uma
hora ap6s o inicio do procedimento e ap6s a cada hora até o fim da realizacdo da
leucoaférese totalizando quatro coletas. Os seguintes parametros foram avaliados:
frequéncia cardiaca, frequéncia respiratoria, temperatura retal, coloracdo de membranas
mucosas, presenca e intensidade de pulso digital, presenca e intensidade dos sons
intestinais, sensibilidade ao exame com pinga de casco e grau de claudicacdo segundo
Obel (1948) seguindo metodologia descrita por Lima et al., (2013).

Amostras de sangue foram coletadas pela puncdo da veia jugular, acondicionadas em 3
tubos distintos (sem anticoagulante, com 4acido etileno-diamino-tetracético e com
fluoreto de sodio) e refrigeradas imediatamente até a realizacdo de hemograma e
separacdo de soro e plasma. As amostras de sangue sem anticoagulante foram
centrifugadas por 5 min, a 3000G até completar a separacdo da fracdo liquida (soro) que
foi armazenada em freezer a -18°C. Além do hemograma, foram determinadas as
concentracbes plasmaticas de glicose, ureia, creatinina, aspartato aminotransferase
(AST), alanina aminotransferase (ALT), gama glutamil transpeptidase (GGT), fosfatase
alcalina (FA), bilirrubina total e proteinas. Para determinacdo do volume globular (VG)
foi utilizada a técnica de micro-hematocrito com centrifugacdo durante 5 min a 10000
rpm. A concentracdo de proteina plasmatica total foi determinada por refratometria. A
contagem das células sanguineas foi realizada em aparelho automaético através da
técnica de impedancia elétrica (Abacus Junior Vet). A contagem diferencial dos
leucdcitos foi realizada em esfregacos sanguineos corados com panético, avaliando-se
100 células. Para mensuracdo da glicemia foram utilizadas amostras de plasma em
fluoreto, obtidas apds centrifugacdo durante 6 min a 10000rpm. Todas as analises
bioguimicas foram realizadas em aparelho espectrofotométrico automatico (Cobas-Mira
Plus — Roche Diagnostics Systems) utilizando kits comerciais especificos (Kovalent).

Os dados foram analisados pelo programa Prism 5 for Windows 5.00 utilizando o teste
de normalidade KS e analise de variancia em blocos ao acaso, seguido do teste de
Student Newman Keuls para comparagdo de médias dentro de grupos. Para comparagéo
de grupos dentro dos tempos, utilizou-se o teste t de Student. Para todos os testes,
considerando-se um nivel de significancia de P< 0,05.
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3. RESULTADOS

Ndo se verificou qualquer alteracdo digna de nota nos exames fisicos e laboratoriais em
todos os animais de ambos 0s grupos no periodo de sensibilizacdo. Todavia, tais
alteracbes comecaram a ser perceptiveis 12 horas (T12) apds a inducdo com a dose
completa de oligofrutose (10g/kg).

Diarreia foi um sinal clinico presente em todos os animais e teve inicio em T12, com
duracdo até o fim do experimento. Essa foi mais intensa em CON, principalmente no
periodo que variou entre T18 e T24. Todos os animais em ambos 0s grupos
apresentaram motilidade intestinal elevada com inicio também em T12, atingindo maior
intensidade no T24 no grupo controle e no T36 no grupo tratado.

No CON, a congestdo de mucosa foi presente em todos os animais em T24 e se manteve
até T36. No LEUCO a congestdo também foi vista em T24. Porém, em T36 esse
parametro foi mais discreto e em T60 (final do experimento) essa ja ndo era mais
visualizada.

Quatro animais do CON adotaram posi¢do de decubito em T24, no T36 todos os
animais estavam nessa posicao nesse grupo, sendo que dois foram a 6bito naturalmente
e os outros foram eutanasiados. No LEUCO trés animais adotaram a posicdo de
decubito entre T24, mas em T36 ja se encontravam em estacdo. Um animal desse grupo
adotou posicdo de decubito em T36, mas ja estava em posicdo quadrupedal antes de
T48. O resultado da claudicacdo segundo a classificacdo de Obel néo revelou diferenca
estatistica entre os grupos, porém, no grupo LEUCO, as classificacdes se mantiveram
estaveis (Tabela 01).

Os resultados para FC, FR, TR e TPC estdo representados na Figura 1. No CON,
observou-se aumento de FC, TPC e TR em relacdo ao TO em T18 e T24. J& no
LEUCO, esse aumento ocorreu somente em T48 e T60 para FC, em T48 para TR e a
partir de T24 para TPC.

Os resultados para RBC, FIB, PLT e GLI estdo representados na Figura 2. No CON,
observou-se aumento em T24 de RBC, PLT e GLI em relacdo ao TO. Ja no LEU, esse
tipo aumento ocorreu somente em T36 para GLI. Observou-se diferenca entre grupos
nos tempos T24 para FIB e T12, T18 e T24 para ALB.

Os resultados para VG, PT, ALB e GLB estdo representados na Figura 3. No CON,
observou-se aumento do VG e ALB em relacdo ao TO em T18 e 24 e PT e GLB em
relacdo ao TO em T24. JA no LEUCO, esse tipo aumento ndo foi observado.

Os resultados para as contagens sanguineas de leucocitos, linfocitos, neutréfilos e
monocitos estdo representados na Figura 4. No CON, observou-se elevacdo dos
leucdcitos T24 em relacdo ao TO e elevacdo dos segmentados em relacdo ao TO e T18 e
T24. J4 no LEU, foram observadas reducéo das contagens de segmentados em linfocitos
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em relacdo ao TO e T48 e T60. Diferencas entre grupos foram verificadas em T6
(leucocitos e linfocitos) e T24 (leucocitos).

Os resultados para BIL T, BIL I, BIL D e AST, estdo representados na Figura 5. No
CON, observou-se elevacédo de BIL T e da AST em relacdo ao TO em T18 e T24. Ja no
LEU houve aumento da BIL T e BIL | em relacdo a TO em T48 e T60. Diferencas entre
grupos foram observadas em T6 (FA), T12 (FA, BIL T, BILD e BIL I) e para T18 e
T24 (todas BIL).
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Figura 1: Médias e erros-padrdo da contagem de frequéncia cardiaca (FC), temperatura retal (T?),
frequéncia respiratéria (FR) e tempo de preenchimento capilar (TPC) dos equinos com laminite
induzida por oligofrutose tratados (Leucoaférese) e ndo tratados (Controle) com leucoaférese. Médias
seguidas de (*) diferem entre o tempo TO no mesmo grupo e as seguidas de asterisco (#) diferem
entre grupo no mesmo tempo.
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Os resultados para AST, CRE e URE estdo representados na Figura 6. N&ao se
observaram alteracfes em relacdo ao TO em ambos os grupos. Contudo, houve

diferencas entre grupos em T6 (URE), T12 (URE,

20

CRE) e para T18 e T24(CRE).
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Figura 2: Médias e erros-padrdo da contagem de hemécias (RBC), fibrinogénio (FIB), glicose (GLI)
e plaquetas (PLT) dos equinos com laminite induzida por oligofrutose tratados (Leuco) e ndo tratados
(Controle) com leucoaférese. Médias seguidas de (*) diferem entre o tempo TO no mesmo grupo e as
seguidas de asterisco (#) diferem entre grupo no mesmo tempo.
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Figura 3: Médias e erros-padrao do volume globular (VG), da albumina (ALB) das proteinas totais
(PTN) e das globulinas (GBL) dos equinos com laminite induzida por oligofrutose tratados (Leuco)
e nao tratados (Controle) com leucoaférese. Médias seguidas de (*) diferem entre o tempo TO no
mesmo grupo e as seguidas de asterisco (#) diferem entre grupo no mesmo tempo.
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Figura 4: Médias e erros-padrdo da contagem de leucécitos, mondcitos, segmentados e linfdcitos
dos equinos com laminite induzida por oligofrutose tratados (Leuco) e ndo tratados (Controle) com
leucoaférese. Médias seguidas de (*) diferem entre o tempo TO no mesmo grupo e as seguidas de
asterisco (#) diferem entre grupo no mesmo tempo.
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Figura 5: Médias e erros-padrdo da bilirrubina total (BIL T), da bilirrubina indireta (BIL 1), da
bilirrubina direta (BIL D) e da aspartato aminotrasnferase (AST) dos equinos com laminite induzida
por oligofrutose tratados (Leuco) e ndo tratados (Controle) com leucoaférese. Médias seguidas de (*)
diferem entre o tempo TO no mesmo grupo e as seguidas de asterisco (#) diferem entre grupo no

mesmo tempo.
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Figura 6: Médias e erros-padréo da contagem de gama glutamil trasnferase (GGT), fosfatase alcalina
(FA), creatinina e uréia dos equinos com laminite induzida por oligofrutose tratados (Leuco) e ndo
tratados (Controle) com leucoaférese. Médias seguidas de (*) diferem entre o tempo TO no mesmo
grupo e as seguidas de asterisco (#) diferem entre grupo no mesmo tempo.

