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Lipocalina associada a gelatinase de neutrofilos (NGAL) e
calprotectina no tecido laminar de equinos apds obstrucao
jejunal, tratados ou nio com hidrocortisona?
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ABSTRACT.- Laskoski L.M. Valadido C.A.A., Vasconcelos R.O., Faleiros R.R,, Mendes H.M.E, Fer-
rucci D,, Silva J.A.F. & Machado D.D.RS. 2012. [Neutrophil gelatinase associated lipocalin
(NGAL) and calprotectin in equine laminar tissue after jejunal obstruction, treated or
not with hidrocortisone.] Lipocalina associada a gelatinase de neutréfilos (NGAL) e calprotec-
tina no tecido laminar de equinos apés obstrucio jejunal, tratados ou ndo com hidrocortisona.
Pesquisa Veterindria Brasileira 32(9):817-823. Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinaria,
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Universidade Estadual Paulista, Prof. Paulo Do-
nato Castellane s/n, Jaboticabal, SP 14884-900, Brazil. E-mail: luciane-laskoski@hotmail.com
Laminitis is a severe hoof condition in horses that may cause intense suffering. In this stu-
dy, leukocyte infiltration in hoof laminar tissue was investigated in horses subject to intestinal
obstruction using immunohistochemistry to detect calprotectin, and zymography to detect neu-
trophil gelatinase associated lipocalin (NGAL). There were four groups: the Control Group (Gc),
with seven horses, without surgical procedures; the Sham-operated Group (Gi), with five horses
that were subjected to surgical procedure without intestinal obstruction; the No Treat group
(Gnt), with four horses subjected to intestinal obstruction (jejunal distention using an intralumi-
nal balloon) without treatment; and Treated group (Gt), with four horses subjected to intestinal
obstruction and treated with hydrocortisone. Positive calprotectin imunostaining was detected
in all experimental groups, with increase cell counts in horses of the distended group compared
with the control group. NGAL expression was increased in Gd compared with Gc e Gi. The Gt did
not differ from the others. In conclusion, small intestine distension can promote leukocyte infil-
tration in equine hoof laminar tissue, and NGAL zymography was considered a useful method for
leukocyte tissue detection in horses. New studies will be conducted to verify the possible bene-
ficial anti-inflammatory effects of hydrocortisone in hoof of horses with intestinal obstruction.

INDEX-TERMS: Horse, laminitis, calprotectin, NGAL, jejunal obstruction.

RESUMO.- A laminite é uma doenca podal grave que aco-
mete os equideos, sendo responsavel por intenso sofri-
mento. Neste estudo foram pesquisadas a presenca de cal-
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protectina por meio da imunoistoquimica, e de lipocalina
associada a gelatinase de neutroéfilos (NGAL), por zimogra-
fia, no tecido laminar do casco de equinos apds obstrucdo
intestinal. Os animais foram divididos em quatro grupos:
Grupo controle (Gc), contendo sete animais normais, sem
procedimento cirdrgico; Grupo Instrumentado (Gi), con-
tendo cinco animais, os quais passaram por todo o procedi-
mento cirurgico sem sofrerem obstrugdo intestinal; Grupo
Nao Tratado (Gnt), contendo quatro equinos submetidos
a obstrucdo intestinal do jejuno por distensdo de baldo
intraluminal, sem tratamento; e Grupo Tratado (Gt), con-
tendo quatro equinos submetidos a obstrugdo intestinal,
e tratados preventivamente com hidrocortisona. Houve
imunomarcagao de calprotectina em todos os grupos expe-
rimentais, com aumento nos equinos do grupo distendido
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em relacdo ao Gc. Com relagdo ao NGAL, houve aumento
também do Gnt e do Gi em relagdo ao Gc. O Gt ndo diferiu
dos demais. Conclui-se que a distensao do intestino delga-
do pode promover acimulos de leucécitos nos cascos de
equinos e que o NGAL é um método vidvel para se detectar
infiltracdo neutrofilica em equinos. Novos estudos deve-
rao ser realizados para se verificar possivel beneficio anti-
-inflamatorio da hidrocortisona no casco de equinos com
obstrucao intestinal.

TERMOS DE INDEXA(;AO: Equinos, laminite, calprotectina, NGAL,
obstrucdo jejunal.

INTRODUCAO

A laminite é uma das principais doengas podais em equi-
nos, que comumente leva a morte ou inabilidade esportiva,
causando assim, importante perda econdmica. Geralmente
é observada como sequela de distirbios gastrintestinais,
respiratorios e reprodutivos que deflagram quadro infla-
matorio sistémico (Eades et al. 2002, Parsons et al. 2007),
afetando também animais com altera¢des enddcrinas (Ea-
des et al. 2002, Johnson et al. 2002), como portadores da
sindrome de cushing, animais obesos ou que recebam altas
dosagens de corticoides.

A fisiopatogenia da laminite parece estar relacionada
a degradacdo da membrana basal (MB) por substancias
proteoliticas, e/ou perda dos hemidesmossomos, os quais
fazem a unido entre a lamina densa da membrana basal e
as células epidérmicas do tecido laminar (Pollitt & Daradka
1998, French & Pollitt 2004). A membrana basal se loca-
liza entre as laminas dérmicas e epidérmicas, sendo que
estas estruturas formam interdigitagcdes responsaveis pela
fixacdo da falange distal a parede do casco. A faléncia desta
estrutura pode resultar em rota¢do e/ou afundamento da
falange distal (Pollitt 1996), por causar ruptura da unido
tecidual. A MB é composta por laminina (glicoproteina) e
colageno tipos IV e VII (Pollitt 1994), sendo que estas subs-
tancias sofrem degradagdo enzimatica fisioldgica, realiza-
da na maioria das vezes por metaloproteinases, produzidas
pelas células basais para o controle do crescimento normal
do casco (Pollitt 1996, Pollitt 2003).

Ha alguns anos, a patogenia da laminite esteve associa-
da a degradagdo do coldgeno pela superativacdo das me-
taloproteinases presentes no tecido laminar (Pollitt 1994),
constituindo a base da teoria enzimatica. A ativacdo destas
enzimas ainda é pouco conhecida, sugerindo-se o envol-
vimento de toxinas bacterianas, absorvidas do trato gas-
trintestinal, e de citocinas inflamatérias deflagradas nos
quadros de ativacao inflamatoria sistémica, como o fator
de necrose tumoral alfa (TNF-a) (Pollitt 1999, Han et al.
2001), e interleucinas (IL), como a IL-6 (Visser & Pollitt
2011a). No entanto, alguns estudos tém demonstrado que
a participagio efetiva destas proteases no desenvolvimen-
to da laminite pode ser questionavel, principalmente da
MMP-2, uma vez que nem sempre o aumento esta associa-
do com as alteracdes morfoldgicas observaveis (Visser &
Pollitt 2011b).

Os achados de varios estudos realizados no periodo de
desenvolvimento da laminite induzida fornecem funda-
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mentos sobre o envolvimento da ativagio inflamatoéria sis-
témica, e ndo apenas local, na patogenia da laminite, como
a presenga de citocinas inflamatdrias circulantes (Loftus et
al. 2007, Noschka et al. 2009) e espécies reativas de oxi-
génio (Hurley et al. 2006) além de infiltracao leucocitaria
tecidual, a qual pdde ser observada gracas a implementa-
¢do de técnicas laboratoriais especificas, principalmente
a imunoistoquimica (Black et al. 2006, Hurley et al. 2006,
Loftus 2006, Faleiros 2009). A explicacdo para a ativacdo
inflamatoria sistémica pode ser de origem infecciosa, como
por endotoxinas, as quais foram detectadas no inicio da
doenca por Bailey et al. (2007) dentre outros, ou injdria
tecidual, observada no quadro de abdémen agudo (Eades
2002, Rio Tinto et al. 2004), ambas promovendo o quadro
inflamatorio.