Tabela 1: Resultado dos animais referentes a claudicacdo segundo a classificacédo de
Obel e o teste de sensibilidade com a pinca de casco.

CON GRAUS DE OBEL SENSIB. DA PINCA DE CASCO

Anim TO T18 T24 T36 T48 T60 TO T18 T24 T36 T48 T60
1 0 1 2 NEG NEG NEG

2 0 1 1 NEG NEG POS

3 0 0 2 NEG POS POS

4 0 0 2 NEG NEG NEG

5 0 1 1 NEG NEG POS

6 0 1 1 NEG NEG NEG

LEU GRAUS DE OBEL SENSIB. DA PINCA DE CASCO

Anim TO T18 T24 T36 T48 T60 TO T18 T24 T36 T48 T60
1 0 1 2 2 2 2 NEG NEG POS POS POS POS
2 0 0 1 1 1 1 NEG NEG NEG NEG NEG NEG
3 0 1 2 2 2 2 NEG NEG POS POS POS POS
4 0 0 1 1 1 1 NEG NEG NEG NEG NEG NEG
5 0 1 2 2 2 2 NEG POS POS POS NEG NEG
6 0 1 1 2 2 2 NEG NEG NEG NEG NEG NEG

CON, grupo controle; LEU, grupo leucoaférese; SENSIB., sensibilidade; NEG, negativo; POS, positivo; TO, tempo
zero; T12, tempos doze horas; T18, tempo dezoito horas; T24 tempo vinte e quatro horas; T36 tempo trinta e seis
horas; T48 tempo quarenta e oito horas; T60, tempo sessenta horas; Anim, animal.

4. DISCUSSAO

Em ambos os grupos, a administracdo de oligofrutose promoveu, além da diarreia, um
quadro de taquicardia, congestdo de mucosas, aumento do tempo de preenchimento
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capilar e hipertemia. Tais sinais sdo compativeis com um quadro normalmente
denominado como endotoxemia na literatura equina, mas que modernamente tem sido
denominado como sindrome da resposta inflamatéria sistémica (SIRS) (Taylor, 2015).

O termo sindrome da resposta inflamatoria sistémica é usado para descrever inflamagéo
sistémica que pode ser causada por agentes infecciosos (por exemplo, bactérias, fungos
e virus) ou causas ndo infecciosas (por exemplo, trauma, queimaduras, pancreatite)
(Taylor, 2015). No presente estudo, a administracdo de oligofrutose por sonda foi a
responsavel pelo desenvolvimento deste quadro. A agdo desse carboidrato soltvel sobre
a microbiota intestinal dos equinos esta muito bem documentada. Por ndo ter enzima
especifica para sua digestdo no intestino delgado, a oligofrutose chega inalterada ao
intestino grosso, produzindo répida proliferacdo de varias espécies de estreptococos e
outras cepas de bactérias. A consequéncia é a producédo de grandes quantidades de &cido
latico que reduzem o pH cecal normal (pH de 6,2 a 6,8) para niveis inferiores a pH 5 e
causam a lise de bactérias gram-negativas (Milinovich et al., 2006; Milinovich et al.,
2010).

Acredita-se que a principal repercussao da alteracdo da microbiota cecal seja a absor¢éo
toxinas bacterianas, modernamente denominadas de padrdes moleculares associados a
patégenos (PAMPSs). Os lipopolissacarideos (LPS) resultantes da morte das gram-
negativas (endotoxinas), associados aos peptidoglicanos, acido lipoteicdico, aminas
vasoativas e exotoxinas liberados devido a rapida proliferagdo de gram-positivas, seriam
os principais PAMPs a serem absorvidos pela mucosa cecal, chegando a corrente
sanguinea (Visser e Pollitt, 2011). Picos nas concentragdes plasmaticas de LPS seguidos
picos do fator de necrose tumoral (TNF-a) tém sido descritos respectivamente 8h e
12/24h ap6s a administracdo dessa mesma dose de oligofrutose em equinos (Bailey et
al., 2009). Tais achados explicam o quadro SIRS iniciado pela infeccdo intestinal
verificado no presente estudo. Os achados do presente estudo associados a
caracterizacdo da microbiota envolvida na infeccdo intestinal (Milinovich et al., 2006;
Milinovich et al., 2010) e a detec¢do toxinas bacterianas circulantes (Bailey et al., 2009;
Visser e Pollitt, 2011) demonstram que a administracdo oral de oligofrutose, além de
induzir laminite, € um modelo consistente para inducédo de sepse.

Comparando-se os resultados das variaveis clinicas e laboratoriais, fica clara a diferenca
entre grupos. Nos animais ndo tratados foram observados sinais evidentes de letargia,
depressdo, anorexia, decubito e presenca de halo toxémico. Além disso, a maioria das
alteracdes foram exclusivas do grupo controle como taquipneia, leucocitose,
hemoconcentracdo e aumentos nas concentracfes plasmaticas glicose, creatinina e
enzimas hepaticas. Com excecdo da taquicardia e das alteracdes das concentragdes
plasmaticas de ureia, todas as outras alteracdes aconteceram de forma mais precoce nos
animais ndo tratados. Uma complicacdo frequente da SIRS/sepse é o desenvolvimento
de alteracOes em diversos orgdos, quadro conhecido como sindrome de disfuncéo de
maltiplos 6rgdos (SDMO), quando mais de dois Orgaos apresentam sinais de
funcionamento alterado (Taylor, 2015). Este quadro é bem condizente com o verificado
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nos animais do grupo controle, pela elevacdo das concentracOes sanguineas de AST,
GGT, FA e bilirrubina total, indicando disturbio hepatico, da creatinina, indicando
disturbio renal, e da glicose, indicando agressdo pancreatica e metabolica.

Diversos autores descrevem que h& uma intima relacdo da SIRS/sepse, SDMO e a
laminite (Belknap et al., 2009, Faleiros et al., 2011; Lima et al., 2013; Faleiros &
Belknap 2017). Isso se da pelo influxo de leucdcitos da circulacdo sistémica para o
casco como também a ativacdo de células inflamatorias residentes por mediadores
inflamatdrios liberados nessas duas sindromes. Desta forma, justifica-se o uso da
leucoaférese na tentativa de amenizar os sinais clinicos dessas sindromes bem como
atenuar os sinais clinicos de laminite.

Entretanto a diferenca mais marcante entre grupos foi a taxa de obito. Nenhum dos
animais do grupo controle sobreviveu, apresentando quadro de choque séptico em T36,
enquanto que todos os tratados concluiram o periodo experimental. Em T18 houve
aumento na FC em ambos 0s grupos, contudo se mantendo elevada apenas no grupo
controle. J& a FR aumentou apenas no CON (T30). A TR se manteve elevada de T18 a
T30 nesse mesmo grupo, atingindo seu maximo em T24 (39,4°C), diferindo
estatisticamente do LEUCO nesse momento. No grupo de animais submetidos a
leucoaférese o aumento de TR ocorreu apenas em T36, quando alcangou seu maximo
(38,8°C).

Outro sinal clinico em ambos o0s grupos, e também citado por Lima et al., (2013), foi a
presenca de diarreia em todos 0s animais, iniciando em T12 e predominando entre T24
e T 36 nos dois grupos com intensidade maior no grupo controle. Estes mesmos autores,
relatam que a duracdo da diarreia foi até 48 horas apds a inducdo da laminite e que foi
um periodo maior que a observada no grupo de animais recebendo a mesma quantidade
de oligofrutose (10g/kg) descrita por Van Eps e Pollitt (2006). O influxo osmoético de
agua para o lume intestinal associado ao desequilibrio da microbiota pela alteracdo do
pH, ambos provocados pela chegada abrupta de grandes quantidades de
oligossacarideos ao ceco e colon, pode explicar o quadro de diarreia intensa (Milinovich
et al., 2006; Van Eps e Pollitt 2006; Milinovich et al., 2010; Lima et al., 2013). O
aumento da motilidade intestinal no mesmo periodo da diarreia indica 0 aumento da
taxa de passagem da ingesta e certamennte o aparecimento de espasmos e 0 desconforto
abdominal. Nesse sentido, 0 aumento da frequéncia cardiaca coincidiu com o periodo de
diarreia, podendo ser causada pelo desconforto (Lima et al., 2013).

Outras pesquisas também usaram estratégias para reduzir o influxo de neutréfilos para
os tecidos lamelares de equinos com laminite induzida por modelo de oligofrutose, sO
que de forma farmacoldgica com o uso de um antagonista de quimiocinas (Lima et al.,
2013). Nesse estudo, os autores observaram o inicio do surgimento dos sinais clinicos a
partir de 12 horas apds o periodo de inducdo da laminite, com o pico dos sinais
acontecendo em 24 horas ap06s a inducgéo, esse achado também foi descrito por Van eps
e Pollitt (2006). Aumento da FC, da FR e da TR também foram observadas, porém se
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comportaram diferentes entre os grupos. No CON houve elevacdo no T24 e esses
pardmetros decairam acentuadamente em T36 0 que coincidiu com o 6bito e a eutanésia
dos animais desse grupo. Ja no LEUCO ap0s a elevagdo houve aumento da FC em T24
e da TR em T48. Esses achados véo ao encontro do que foram descritos por diversos
autores (Peir6 et al., 2002; Gravena, 2010; Taylor, 2015) sobre essa MODS onde a
resposta inflamatdria sisttmica do organismo a invasdo microbiana pode causar
deterioracdo rapida do organismo.