As evidéncias de envolvimento inflamatério na fase de
desenvolvimento da laminite permitem associar a doenga
com a faléncia de multiplos 6rgaos no homem, onde a res-
posta inflamatdria sistémica leva a injuria de locais distan-
tes ao sitio da afeccdo (Belknap, Moore % Crouser 2009).
Neste contexto, a infiltracdo leucocitaria, observada nos
periodos iniciais de desenvolvimento da laminite (Black et
al. 2006, Hurley et al. 2006, Faleiros et al 2011a, Visser &
Pollitt 2011c) pode contribuir para a patogenia da lamini-
te pela liberacao de substancias lesivas dos leucécitos aos
tecidos, como as MMPs (Stetler-Stevenson 1990), mielope-
roxidase e espécies reativas de oxigénio (Belknap & Black
2005, Hurley et al. 2006, Riggs et al. 2007). Nesta linha de
pensamento € de se esperar que nas obstrugdes intestinais,
observadas em casos de cdlica e nas quais a laminite é uma
das principais complica¢bes, haja ativacdo sistémica de
neutroéfilos com subsequente migragdo para o tecido lami-
nar.

Apesar de evidéncias de que animais acometidos com
colicas fatais desenvolvem lesdes laminares mesmo sem
sinais clinicos de laminite (Laskoski et al 2009) e de que
a distensdo intestinal resulta em acimulo de neutroéfilos
nos pulmdes (Faleiros et al. 2008), até o presente momen-
to ndo foram encontrados, na literatura disponivel, estu-
dos demonstrando acimulo de neutréfilos nos cascos de-
corrente de obstrugdo intestinal. A lipocalina associada a
gelatinase de neutrofilos (NGAL), é uma proteina liberada
pelos neutrofilos (Borregaard & Cowland 1997), produzida
nos precursores de polimorfonucleares na medula dssea e
estocada até que a célula seja ativada (Flower 1996). Esta
proteina tem sido encontrada em tecidos sob estresse em
associacdo com a MMP-9 (Gupta et al. 2007, Lorencini et
al. 2009) provavelmente com a func¢ao de proteger a MMP-
9 contra sua autodegradacdo, contribuindo para um peri-
odo enzimatico proteolitico ativo mais longo (Gupta et al.
2007). Muitos estudos sugerem que o NGAL possa ser mar-
cador de lesoes e da infiltracdo neutrofilica em diversos 6r-
gdos, (Buetal. 2006, Hemdahl et al. 2006, Gupta et al. 2007,
Smith et al. 2008), predizendo, inclusive, o agravamento do
quadro clinico (Bolignano et al. 2009).

Pelo mesmo raciocinio, a administracdo de anti-infla-
matorios poderia impedir o desenvolvimento da laminite,
face a presenca significativa de mediadores inflamatérios
na fase prodrémica da doenca, atenuando assim seus efei-
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tos adversos (Campebell et al. 2007). A utilizagio de cor-
ticéides tem sido inicialmente desestimulada, pois muitas
vezes o desenvolvimento de laminite é observado em ani-
mais que necessitam de doses altas e/ou repetidas des-
ses medicamentos (Pollitt 1999, Johnson 2003, Ryu et al.
2004). A administragdo diaria de corticoéides causa resis-
téncia a insulina, a qual também apresenta relagdo com o
desenvolvimento de laminite (Bailey et al. 2007, Tiley et
al. 2007). No entanto, diversos estudos tem demonstrado
reducio significativa de mediadores inflamatérios em pa-
cientes sépticos (Brasil et al. 1999, Annane & Cavaillo 2003,
Kumar et al. 2009, Yazar et al. 2010), o que pode sugerir
efeito benéfico também para a laminite, uma vez que ela
ocorra secundaria a doengas com envolvimento inflamat6-
rio sistémico.