A presenca de pulso evidente nas artérias digitais e de sinais de claudicacdo grau 1 de
Obel foram observados no CON e LEUCO a partir do T18, esses resultados sdo
semelhantes ao observado no trabalho de Van Eps e Pollitt (2006) e Lima et al., (2013).
Grau 2 de Obel também foram observados nos dois grupos no T24, porém no T36 0s
animais do grupo CON estavam em decubito e por isso ndo foram avaliados para tais
pardmetros nesse tempo. Ja no LEUCO esses achados se mantiveram até o final do
experimento. Nenhum dos animais dessa pesquisa atingiram grau de Obel 3 e assim s&o
inferiores aos resultados descritos por Van Eps e Pollitt (2006), Paes Leme et al., (2010)
e Lima et al., (2013) que encontraram esse grau de claudicacao.

Lima et al., (2013) justificaram a manutencdo do grau de claudicagéo Obel 1 e 2 e ndo
evolugéo para graus maiores de claudicacdo em seu estudo pelo peso dos animais que
era inferior ao peso dos utilizados por Van Eps e Pollitt (2006), porém, o presente
trabalho, utilizou animais com peso médio de 430 kg que sd@o bem proximo ao utilizado
por esses Ultimos autores e ainda receberam oligofrutose no periodo pré-sensibilizacéo.
Esse pode ser mais um fato que mostra a eficiéncia da leucoaférese em atenuar lesbes
sistémicas e lamelares nos equinos que foram submetidos a esse procedimento.

Outra justificativa muito plausivel foi a levantada por Lima et al., (2013) para a menor
manifestacdo clinica de dor com o teste da pinca de casco e ao grau de Obel, que seria a
caracteristicas dos animais. 1sso por que os animais brasileiros poderem apresentar um
fendtipo metabdlico diferente de outra raca internacional previamente estudada e dessa
forma reagirem de forma mais branda a um desafio semelhante com oligofrutose.

Cinco animais do CON foram a decubito no periodo entre 18 e 24 horas ap0s inducao.
O mesmo ocorreu com 4 animais no LEUCO no periodo entre 18 e 30 horas. Esse
achado clinico também foi descrito por outros autores (Van Eps e Pollitt 2006; Lima et
al., 2013) que induziram laminite em equinos com o modelo de oligofrutose. Tal
posicao talvez seja justificada, nos dois grupos, pela febre, anorexia e apatia causada
pela SIRS (Taylor 2015). E valido salientar que nenhum animal dos dois grupos
testados aqui revelou sinal de dor abdominal caracteristico de sindrome coélica, porém, o
periodo em que a diarreia foi mais evidente pode ter coincidido com o acontecimento de
espasmos intestinais e que também podem justificar a posicdo de decubito, fato que
corrobora com o que foi descrito por Lima et al., (2013).

Os animais CON mostraram sinais de SIRS/sepse (taquicardia, taquipnéia, hipertermia
que progrediu para hipotermia e leucocitose) no periodo de 36 horas. Essa condicéo
evoluiu para um quadro de choque séptico, que causou Obito de todos eles. Na literatura
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consultada, nenhum outro trabalho cientifico com laminite usando o modelo de
oligofrutose revelou ébitos dos animais, porém Van Eps e Pollitt, (2006) usaram a
eutandsia no grupo de equinos utilizados no seu experimento no tempo 48 horas apds a
inducdo da laminite. Quando comparamos também o tempo de estudo de equinos
submetidos ao protocolo de laminite com oligofrutose nenhum estudo acompanhou até
o tempo 60 horas apos a inducdo da laminite, todos os trabalhos acompanharam os
equinos por tempo inferior.

No LEUCO, o protocolo de leucoaférese foi eficiente para atenuar os efeitos sistémicos
e hemodindmicos do quadro de SIRS, de diarreia, de desidratacdo, apatia e evitou os
Obitos dos animais desse grupo. Em um estudo com SIRS em camundongos induzidas
com a administracdo de LPS e tratados por dois diferentes modelos de filtracdo de
leucdcitos seis horas apds a inducdo, os autores conseguiram reduzir a contagem de
leucdcitos em até 90 % (Hagiwara et al. 2011). Tais pesquisadores revelam uma taxa de
sobrevida de 53% no grupo com filtracdo baixa e de 80% no grupo com alta taxa de
filtracdo de leucdcitos. Quando comparados, os dois grupos camundongos tratados com
0 grupo controle, lesdes em pulméo e figado foram acentuadamente menores no tratado.
Os autores justificaram esse achado pela reducdo da contagem de leucdcitos circulantes
juntamente com a reducdo dos mediadores inflamatorios (Hagiwara et al. 2011). Tais
achados estdo em consonancia com o presente estudo e sdo indicativos de que 0 mesmo
ocorreu com os equinos do grupo LEUCO.

Num modelo de endotoxemia induzida em 24 cées tratados ou ndo com leucoaférese
num circuito de fluxo continuo (Zhi-Gao He et al., 2012), as injdrias em 0rgaos
causadas pela resposta inflamatoria sistémica, principalmente pulméo, foram atenuadas
com o tratamento. Nesse estudo observou-se reducdo de contagem de células
apoptéticas, infiltrado inflamatério no parénquima pulmonar, quantidade de secre¢do no
alvéolo nos grupos tratados. Os autores afirmaram que os leucdcitos, principalmente os
neutréfilos, quando ativados na sepse liberam proteases e espécies reativas de oxigénio
que sdo capazes de degradar elementos estruturais fundamentais, como proteoglicanos e
membrana basal, presentes no tecido conjuntivo, endotelial e em células epiteliais do
pulméo e outros 6rgados e essa seria a explicacdo para os melhores resultados no grupo
tratado do seu experimento (Zhi-Gao He et al., 2012). Esta seria uma explicacdo
plausivel para justificar os resultados melhores no grupo LEUCO deste estudo.

Como afirmado anteriormente, a fermentacdo no limen intestinal com queda do pH e a
lesdo das mucosas induzidas com a presenca da oligofrutose permitem a absorcéo de
PAMPs, que estimulam a producdo ou o0 aumento de leucdcitos (Milinovich et al., 2006,
Belknap, 2010). Lima et al., (2013) justificaram o aparecimento de leucocitose no
tempo 48 horas na sua pesquisa. No grupo controle dessa pesquisa, os leucdcitos
tiveram elevacdo no tempo 12 horas apds a indugdo com uma queda no periodo 24
horas e novo aumento no tempo 36. Esse comportamento dos leucécitos sistémicos
também foi descrito por Zhi-Gao He et al. (2012) em um modelo de sepse em caes.
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Ja no grupo LEUCO, as células inflamatorias sofreram reducdo na sua contagem no
tempo 16 horas e mantiveram em queda até o final do experimento. Embora os animais
desenvolvessem sinais sistémicos compativeis com SIRS (febre, diarreia e mucosas
congestas), uma esperada leucopenia inicial ndo foi observada. Em geral, sinais graves
de SIRS cursam com leucopenia em Vérias situacfes clinicas assim como na laminite
induzida pelo fornecimento de extrato de nogueira preta (Juglans nigra). Contudo,
leucopenia ndo tem sido observada em cavalos submetidos a sobrecarga com
carboidratos (Faleiros et al., 2011, Lima et al., 2013).

Interessante observar que ao final do periodo experimental (T48 e T60), houve alteracéo
de algumas variaveis no LEUCO, como aumentos na FC, TR, TPC, concentracGes de
bilirrubina indireta e total e reducdo nas contagens de segmentados e linfocitos,
demonstrando deterioracdo do quadro clinico desses animais. De fato, apds o periodo
experimental de 60 horas, trés animais do grupo LEUCO apresentaram recorréncia do
quadro inflamatério sistémico, sendo que um foi a 6bito e outros dois precisaram de
suporte terapéutico. Esses achados indicam que o protocolo de leucoaférese empregado
foi eficiente em atenuar, e retardar os efeitos da SIRS induzida pelo protocolo de
oligofrutose utilizado nessa pesquisa.

Deve-se ressaltar que o protocolo de leucoaférese aqui utilizado incluiu algumas
medidas terapéuticas que ndo foram realizadas no grupo controle, como 0 uso de
anticoagulante e hidroxietilamido durante o procedimento e fluidoterapia enteral apos.
Sendo assim, uma limitacdo do presente estudo € a dificuldade de se separar os efeitos
terapéuticos produzidos pela fluidoterapia dos produzidos pela leucoaférese. Apesar de
alguns efeitos observados serem caracteristicos da hidratacdo como, prevencdo do
aumento na concentracdo de proteinas plasmaticas, TPC e VG entre T18 e T24, outros
foram atribuidos a reducdo dos leucécitos como prevencdo no aumento das contagens
de leucaocitos sanguineos, de hipertemia.

A inclusdo da hidroterapia enteral no protocolo ocorreu devido a necessidade de
reposicdo de fluidos ocorrida durante o procedimento de leucoaférese que durou cerca
de quatro horas. Uma forma de depurar os efeitos diretos da reducdo de leucécitos
promovida pela leucoaférese seria a inclusdo de um grupo sham, com o uso de
circulacdo extracorpérea sem separacdo de componentes sanguineos seguida pela
mesma hidratacdo enteral. Contudo tais objetivos estdo além dos postulados nesse
experimento e necessitariam de recursos muito acima dos disponiveis para este projeto.
Dessa forma, considerou-se que a prevencdo da evolucdo do quadro para MODS,
conforme ocorrido no grupo controle, ocorreu em fungdo de todo o protocolo que
incluiu leucoaférese.

5. CONCLUSAO

O protocolo de leucoaférese terapéutica é eficiente em amenizar os sinais clinicos de
SIRS em equinos submetidos a inducdo de sepse e laminite pelo modelo de
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oligofrutose, prevenindo a evolucdo de choque séptico e consequente Gbito dos equinos
tratados.
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CAPITULO 5 - EFEITO DA LEUCOAFERESE TERAPEUTICA NA
INFILTRACAO LEUCOCITARIA E LESAO TECIDUAL NO
EXTRATO LAMELAR DO CASCO DE EQUINOS SUBMETIDOS A
MODELO DE LAMINITE POR OLIGOFRUTOSE

RESUMO

O presente estudo teve como objetivo identificar a intensidade da infiltracdo de
leucdcitos e o grau de dano no tecido laminar do casco de cavalos com laminite aguda
induzida por oligofrutose, tratados ou ndo pela técnica de leucoaférese automatizada. A
hipotese € que a leucoaférese serd capaz de reduzir a presenca de células inflamatorias
nas laminas dérmicas nos cascos de equinos com laminite induzida por oligofrutose,
impedindo ou atenuando danos teciduais. Foram utilizados 12 equinos, fémeas, sem
raca definida com idade média de 10,5 £ 5 anos, pesando 430 + 35kg, escore corporal
6+1 (escore de 1 a 9), sem historico prévio de claudicacdo. Os animais foram divididos
aleatoriamente em dois grupos, controle (CON n=6) e tratado (LEUCO n=6). Setenta e
duas horas antecedendo a inducdo (T-72), todos os animais receberam 1g/kg de peso
vivo de oligofrutose via sonda nasogastrica que foi repetido durante mais dois dias (T-
48 e T-24) sendo esses considerados periodo de sensibilizacdo. No quarto dia (TO) todos
0s animais receberam 10g/kg pela mesma via com o0 mesmo volume que foi considerado
periodo inducdo da laminite. Passadas 12 horas apds o TO os animais do grupo tratado
foram submetidos aos procedimentos de leucoaférese utilizando uma maquina com
sistema de aférese Cobe Spectra (Terumo BCT, Lakewwod USA), com kit comercial
Terumo BCT WBC por sistema de coleta por fluxo continuo com duplo acesso venoso.
Nos tempos DO, e pds-inducdo em T12, T36 e T60 horas, bidpsias de cada casco foram
coletadas sequencialmente no membro pélvico esquerdo (DO - controle), pélvico direito
(T12), torécico direito (T36) e toracico esquerdo (T60) e as amostras foram
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encaminhadas para exames histologicos (H&E e PAS) e imunohistoquimicos para
marcacéao de calprotectina (CP). Houve aumento de leucdcitos entre os tempos TO e T12
e quando comparado a contagem de leucdécitos no grupo CON houve diferenca (P =
0,0067) entre T36 e os demais tempos. No grupo LEUCO, ndo houve diferencas entre
os tempos. Entre os grupos foram observadas diferencas estatisticas (P = 0,0087) entre
T36. Em relacdo ao escore de infiltracdo de neutréfilos, também foi observada diferenca
estatistica (P = 0,0248) no escore de neutrofilos no T36 entre os grupos. No CON, um
animal apresentou escore 4, dois apresentaram escore 3 e escore 2 e um apresentou
escore 1. No LEUCO, um animal apresentou escore 4, dois apresentaram escore 2 e trés
apresentaram escore 1. A intensidade da lesdo por PAS no grupo CON o T36
diferenciou (P = 0,0001) dos restantes dos tempos e no LEUCO houve diferenca entre o
T60 e T36 em relacdo ao TO. Os valores da CP ndo revelaram diferengas estatisticas
entre os grupos e o T60 foi diferente dos demais tempos do mesmo grupo e entre 0s
grupos. Correlacbes positivas fortes ocorreram entre intensidade da lesdo por PAS e
marcacdo de CP (R=0,77), correlacbes moderadas foram observadas entre intensidade
de lesdo por PAS e escore de neutréfilos (R=0,54) e o PAS e contagem de neutrofilos
(R= 0,55). Também revelaram correlacdes positivas moderadas entre CP e escore de
neutrofilos (R=0,53) e CP e contagem de neutrofilos (R=0,55). Em conclusdo, o
protocolo de leucoaférese se mostrou benéfico em reduzir o infiltrado leucocitario no
casco e retardar a evolucdo da leséo tecidual em equinos com laminite e sepse induzida
por oligofrutose. A infiltracdo leucocitaria precedeu o desprendimento de células
epidermais da membrana basal.

Palavras chaves: cavalos, leucdcitos, sepse, aférese.

ABSTRACT

The present study aimed to identify the intensity of leukocyte infiltration and the degree
of damage in laminar tissue of horses with acute laminitis induced by a model using
oligofructose and submitted to systemic sequestration of inflammatory cells by the
automated leukapheresis technique. The hypothesis is that leukapheresis will be able to
reduce the presence of inflammatory cells in the dermal laminae in horses' hooves with
oligofructose induced laminitis, reducing or attenuating tissue damage. Twelve non-
defined equine females with a mean age of 10.5 £ 5 years, weighing 430 + 35 kg, body
score 6 + 1 (score from 1 to 9), without previous history of claudication were used. The
animals were randomly divided into two groups, control (CON n = 6) and treated
(LEUCO n = 6). Seventy-two hours prior to induction (T-72), all animals received 1g /
kg oligofructose live weight via a nasogastric tube which was repeated for two more
days (T-48 and T-24) . On the fourth day (TO0) all animals received 10g / kg by the same
route with the same volume that was considered induction period of laminitis. Twelve
hours after TO, the animals were submitted to leukapheresis procedures using a Cobe
Spectra (Terumo BCT, Lakewwod USA) apheresis system with commercial Terumo
BCT WBC kit for a double venous access control system. At the DO and post-induction
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times at T12, T36 and T60 hours, biopsies from each hull were collected sequentially on
the left (DO - control), right (T12), right (T36) and left (T60) pelvic limbs and samples
were submitted to histological exams (H & E and PAS) and immunohistochemical for
calprotectin (CP) labeling. There was an increase in leukocytes between the TO and T12
times and when compared to the leukocyte count in the CON group there was a
statistical difference (P = 0.0067) between T36 and other times. In the LEUCO group,
there were no statistical differences between the times. Among the groups significant
statistical differences (P = 0.0087) were observed between T36. In relation to the
neutrophil infiltration score, we also observed a statistical difference (P = 0.0248) in the
T36 neutrophil score between the groups. In the COM, one animal presented score 4,
two presented score 3 and score 2 and one presented score 1. In LEUCO, one animal
had score 4, two presented score 2 and three presented score 1. The intensity of injury
by SBP in the CON group The T36 statistically differentiated (P = 0.0001) from the rest
of the times and in LEUCO there was a difference between T60 and T36 in relation to
TO. The CP values did not reveal statistical differences between the groups and the T60
was different from the other times of the same group and between the groups. Positive
correlations occurred between the intensity of the SBP injury and the CP marking (R =
0.77) and the neutrophil score with the neutrophil count (R = 0.78), moderate
correlations were observed between SBP intensity and score Of neutrophils (R = 0.54)
and SBP and neutrophil count (R = 0.55). They also revealed moderate positive
correlations between CP and neutrophil score (R = 0.53) and CP and neutrophil count
(R = 0.55). The leukapheresis protocol was efficient in reducing leukocyte infiltration
and postpone tecidual damage in horses with oligofructose-induced sepsis and laminitis.
Leukocyte infiltration preceed epidermal detachment of basal membrane.

Key words: Horses, leukocytes, sepsis, apheresis.