O objetivo deste trabalho foi verificar indicadores do
aciumulo de neutréfilos no tecido laminar de equinos sub-
metidos a distensdo do intestino delgado, tratados ou ndo
com hidrocortisona.

MATERIAL E METODOS

Animais

Neste trabalho foram utilizados fragmentos de tecido laminar
de vinte equinos higidos, adultos, sem raca definida, machos ou
fémeas e sem altera¢es locomotoras. O grupo controle (Gc) foi
constituido de sete animais oriundos de abatedouro comercial®
e os demais grupos constituidos de tecido laminar de animais
utilizados por outro estudo’; estes grupos experimentais foram
distribuidos ao acaso, sendo: grupo instrumentado (Gi), conten-
do cinco animais, cujo procedimento cirtrgico envolveu manipu-
lagdo das algas para localizar o segmento onde foi feita a incisdo
do jejuno para colocagdo do baldo de 1atex, sem distendé-lo; grupo
tratado (Gt), constituido por quatro animais que foram submeti-
dos a enterotomia para colocagdo e insuflagdo do baldo de latex,
produzindo obstruc¢do jejunal, e administragdo tnica de hidrocor-
tisona (Solu-Cortef, Rhodia Farma) na dose de 4mg/kg pela via
intravenosa; e por fim, o grupo nio tratado (Gnt), constituido por
quatro animais, submetidos a distensdo jejunal pelo baldo, sem
receber nenhum tratamento.

Delineamento experimental

Antes do procedimento cirdrgico, os animais foram submeti-
dos a jejum alimentar e hidrico. A sedagio foi feita com cloridrato
de xilazina a 10% (Sedazine, Fort Dodge) e butorfanol (Torbugesic,
Fort Dodge), administrados por via intravenosa. A anestesia local
foi realizada pela técnica de “L” invertido, com cloridrato de lidoca-
ina 2% (Xilestesin, Cristalia), sendo o ter¢co médio do jejuno expos-
to por meio da fossa paracostal esquerda, em posi¢cdo quadrupe-
dal, e submetido a enterotomia seguida da compressio da parede
intestinal, mediante a implantacdo de um baldo de latex vazio no
limen (Faleiros et al. 2002). O baldo foi inflado com ar, até atingir
a pressdo de 12 mmHg, e retirado apds quatro horas de obstrucdo
intestinal, por laparotomia exploratéria pelo flanco. Apés 18 horas
de reperfusdo circulatéria os animais foram submetidos a eutana-
sia por superdosagem anestésica (Thiopentax, Cristalia).

6 Abatedouro e Frigorifico Pomar, Araguari, Minas Gerais, Brasil.

7 Material obtido de outro estudo, denominado “Obstrugio experimen-
tal de jejuno de equinos tratados ou ndo com hidrocortisona: aspectos cli-
nicos, hematolégicos, bioquimicos e anatomopatolégicos”, aprovado pela
Comissdo de Etica e Bem Estar Animal, FCAV-Unesp, Jaboticabal, Sdo Paulo
(Protocolo no. 013598-06).

Obtencio dos fragmentos laminares do casco

Apés a desarticulagdo metacarpo-falangeana de ambos os
membros toracicos com um instrumento cortante, o casco foi
seccionado no plano medial (Pollitt 1996), retirando-se fragmen-
tos lamelares com o auxilio de uma ping¢a e lamina de bisturi. Os
fragmentos foram fixados em formol a 10% por um periodo de
24 horas, desidratadas em alcool e incluidos em parafina, para a
analise imunoistoquimica. Ainda, foi realizado o congelamento de
fragmentos do tecido laminar imediatamente apds a coleta, pela
imersdo em nitrogénio liquido e posterior acondicionamento em
freezer a menos 70°C, para realizagdo da zimografia.