1. INTRODUCAO

A laminite é uma afeccdo comum na rotina de veterinarios que trabalham com a espécie
equina e num passado recentemente sua fisiopatologia estava indefinida. Atualmente,
muitas descobertas comecaram a elucidar esse fendmeno bioldgico que causa danos as
laminas dérmicas e que pode colocar em risco a vida dos animais acometidos (Laskoski
etal., 2016).

Diversos modelos que induzem a laminite inflamatoria estdo bem documentados, dentre
eles estdo o que utilizam a oligofrutose, 0 amido e o extrato de nogueira preta e em
todos eles ja foram descritos a relagdo da laminite com a sepse, a sindrome da resposta
inflamatdria sistémica (SIRS) bem como a migracdo de leucdcitos para o casco
(Belknap et al., 2009, Faleiros et al., 2011b; Lima et al., 2013). Mais recentemente,
também foi documentada a migracdo de leucocitos para o tecido lamelar previamente
aos sinais de laminite em equinos com colica (Laskoski et al., 2015; Laskoski et al.,
2016).
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Diversos autores (Belknap et al., 2006, Faleiros et al., 2009, Faleiros et al., 2011; Katz e
Bailey, 2012; Lima et al., 2013; Faleiros & Belknap 2017) descrevem que ha uma
intima relacdo da SIRS, MODS e a laminite. Isso se da pelo influxo de leucdcitos da
circulagdo sistémica para o casco como também a ativagdo de células inflamatorias
residentes por mediadores inflamatdrios liberados nessas duas sindromes. Desta forma,
pesquisas tentando inibir a migracdo (Lima et al., 2013) para o casco dos equinos com
laminite aguda ja foram realizados e essa pode ser uma estratégia positiva para
minimizar danos nas laminas demais.

Assim, justifica-se 0 uso da leucoaférese na tentativa de amenizar a migracdo de
leucdcitos para os cascos dos equinos submetidos a esse procedimento bem como
atenuar os danos nas lamias dérmicas. A hipotese é que o uso terapéutico a leucoaférese
sera capaz de reduzir a presenca de células inflamatérias nas laminas dérmicas nos
cascos de equinos com laminite induzida por oligofrutose, reduzindo ou atenuando
danos lamelares.

O presente estudo teve como objetivo identificar a intensidade da infiltracdo de
leucdcitos e o grau de dano no tecido laminar do casco de cavalos com laminite aguda
induzida por um modelo utilizando a oligofrutose e submetidos ao sequestro sistémico
de células inflamatdrias pela técnica de leucoaférese automatizada.

2. MATERIAIS E METODOS

A metodologia experimental foi aprovada pelo Comité de Etica Sobre Experimentacéo
Animal da UFMG (CETEA/UFMG 281/2013). Foram utilizados doze equinos, fémeas,
sem raca definida com idade média de 10,5 + 5 anos, pesando 430 + 35kg, escore
corporal 61 (escore de 1 a 9), sem historico prévio de claudicacdo, prenhes negativa,
previamente adaptadas por 1 semana ao confinamento em baia e a uma dieta exclusiva a
base de feno de graminea (Cynodum sp). Os animais foram divididos aleatoriamente em
dois grupos (N=60), controle (CON) e tratado (LEUCO) e permaneceram instalados no
setor de Cirurgia de Grandes Animais da Escola de Veterinaria da Universidade Federal
de Minas Gerais (UFMG) entre os meses de junho e julho.

2.1. INDUCAO DA LAMINITE

Setenta e duas horas antecedendo a inducdo (T-72), todos os animais receberam 1g/kg
de peso vivo de oligofrutose (Raftilose P95 — Embrafarma Produtos Quimicos e
Farmacéuticos Ltda), diluidos em 3 litros de agua, via sonda nasogastrica que foi
repetido durante mais dois dias (T-48 e T-24) sendo esses considerados periodo de
sensibilizacdo. No quarto dia (T0) todos os animais receberam 10g/kg pela mesma via



84

com o mesmo volume que foi considerado periodo inducédo da laminite (adaptado de
Limaetal., 2013, Lima et al., 2016 e VVan Eps e Pollit, 2006).

2.2. GRUPO TRATADO - LEUCOAFERESE (LEUCO)

Conforme descrito no Capitulo 3, passadas 12 horas ap6s o TO e para a realizacdo dos
procedimentos de leucoaférese, os equinos eram contidos em tronco, sedados com
cloridrato de detomidina (Dormium, Agener Unido) na dose de 20 mcg/kg, IV. Em
seguida ambas as jugulares foram canuladas com cateteres 14 G (Teflon-Entfe). Para a
separacdo dos leucocitos, foi utilizada uma maqguina com sistema de aférese Cobe
Spectra (Terumo BCT, Lakewwod USA), com kit comercial Terumo BCT WBC por
sistema de coleta por fluxo continuo com duplo acesso venoso. Nos primeiros 1000 ml
de sangue processados ndo foi realizada a coleta, permitindo o ajuste do plasma
leucoplaquetario (buffy coat). A separacdo dos leucécitos foi feita por meio de
centrifugacdo (765 RPM), com fator de separacdo 500, até serem processados um total
18000 ml de sangue (a taxa de retirada foi de 75 ml por minuto). Para evitar coagulacéo
do sangue presente no sistema e no momento da reinfusdo, foi associado o
anticoagulante citrato dextrose (taxa de infusdo de 4ml/min). O sangue total foi retirado
pela via de coleta (jugular direita), sendo os leucécitos acondicionados em bolsa de
transfusdo de sangue de 500 ml. Os demais hemocomponentes foram reinfundidos
(jugular esquerda) no animal em fluxo continuo, simultaneamente a separacdo dos
leucdcitos sem contaminacdo ou manipulacéo direta do sangue.

Imediatamente apos a realizacdo da leucoaférese, todos os animais desse grupo foram
sondados com uma sonda nasogastrica de 11mm para administracdo de fluido enteral
constituido de 80,55g de cloreto de sddio (Nacl), mais 5,55g de cloreto de potassio
(KCI) e 56,79 de bicarbonato de sédio (NaHCO3) diluidos em 15 litros de dgua na dose
de 30 ml/kg/hora. Esta terapia durou em meédia um periodo de 12 horas.

2.3. BIOPSIA DOS CASCOS

Nos tempos DO, e pds-inducdo em T12, T36 e T60 horas, bidpsias de cada casco foram
coletadas sequencialmente no membro pélvico esquerdo (DO - controle), pélvico direito
(T12), torécico direito (T36) e toracico esquerdo (T60). Conforme metodologia descrita
no Capitulo 2, antes de cada bidpsia os animais foram sedados com detomidina
(Dormium — Agener Unido 0,1 pg/kg peso vivo V) e os cascos foram desensibilizados
através anestesia perineural (lidocaina 2%, 5 ml em cada ramo no nervo palmar/plantar)
ao nivel da superficie abaxial dos 0ssos sesamdides proximais. As amostras obtidas
foram armazenadas em formalina tamponada 10% para estudos histolégicos. As
aberturas nos cascos onde eram realizadas as bidpsias foram fechadas com
polimetilmetacrilato (Jet, Artigos Odontologicos Classico, Ltda). As amostras foram
processadas histologicamente e inclusas em parafina. Cortes histolégicos com 5um de
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espessura foram corados com Hematoxilina e Eosina (H&E) e Acido Periddico de Shiff
(PAS). Os cortes corados com H&E foram usados para avaliagdo das células lamelares,
especialmente ceratindcitos. A coloracdo com PAS foi utilizada para observacdo de
anormalidades associadas com a membrana basal (MB). Para melhor descricdo das
alteracOes ocorridas nas laminas antes da degradacdo da membrana basal utilizou-se o
sistema de graduacdo histologica proposto por Faleiros et al., (2011b) (Tabela 1) e
conforme metodologia utilizada por Lima (2012).

Quadro 1. Escores de lesdes microscdpicas em amostras de tecido lamelar coradas com PAS
(Faleiros et al., 2011a).

ESCORE ACHADOS HISTOLOGICOS
PAS
0 Ceratindcitos basais com nucleos elipticos em angulo reto com a MB. Laminas

epidérmicas secundarias (LES) com o topo arredondado. O 4&pice das laminas
dérmicas secundarias (LDS) esta proximo do eixo ceratinizado (largura de 1 a 2
células basais em distancia)

1 Até 50% dos nucleos dos ceratindcitos basais estdo arredondados. Nenhuma outra
alteracdo evidente.

2 Maioria dos nucleos dos ceratindcitos basais estd arredondada. Nenhuma outra
alteracdo evidente.

3 Maioria dos ndcleos dos ceratindcitos basais estd arredondada e até 50% dos topos

das LES encontram-se alongados com as células basais se destacando da MB.

4 (Grau 1l | Maioria dos nlcleos dos ceratindcitos basais esta arredondada e a maioria dos topos
Pollitt) das LES encontra-se alongada com as células basais se destacando da MB.

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

6 (Grau 3 | A maioria das LES esta separada da LDS. Existe quebra da MB e desorganizacdo
Pollitt) cellular na LES.

Nesse novo sistema, os graus de 1 a 3 originais foram representados pelos graus 4 a 6.
Todos os cortes foram analisados por um investigador alheio aos tempos de coleta e aos
grupos de tratamento.

Com o objetivo de localizar de forma mais precisa a presenca de leucocitos nos cortes
histoldgicos, a imunolocalizagdo da calprotectina foi realizada segundo (Faleiros et al.,
2009 a,b). Cortes histoldégicos com 5um de espessura foram aderidos em laminas de
vidro gelatinizadas. Realizou-se a desparafinizacdo em xilol e em seguida a hidratagédo
dos cortes em gradiente decrescente de alcool etilico. A recuperacdo antigénica foi
realizada com proteinase K (20pg/mL do Hidroximetil aminometano “TRIS” — solugao
tampdo) durante 5 minutos. A inativacdo da peroxidase enddgena foi feita com peroxido
de hidrogénio a 9% durante 15 minutos em dois banhos consecutivos. O anticorpo
primario (MAC387, Abcam) na diluicdo 1:250 foi incubado a 37°C por 1 hora e 30
minutos. Utilizou-se anticorpo secundéario anti-lgG de camundongo incubado na
diluicdo de 1:100 por 30 minutos. Para a identificacdo de marcagdes utilizou-se o
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sistema ABC incubado por 30 minutos seguido do cromdgeno Novared (Vector
Laboratories Inc.) por 5 minutos. A analise dos cortes para imunohistoquimica foi feita
por um pesquisador alheio aos grupos de tratamento.

Um escore de 0 a 5 foi aplicado para cada amostra de acordo com a marcacgao
imunohistoquimica das células epidérmicas: (0) nenhum sinal, (1) manchas de sinais
localizados, (2) presenca 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 e alguns
leucdcitos na derme, (4) presenca de areas de sinais difusos entre 50 e 75% das laminas
epidérmicas, (5) presenca de &reas de sinais difusos em mais de 75% das laminas
epidérmicas (Faleiros et al., 2011b). Da mesma forma, um escore de 0 a 4 foi aplicado
de acordo com presenca de leucdcitos presentes nas laminas dérmicas: (0) auséncia de
leucacitos, (1) raros leucdcitos nas laminas dérmicas, (2) discreta presenca de leucocitos
nas laminas dérmicas, (3) moderada presenca de leucdcitos, (4) intensa presenca de
leucdcitos nas laminas dérmicas (Laskoski et al., 2015).

2.4. ANALISE DE IMAGEM

Todas as laminas foram examinadas por microscopia Optica de modo a identificar a
presenca e localizacdo de células coradas. Imagens digitais/slides foram obtidos a partir
de seccOes coradas usando uma varredura por um robd automatizado (Scanner de
laminas 3D Histech) com uma ampliacdo de 40 vezes em um periodo de amostragem
espacial de 0,2 m por pixel (Faleiros et al., 2011b). A pesquisa de leucécitos mieloides
foi realizada pela contagem de células positivas para o anticorpo, usando software de
computador (Pannoramic viewer) com aumento de 20x, contando 20 campos por
lamina.

A analise estatistica foi feita por ANOVA em blocos ao acaso seguida pelo teste de
Student-Neulman-Kelus, usando software (GraphPad Prism 5.0). Para os dados ndo
paramétricos foi utilizado o teste de Friedman seguido pelo teste de Dunns.

No sentido de testar algum tipo de relacdo entre infiltracdo de neutréfilos e lesdo da
epiderme, utilizou-se os testes de Pearson e Spearman para verificar correlagcdo entre
infiltracdo de neutrdfilos, calprotectina, escore de lesdo tecidual laminar. Também
comparou-se as contagens de neutréfilos em cortes com (graus de 3 a 6) e sem (graus de
0 a 2) descolamento de leucdcitos da membrana basal.

Para determinar a razdo de chance (odds ratio) entre infiltrado de leucdcitos e lesdo da
membrana basal, estabeleceu-se um valor de corte para contagem de leucocitos
equivalente a trés vezes o valor médio das contagens dos valores basais. Assim a
incidéncia de presenca ou ndo de descolamento de ceratindcitos da membrana basal foi
verificada em amostras com valores abaixo ou acima do valor de corte pelo teste exato
de Fisher. Posteriormente, calculou-se a razéo de chance (odds ratio) entre infiltragdo de
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leucdcitos (incidéncia > que trés vezes os valores basais) e a presenca de descolamento
de ceratindcitos da membrana basal (grau PAS > 2). Para todos os testes considerou-se
nivel de significancia de P<0,05.

3. RESULTADOS

O protocolo proposto com administragdo de oligofrutose utilizando 1 g/kg VO no
periodo de sensibilizagdo associado a 10g/kg VO no momento da indugdo utilizado
nessa pesquisa foi eficiente em induzir quadro de laminite como também quadro de
sepse nos animais dos dois grupos. A metodologia de biopsia do casco descrito no
Capitulo 2 foi considerada eficaz para o recolhimento de amostras de tecidos lamelares
do casco dos equinos e ndo causou nenhum transtorno no delineamento experimental.

Como ja descrito no capitulo 1V, em ambos os grupos, a administracdo de oligofrutose
utilizando 1 g/kg VO no periodo de sensibilizacdo associado a 10g/kg VO no momento
da inducdo promoveu, além da diarreia, um quadro de taquicardia, congestdo de
mucosas, aumento do tempo de preenchimento capilar e hipertemia. Conforme
demonstrado na Figura 1, os resultados sdo apresentados no grupo CON até T36,
qguando ocorreram as mortes dos animais, enquanto que no grupo LEUCO os resultados
incluem a biopsia do T60.

No CON, a incidéncia de leucdcitos CP+ lamelares atingiu seu pico em T36 com
valores 22,2 vezes superiores aos basais (P = 0,0067) e 7,3 vezes superiores ao T36 do
LEUCO (P = 0,0087). Ja no grupo LEUCO, o pico foi em T60, contudo ndo houve
diferencas entre os tempos (Fig. 1a).

No grupo controle, em T36, a intensidade da leséo foi superior (P = 0,0001) aos demais
tempos. Ja no LEUCO houve diferenca entre o T60 e T36 em relacdo ao TO (Figura 1b).
Entre os grupos, ndo houve diferenca estatistica nos escores de lesdo. Contudo,
histologicamente verificou-se um fato relevante em T36. No LEUCO, dois (33%)
individuos apresentaram grau 1 e quatro (66%) grau 2, sem que nenhuma das amostras
apresentasse sinais de descolamento dos ceratindcitos da membrana basal. J& no CON
quatro animais (66%) apresentaram grau 2 e dois (33%) apresentaram grau 3 que inclui
descolamento e colapso da membrana basal.

Quanto a intensidade de marcacdo para calprotectina nas células epidermais, a Unica
diferenca observada foi no LEUCO entre TO e T60 (Figura 1c). Verificou-se que
amostras com descolamento de ceratinOcitos apresentaram em média 8 vezes mais
leucdcitos que amostras sem este tipo de lesdo (29,9 vs 3,32 células/mm?, P<0,001).
Amostras com infiltracdo leucocitaria evidente (incidéncia superior a trés vezes 0s
valores médios basais) apresentaram 85,7% de incidéncia de descolamento de
ceratindcitos da membrana basal (grau PAS > 2), comparado com 17,1% de incidéncia
dessa lesdo em animais sem infiltracdo evidente. A avaliacdo de odds ratio mostrou que
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amostras com infiltracdo leucocitaria evidente tém 19 vezes (IC: 1,89 a 191; P=0,006)
mais chance de apresentar esta lesdo que amostras sem infiltragdo evidente (Figura 2).
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Figura 1 — Médias (+EP) das contagens de células/leucdcitos positivas para caprotectina (A) e graus para
lesdo histoldgica/PAS (B) e expressao de calprotectina na epiderme (C) em equinos submetidos a laminite
induzida por oligofrutoese, tratados (LEUCO) ou ndo (CON) com leucoaférese. Diferencas estre os
tempos (*); diferencas entre os grupos (#).
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Figura 2: Fotografia das laminas dermais de equinos do grupo controle COM e LEUCO em aumento de
20 x e 40 x revelando a presenca de leucécitos marcados pela calprotectina (setas pretas) e a diferenca da
morfologia das laminas epidermais secundarias (LES) desse grupo com as do grupo submetidos ao
protocolo de leucoaférese (LEUCO).