Imunoistoquimica para pesquisa de calprotectina

Foram feitos cortes teciduais a 5um de espessura, despara-
finados em estufa a 60°C (1 hora) e hidratados com banhos em
xilol e alcool, em concentragdes decrescentes. Para recuperacgio
antigénica utilizou-se Proteinase K (20p/mL) e o bloqueio da
peroxidase enddgena foi realizado com peroxido de hidrogénio
a 3%, diluido em metanol. Os cortes foram incubados em estu-
fa a 372C com anticorpo primario anti-calprotectina®, produzido
em camundongo por 1 hora e 30 minutos, na dilui¢do 1:250. Foi
utilizado controle secundario biotinilado na dilui¢do 1:100, com
incubagdo em temperatura ambiente por 30 minutos. O método
utilizado foi o complexo ABC (Vectastain® Elite ABC Kit, Vector,
USA), sendo os cortes incubados em temperatura ambiente por
mais 30 minutos. O cromégeno utilizado foi substrato de peroxi-
dase’ por quatro minutos. Na contra-coloracgio utilizou-se a He-
matoxilina de Harris.

A pesquisa de leucdcitos mieldides foi realizada pela conta-
gem de células positivas para o anticorpo, em microscépio éptico
com aumento de 10%, contando 20 campos por lamina. Nas lami-
nas cuja area de corte era pequena, foram contados todos os cam-
pos. Foi utilizado o microscéopio CH30 RF100-Japan, e a objetiva
foi NCWHK 10x (FN 18), cujo campo de visdo no aumento de 10x
possui 1,8mm de didmetro, ou seja, uma area de 2,54mm?.

Zimografia

Os fragmentos do tecido laminar congelados foram triturados
para a extracdo das proteinas em tampado contendo 50mM Tris-
-HCl pH 7,4; 0,2M NaCl; 0,1% Triton; 10mM CaCl2 e 1% protease
inhibitor cocktail'®. A quantificagdo protéica foi realizada de acor-
do com Bradford (1976), utilizando uma curva padrao de soro al-
bumina bovino (BSA).

A zimografia para pesquisa do NGAL foi realizada em gel de
poliacrilamida 10% contendo gelatina 0,1%. Aproximadamente
20pg de proteina por amostra foram aplicadas no gel. Apos ele-
troforese, o gel foi lavado a temperatura ambiente com 2,5% Tri-
ton X-100, incubado overnight (15 horas aproximadamente) em
tampado 50mM Tris-HCI, pH 7.4 contendo 0,1 M NaCl e 0,03% azi-
da s6dica, a 37°C. O gel foi corado com o corante Coomassie bril-
liant blue. A banda correspondente a atividade gelatinolitica do
NGAL pode ser observada apds lavagem com solugdo contendo
metanol (30%) e 4cido acético (10%). Os géis foram avaliados
pela densitometria das bandas por meio do programa Scion Im-
age.

Estatistica

Para cada individuo, considerou-se a média dos resultados
obtidos nos membros toracicos direito e esquerdo. A comparagdo
entre grupos foi realizada por andlise de varidncia em delinea-

8 MAC387, Abcam, Cambridge, MA.

9 Vector ® NovaRed™, SK-4800, red, Vector, EUA.
10 Sigma Chemical Company, Saint Louis, MO, EUA.
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mento inteiramente casualizado, sendo as médias comparadas
pelo teste de Duncan (imunoistoquimica) ou de Tukey (zimogra-
fia), considerando-se P<0,05.

RESULTADOS

A imunomarcagdo para calprotectina detectou células po-
sitivas na derme em animais de todos os grupos experi-
mentais. Esta marcagao foi dada como positiva ao visuali-
zar células com coloracdo marrom. Nao foi verificado em
nenhum dos animais imunomarcag¢ao difusa em células
epidermais, como demonstrado na Figura 1. As médias (*
EPM) foram 0,29+0,06 em Gc, 0,33+0,08 em Gi, 0,60+0,12

10 * : . 5 W
Fig.1. Tecido laminar do casco de um equino do grupo nio tratado,
mostrando leucécitos positivos para calprotectina (detalhe)
na lamina dérmica primaria. Imunoistoquimica, método ABC,
cromogeno substrato de peroxidase, obj.20x.

em Gnt e 0,70+0,19 em Gt. As contagens de células posi-
tivas foram maiores nos dois grupos distendidos, tratado
e ndo tratado, em relacdo ao Gc, contudo sem diferenga
entre eles (Fig.2). A lipocalina associada a gelatinase de
neutrofilos (NGAL), demonstrada pela conjugacdo desta
substancia a MMP-9 (metaloproteinase-9) foi observada
nos géis de poliacrilamida com densitometria de 135 kDa
(Fig.3). A presenca da substancia foi vista em todos os gru-
pos submetidos ao procedimento cirdrgico apenas, ndo se
observando a presenca da mesma no grupo controle. Na
avaliacdo estatistica, ndo houve diferencas entre os grupos
submetidos ao procedimento cirtrgico, grupo instrumen-
tado (Gi), grupo nao tratado (Gnt) e grupo tratado (Gt). Os
grupo Gi e Gnt apresentaram aumento do NGAL em rela-
¢do ao grupo controle (Gc); O grupo tratado (Gt) ndo apre-
sentou diferencas com os demais, tampouco com o grupo
controle (Gc) (Fig.4).
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Fig.2. Médias (*EPM) das contagens de leucdcitos positivos para
calprotectina em equinos submetidos a distensdo do jejuno,
tratados ou ndo com hidrocortisona.

= C_MMP9/NGAL

@ 60

[]

£ b

o b

S 45

x

g

&30

()

o ab
215

5 a

§

s 0

= Ge Gi Gnt Gt

Fig.4. Médias e desvios-padrio da densitometria de bandas para
o complexo MMP-9/NGAL (C_.MMP-9/NGAL) entre os grupos
controle e experimentais, e respectivo desvio padrdo. Colunas
marcadas pela mesma letra ndo diferem entre si.

DISCUSSAO

0 modelo de injuria intestinal vem sendo utilizado, em
outras espécies, como indutor de sepse, a qual esta intrin-
secamente relacionada a inflamagio sistémica (Benjamin
2001), e pode, ainda, ocorrer pelas lesdes de isquemia-
-reperfusdo intestinal (Bianco-Blatlles et al. 2008), as quais
provavelmente ocorreram durante a obstru¢do luminal dos
animais deste estudo. Semelhante a diversos trabalhos re-
alizados com indugdo experimental de laminite, neste tra-
balho também houve aumento da quantidade de leucécitos
no tecido laminar do casco, tanto por meio da zimografia
como de imunoistoquimica. Faleiros et al. (2008) relata-
ram, em quadro semelhante, que a distensido do c6lon me-
nor induziu acdmulo pulmonar de neutroéfilos, suportando
a hipétese de indugdo de lesdo remota em seguida a res-
posta inflamatdria sistémica, com ou sem sepse. Apesar de

Gc Gi

Gnt

Gnt

Fig.3. Atividade enzimatica das MMPs, registrada em gel de poliacrilamida. Nota-se que somente as amostras dos grupos Gi, Gnt e Gt
possuem a banda formada pela substancia MMP-9 conjugada a NGAL (C_MM)-9/NAGL).
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ndo ser um modelo classico de indugdo da afecc¢do podal, é
interessante por tratar-se de lesdes causadas no aparelho
gastrintestinal que repercutem a distancia nas laminas do
casco, semelhante ao observado por Rio Tinto et al. (2004).

A MMP-9 tem sido associada ao desenvolvimento da inju-
ria tecidual em varios 6rgdos, principalmente pela sua forte
associacdo com a infiltracdo neutrofilica (Loftus et al. 2006,
Chakrabarti, Zee & Patel 2006, Mikami et al. 2009). Neste es-
tudo, houve aumento da forma de MMP-9 conjugada ao NGAL
(C_.MMP-9/NGAL), um composto associado a neutrdfilos, o
que suporta a participacdo da MMP-9 na resposta inflamato-
ria. De Laat et al. (2011) demonstraram por PCR e zimografia
que dentre varias metaloproteinases e seus inibidores, a inica
substancia que apresentou aumento significativo em cavalos
apos 48 horas de inducio de laminite foi a MMP-9.