4. DISCUSSAO

A técnica de imuno-histoquimica empregada corrobora resultados prévios da rara
presenca de leucécitos positivos para calprotectina (CP™) no tecido lamelar de equinos
normais (Faleiros et al., 2009a, Faleiros et al., 2011b) com uma média (+ DP) 1,12 +
0,34 células/mm? considerando as amostras basais dos dois grupos. Em T12 ndo houve
alteracdo significativa de valores. Contudo em T36, com a presenga dos sintomas de
SIRS e laminite, a contagem média nos animais ndo tratados foi de 26,6 + 19,3
células/mm?, representando um aumento de 22,2 vezes em relacdo aos basais. Tais
resultados demonstram que, a semelhanca do que ocorre nos modelos de laminite
séptica com nogueira preta (Faleiros et al. 2009b) e sobrecarga de amido (Faleiros et al.,
2011a) e nos casos de inflamagéo no tecido lamelar decorrente de obstrucfes intestinais
naturais (Laskoski et al., 2015) ou induzidas (Laskoski et al., 2012), na laminite
induzida por oligofrutose também ocorre infiltracdo leucocitaria que antecede as lesdes
estruturais do tecido lamelar.

A estreita relagdo entre infiltrado leucocitario e lesdo do tecido lamelar também fica
evidente quando se compara as contagens de leucdcitos em amostras com e sem
descolamento de ceratindcitos e lesdo de membrana basal, que apresentaram oito vezes
mais leucdcitos que amostras sem este tipo de lesdo. Também pela alta incidéncia desse
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tipo de lesdo (87%) em amostras com contagens superiores a trés vezes a média basal,
que apresentaram 19 vezes mais chance de desenvolver danos na membrana basal.

De forma curiosa, observou-se que as contagens no tecido lamelar em T36 estiveram
aquém dos registrados no inicio da claudicacdo em modelos de laminite usando
nogueira preta (Faleiros et al., 2009a) e sobrecarga de amido (Faleiros et al., 2011b). No
modelo de nogueira preta os valores chegaram a 59,6 + 11,6 células/mm? (Faleiros et
al., 2009a) e no modelo da sobrecarga de amido foram de 43.4 + 15.7 células/mm?
(Faleiros et al., 2011b). Algumas diferencas de metodologia entre o presente estudo e 0s
citados poderiam estar envolvidos nessa discrepancia como a forma de coleta das
amostras (bidpsia X necropsia), a técnica de imunohistoquimica e a metodologia para
contagem de células. Entretanto, deve-se considerar que haja possiveis diferencas
inflamatorias promovidas pelo modelo de oligofrutose no tecido lamelar.

Por exemplo, quando se comparam o0s resultados desse estudo com as pesquisas
realizadas por Faleiros et al., (2009a), que utilizaram o método de inducdo de laminite
com extrato de nogueira preta, observa-se uma elevacdo de leucécitos aqui, mais tardia
do que foi encontrada por esses autores. No grupo CON, principalmente, a maior
contagem de leucdcitos se deu o T36 enquanto que nos resultados descritos por Faleiros
et al., (2009a) a elevacio se deu no periodo de 4 horas (cerca de 140 leucécitos/mm?)
apos a inducdo. Tais diferencas podem ser explicadas pelo fato ja conhecido de que a
nogueira preta provoca uma resposta inflamatoria mais cedo do que os modelos
sobrecarga de amido (Hurley et al., 2006) e de oligofrutose (Faleiros et al., 2011b), com
infiltracdo neutrofilica das laminas acontecendo mais precocemente.

Ja em outros estudos (Laskoski et al., 2012) avaliou-se o efeito da hidrocortisona sobre
a migracdo de leucocitos para ldminas dérmicas em equinos submetidos a distenséo de
jejuno com amostras de cascos obtidas 18 horas apés a distensdo no grupo controle (n=7
CG), grupo instrumentado (n=5 GI) e grupo ndo tratado (n=4 GNT). Este estudo revelou
média de leucécitos (de 0,35 a 0,72 células/mm?) inferiores as encontradas aqui nesta
pesquisa. Uma possivel explicacdo para essa diferenca de leucocitos nesses tempos apds
a inducdo seria 0 modelo experimental usados por esses autores, que, mesmo induzindo
inflamacdo, essa ndo é tdo intensa como é a causada pelo protocolo de inducdo de
laminite com oligofrutose.

As andlises das contagens de leucécitos no LEUCO ndo revelaram aumentos
significativos no T36 em relacdo aos valores basais e demonstram que o protocolo de
leucoaférese reduziu significativamente (em 8 vezes) a concentracdo de neutrofilos no
tecido lamelar em relacdo ao grupo controle nesse tempo. O aumento dos leucdcitos no
T36 foi condizente com a piora clinica dos animais dos dois grupos, porém, nesse
periodo os animais do grupo CON foram ao 6bito enquanto que esse fato ndo foi visto
no grupo LEUCO.
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Se comparada as médias anteriores ao LEUCO, esse grupo revela médias bem inferiores
no T36 e T60. Isso mostra a eficiéncia da leucoaférese em reduzir o infiltrado
inflamatorio nas laminas e consequentemente, somadas a sobrevida dos equinos do
LEUCO, cria um retardamento no aparecimento dos sinais clinicos da laminite, abrindo
uma janela terapéutica e possibilitando, na prética, ao clinico, tomadas de decisGes mais
acuradas e a implantacdo de um tratamento multimodal.

Em T36, a membrana basal do LEUCO néo revelou alteracfes e as laminas dérmicas
ndo sofreram afinamento e nem formaram gotas nas suas extremidades, alteracdes que
foram encontradas no grupo CON. Outro achado importante no grupo LEUCO foi 0
namero de neutrofilos bem abaixo do encontrado no CON, esse fato poderia explicar as
lesGes ou alteragOes encontradas nas laminas desse grupo (CON). Isso reforga o que foi
descrito por Faleiros et al. (2009a), Lima et al. (2016) que a lesdo na membrana basal e
nas células epidermias sdo causadas diretamente pela chegada dos leucdcitos nas fases
agudas.

Em relacdo ao escore de infiltracdo de neutrdfilos, também foi observada diferenca
estatistica (P = 0,0248) no T36 entre os grupos. No CON, um animal apresentou escore
4, dois apresentaram escore 3, dois escore 2 e um apresentou escore 1 (média 2,5). No
LEUCO, um animal apresentou escore 4, dois apresentaram escore 2 e trés
apresentaram escore 1 (média 1,83). Pesquisadores (Laskoski et al. 2015) ao
examinarem escore de animais que foram a ébito por afeccdes gastrointestinais, com
equinos divididos em um grupo com leucopenia (LG — 07 animais) e outro sem
leucopenia (NLG — 11 animais), encontraram lesdes em todos os individuos do grupo
LG e ainda nesse grupo registraram trés equinos com escore 1-2, quatro com escore 3
em pelo menos um dos membros. O NLG encontraram sete cavalos com grau 1-2, trés
cavalos grau 3 e um cavalo tinha Grau 0. Estes autores correlacionam o infiltrado
inflamatorio laminar com a leucopenia. Esse relato auxilia na ideia de que o sequestro
de leucocitos pela leucoaférese pode ser uma boa forma de impedir ou retardar o
infiltrado inflamatdrio no casco dos cavalos atrasando ou eliminando diretamente os
sinais de laminite bem como, reforca o que ja foi descrito por outros autores (Faleiros et
al., 2009a) que o aparecimento das lesdes nas laminas estdo diretamente ligadas a
migracdo dos leucdcitos para 0s cascos.

Ainda, estes autores (Laskoski et al., 2015) observaram aumento na infiltracdo de
leucdcitos em animais com disturbios gastrointestinais antes do desenvolvimento de
sinais clinicos, uma vez que apenas um cavalo (NLG) mostrou claudicagdo, e este
cavalo demonstrou leucopenia antes da laminite. Isso permite afirmar que a leucoaférese
realizada 12 horas ap0s a inducdo seria um prazo interessante para impedir a chegada
dos leucdcitos nas laminas dermais.

Outros autores relatam média de escore 1 (grupo controle) e 2 (tratados) num modelo de
inducdo de oligofrutose e tratados com CXCR1 no T36 do seu estudo (Lima et al.,
2016). Tais resultados estdo com médias abaixo das encontradas nessa pesquisa. Os
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pesquisadores justificam essas médias devido a variabilidade amostral, o tamanho da
bidpsia que foram um limitante na sua pesquisa, bem como uma laminite branda que,
acreditamos ter relagdo com a dose bolus e auséncia de dose de pré-sensibilizagéo.

Em T12 as mudangas histologicas foram de pouca importancia e consistiram de
mudanca na orientacdo de nucleos epiteliais ovais, que ja& ndo estavam orientados
perpendiculares ao eixo longo das LES. Alguns nucleos estavam arredondados e
localizados mais no citoplasma das células epiteliais. As extremidades das LES foram
se mostrando afiladas. As LDSs se apresentavam mais finas e a MB se corou
diversificadamente com menor intensidade em torno das bases do LDS. Poucos
leucdcitos foram marcados nesse momento e sempre estavam na regido perivascular e
raros se encontravam nas LDP. Croser e Pollitt, (2006) relataram o surgimento de lesGes
histoldgicas muito semelhantes em equino induzido pelo modelo de OF ap6s 12 horas
da inducdo, isso pode justificar, mesmo que em pequena quantidade, o aumento dos
leucdcitos no T12 desse experimento. Ainda, 0 mesmo autor correlaciona essas lesoes
com o surgimento dos sinais clinicos sistémicos nesse periodo com as lesdes
histoldgicas o que também foi evidenciado nesse estudo.