A técnica de imunoistoquimica empregada confirmou
a presencga de células inflamatdrias no tecido laminar do
casco (Black et al. 2006, Faleiros et al. 2009), sendo que a
MMP-9 conjugada ao NGAL, observada na zimografia, foi
relacionada, por outros estudos, a infiltracdo neutrofili-
ca tecidual, utilizada como biomarcador de lesdo tecidual
em varios 6rgaos, e de neutroéfilos (Nielsen et al. 1996, He-
mdahl et al. 2006, Gupta et al. 2007, Bu et al. 2008, Smith et
al. 2008, Zabron et al. 2011). Shapiro et al. (2009) observa-
ram que sua apresentacdo como biomarcador mostrou-se
confiavel para sepse, choque séptico e morte nos pacientes
com comprometimento sistémico. A auséncia desta subs-
tancia no grupo controle também pode estar associada a
baixa marcagdo imunoistoquimica do mesmo, o qual su-
postamente ndo possui leucécitos ativados no tecido lami-
nar (Loftus et al. 2006). E importante salientar que o NGAL
apresenta marcagio para neutrdfilos, e talvez por isso nio
tenha sido observado no grupo controle, uma vez que a
calprotectina marca ndo apenas neutrofilos, mas também
mondcitos, os quais ja foram demonstrados por Faleiros et
al. (2011b) como presentes em cavalos normais.

As contagens de leucdcitos positivos para calprotectina
no grupo controle (0,29+0,11 células/mm?) neste traba-
lho foram muito préximas das descritas por Faleiros et al.
(2011a) em animais normais (0,4+0,3 células/mm?). Tais
autores demonstraram aumento nas contagens destas célu-
las no tecido laminar, chegando em média a 3,1 células/mm?
na fase de desenvolvimento e a 43,4 células/mm? no inicio
dos sinais clinicos , indicando seu possivel papel no desen-
volvimento da doenga. No presente estudo houve aumento
nas contagens de leucécitos nos animais dos grupos disten-
didos, contudo as médias (0,6-0,7 células/mm?) estiveram
abaixo dos valores relatados em animais com laminite indu-
zida por excesso de carboidrato (Faleiros et al. 2011a).

Estes achados, associados a auséncia de imunomarca-
¢do positiva para calprotectina na epiderme e de lesdes
histoldgicas evidentes, sugerem que a resposta inflamato-
ria promovida pela distensdo do jejuno foi suficiente para
promover acumulo leucocitdrio remoto nos cascos, mas
que as 18 horas de reperfusido, quando as amostras foram
colhidas, o insulto ainda era insuficiente para induzir sinais
evidentes do processo de desenvolvimento de laminite.

Black et al. (2006), analisando a microvasculatura dér-
mica do tecido laminar do casco de animais com laminite

induzida por extrato de nogueira preta, observaram au-
mento no numero de leucécitos, indicando similaridade
com a faléncia organica que ocorre na sepse humana, onde
a migracdo leucocitaria desempenha papel lesivo significa-
tivo. Porém existem evidéncias de que o processo inflama-
torio que precede a doenca € sistémico, e ndo apenas local,
com ativacdo de leucécitos sanguineos (Hurley et al. 2006).
Leise et al. (2011) observaram que ocorre aumento da ex-
pressao genética de diversos fatores inflamatérios, como as
interleucinas IL-1f3, IL-6 e a ciclooxigenase 2, em equinos
ap6s a indug¢do de laminite por administracdo de carboi-
drato. Contribuindo também para esta hipotese, o estudo
de Visser & Pollitt (2011c) demonstrou que a degradac¢do
do colageno tipo 1V, presente no tecido laminar do casco,
ocorre em outros locais do organismo de um cavalo com
laminite, como pele e estdmago, o que sugere fator desen-
cadeante sistémico para a doenca.