Nourian et al. (2007) acharam praticamente as mesmas alteracbes citoldgicas e
estruturais em equinos com laminite induzida com OF e com amostras analisadas ap6s
24 e 30 horas da inducdo, porém, esses pesquisadores se restringiram em avaliar
somente as alteracfes e ndo avaliaram a migracdo ou relacdo de leucécitos e 0s danos
laminares.

No T36 as alteracbes histologicas foram mais marcantes e importantes no grupo CON
se comparada ao LEUCO e consistiram de mudanca na orientacdo de nucleos epiteliais
de ovais para alongados com reducdo na largura e alongamento das LES com
afilamento da sua extremidade. Em algumas laminas/animais era possivel observar a
formagdo de vactolos entre as extremidades das LES e a MB. Os leucdcitos estavam
bem evidentes e em grande quantidade distribuidos na LDP e entre a MB, LDS e LES.

Em um estudo avaliando equinos submetidos a protocolo de inducdo de laminite pela
OF por um periodo de 7 dias ap6s a inducdo, foram observados assimetria e
alongamento com alguns pontos de encurtamento das LES, retracdo da LEP/eixo
queratinizado com desconexdo entre LES e LEP (ilhas), figuras de leucécitos (H&E,
PAS). MB aderida a LES quando essa estava conectada a LEP, figuras de apoptose
(Van Eps et al., 2009). Os autores relatam que passado periodo da inflamacéo aguda
(1,5 dia) e os processos que induziram as lesdes lamelares, o deslocamento das células
basais e desarranjos observados no tecido pareciam ter diminuido (apos 5,5 dias). Quase
todas as células epidérmicas estavam desenvolvidas e a MB parecia normal mostrando
que a forma e a orientacdo das células epidérmicas basais encontravam-se normais nas
ilhas. Entretanto, a maior anomalia foi a mudancga na arquitetura lamelar. A anatomia
das LEP e LES encontrava-se severamente perturbada. Os filamento/laminas e as ilhas
epidérmicas, muitas das quais ja ndo estavam ligadas LEP, tinham claramente perdido a
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sua capacidade de funcionar como um aparelho de suspenséo entre a parede do casco e
a falange distal.

A intensidade da leséo por PAS no grupo CON no T36 diferenciou estatisticamente dos
restantes dos tempos e no LEUCO houve diferenca sé no T60. Entre os grupos, ndo
houve diferenca estatistica, porém, histologicamente lesdes estruturais sdo evidentes
entre os grupos (Figura 1b). Dois (33%) animais do CON apresentaram escore 3 e
outros quatro (66%) escore 2 no T36, jA no LEUCO, nenhum animal atingiu escore 3,
quatro (66%) apresentaram escore 2 e dois (33%) individuos apresentaram escore 1
nesse mesmo tempo. Resultados iguais ao grupo CON e acima do grupo LEU foram
encontrados por Faleiros et al. (2009a). Tais pesquisadores encontraram 2/6 (33%)
animais com escore 3 e 1/6 (16%) com escore 4 em equinos com laminite experimental
induzida com carboidratos e com exames histoldgicos entre 20 a 48 horas apos a
inducdo. Esses resultados indicam que leucoaférese amenizou os efeitos da sepse sobre
0 escore da intensidade de lesdo no grupo tratado.

Na anélise da intensidade de expressdo de CP no tecido lamelar epidermal ndo houve
diferencas estatisticas até T36 em ambos os grupos, havendo diferenca entre TO e T60
do LEUCO. A calprotectina também é classificada como uma molécula de padrdo
molecular associada a dano (DAMP), um termo que descreve particulas liberadas de
células hospedeiras danificadas que induzem sinalizagdo inflamatéria. E uma molécula
normalmente encontrada em granuldcitos, monadcitos, nos estagios de diferenciacdo
precoces de macrofagos, nas células epiteliais quando estdo sob tensdo e em mondcitos
ativados, mas ndo em ceratindcitos normais (Chiavaccini et al., 2011). Faleiros e
Belknap (2017) aventaram a hipdtese de que a presenca do infiltrado leucocitario
poderia induzir a expressdo de calprotectina nos ceratindcitos do tecido lamelar.
Entretanto observou-se em T36 que alguns animais do LEUCO apresentaram intensa
expressdo na epiderme sem que houvesse infiltrado leucocitario evidente. Esta
ocorréncia em T36 demonstra também que a expressao da calprotectina das células
epidermais, revelando inflamagdo, ndo ocorre necessariamente concomitante com o
descolamento dos ceratindcitos e dano a membrana basal (Figura 2).

Lima et al. (2016) encontraram escores para expressao de CP em equinos submetidos a
protocolo de inducdo de OF entre 2 e 3 no T36. Tais resultados sdo abaixo dos
observados no presente estudo em ambos 0s grupos nesse mesmo tempo. A explicagédo
para essas diferencas deve ser a dose de pré-sensibilizacdo utilizada no presente estudo
que iniciou o processo de mudangas na microbiota intestinal e potencializou o efeito da
dose de indugéo induzindo resposta inflamatdria mais exacerbada com maior nimero de
DAMPs e PAMPs circulantes.

Em um estudo de leséo de reperfusédo em equinos submetidos a distensdo de jejuno com
amostras de cascos obtidas 18 horas ap6s a distensdo Laskoski et al., (2012) ndo
encontraram marcacdo da CP em LES. Os proprios autores sugeriram que a resposta
inflamatdria promovida pela distensdo do jejuno foi suficiente para iniciar o acimulo
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leucocitario remoto no tecido lamelar dos cascos. Mas que as 18 horas de reperfusdo,
quando as amostras foram colhidas, o insulto ainda era insuficiente para induzir sinais
evidentes do processo de desenvolvimento de laminite.

Os achados da histologia do casco estdo em acordo com as alteracdes clinicas relatadas
no Capitulo 4. Em ambos os grupos, a administracdo de oligofrutose utilizando 1 g/kg
VO no periodo de sensibilizacdo associado a 10g/kg VO no momento da indugéo
promoveu, além da diarreia, um quadro de taquicardia, congestdo de mucosas, aumento
do tempo de preenchimento capilar e hipertemia. Tais sinais sdo compativeis com um
quadro normalmente denominado como endotoxemia na literatura equina, mas que
modernamente tem sido denominado como sindrome da resposta inflamatdria sistémica
(SIRS) (Taylor, 2015). Os animais do CON apresentaram sinais clinicos condizentes
com SIRS que resultou com a faléncia multipla de érgdos que foi considerada a causa
dos oObitos desses individuos. O fato do tratamento prevenir a infiltracdo leucocitéaria e
reduzir as lesbes no tecido lamelar em T36 evidencia que o protocolo da leucoaférese
atenuou a resposta inflamatoria e consequente disfuncdo de maultiplos 6rgdos, evitando
assim o obito.

Além da sobrevida dos animais do grupo LEUCO, pesquisas em humanos ja confirmam
que a leucoaférese € um procedimento Gtil no tratamento da SIRS. Kumagai et al.
(2010) descreveram bons resultados no indice de sobrevida de pacientes humanos com
quadros de choque séptico que foram submetidos a um modelo de aférese que produziu
sequestro de leucdcitos ativados, reduzindo os neutrofilos em 78%, 0s mondcitos em
70% e os linfécitos em 10%. Esses autores concluiram que esse procedimento melhora
os efeitos deletérios teciduais da SIRS. Outras pesquisas direcionam a aférese no
tratamento da sepse e SIRS para reducdo de citocinas e interleucinas (Stegmayr, 2000;
Honore et al., 2013), endotoxinas (Motoki, 2005) em quadros de sepse. Também
considera-se hoje o transplante de leucdcitos de pacientes saudaveis para pacientes com
SIRS. Obviamente, isso, ndo foi o intuito principal do presente estudo, porém, € uma
nova linha de raciocinio que pode ser utilizada em novas pesquisas em equinos sépticos.

Corroborando os achados do presente estudo, Zhi-Gao et al. (2012), em um modelo de
endotoxemia induzida em 24 cées, conseguiram atenuar as injurias em érgdos distantes
causadas pela SIRS com a técnica de leucoaférese num circuito de fluxo continuo.
Entretanto, mesmo com resultados promissores, 0s mesmos autores relataram que é um
estudo preliminar e que outras pesquisas devem ser realizadas.

5. CONCLUSAO

O protocolo de leucoaférese reduziu o infiltrado leucocitario e retardou o
desenvolvimento de lesGes lamelares em equinos com laminite induzida por
oligofrutose. A infiltracdo leucocitaria precedeu as lesbes de descolamento dos
ceratinocitos da membrana basal. Esses achados confirmam a importancia da infiltragéo
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leucocitaria para o desenvolvimento das lesdes estruturais no casco com laminite e
revelam potencial terapéutico para uso da leucoaférese em sua prevencao.
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