A administracio de glicocorticdides, em altas doses e
por periodos prolongados pode levar ao desenvolvimen-
to da laminite (Johnson et al. 2002) provavelmente devi-
do ao aumento da insulina (Tylei et al. 2007). Suagee et al.
(2011) observaram, ap6s a induc¢io da laminite em cavalos,
que houve aumento da insulina, e que este aumento esteve
associado com o desenvolvimento de resposta inflamatério
sistémica. Ainda, outros estudos relacionam a elevac¢io da
insulina com disfunc¢ao circulatdria (Venugopal et al. 2011),
o que pode causar reducdo da perfusido sanguinea do cas-
co (Cornelisse et al. 2006). Ryu et al (2004) relataram o
desenvolvimento de laminite aguda e hepatopatia em um
equino pela administragdo de triamcilonona durante dez
dias consecutivos. No entanto, os achados do estudo atual
tendem a mostrar efeito positivo do tratamento preventi-
vo com hidrocortisona em equinos com obstrugdo intesti-
nal, em dose Unica de 4mg/kg, pois ndo houve aumento no
NGAL em relacdo ao controle no grupo tratado.

Aljada et al. (2001) observaram que a administracdo de
hidrocortisona inibe a atividade das MMPs 2 e 9, ambas enzi-
mas proteoliticas. Achados de Brasil et al. (1999) e Annane &
Cavaillo (2003) demonstraram que a utilizagdo de corticos-
teréides inibe a liberagdo de citocinas inflamatérias como o
TNF-q, reduzindo a proliferacio e infiltracdo leucocitaria, o
que tornaria seu uso benéfico em modelos de sepse. Sabe-
-se que a infiltragio leucocitaria esta associada a lesGes em
diversos tecidos, mas especialmente o renal e pulmonar (Bai
et al. 2009, Kumar et al. 2009, Maisel et al. 2011). Existem
diversos trabalhos que obtiveram reducdo de mediadores
inflamatérios com a utilizacdo de corticdides. Kumar et al.
(2009) observaram que a dexametasona administrada em
ratos antes e apés isquemia e reperfusio renal foi capaz de
proteger o 6rgdo contra a injuria, reduzindo inclusive a cre-
atinina sérica, quando comparado ao grupo controle, bem
como reducdo marcante na infiltracdo leucocitaria renal.
Green et al. (2009), trabalhando com pessoas portadoras
de meningite tuberculosa, constataram que o efeito bené-
fico que a dexametasona exerce sobre a evolucdo da doen-
¢a podem ser devidos a reducdo da MMP-9 e da contagem
de neutrofilos no fluido cérebro-espinhal dos pacientes, os
quais encontravam-se fortemente correlacionados. Sun et al.
(2007), trabalhando com indugdo de pancreatite em ratos e
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administracdo de hidrocortisona, obtiveram injtria pulmo-
nar superior no grupo controle, que ndo recebeu a droga,
antes da indugdo da lesdo, o que sugere efeito protetor pre-
ventivo. Estudos realizados por Yazar et al.(2010) demons-
traram que a administracdo de dexametasona em alta dose,
associada ao flunixim meglumine, em ratos com endotoxe-
mia induzida, apresentam maior efetividade em reduzir ci-
tocinas inflamatoérias do que baixa dose de dexametasona ou
os tratamentos individualizados.

Estes resultados fornecem apenas indicios de que a hi-
drocortisona possa trazer beneficio para a prevencio da
laminite. Embora os glicocorticéides sejam vistos com res-
salvas no tratamento de pacientes criticos, tanto na medici-
na humana quanto na medicina veterinaria, deve-se desta-
car que a administragdo deste medicamento em uma tnica
aplicacdo e baixa dosagem parece ter reduzido o aumento
de NGAL nos grupos submetidos a distensdo de jejuno. Isto
indica que este farmaco possa ser administrado em equinos
com afecg¢bes agravadas pela ativacdo sistémica, com o intui-
to de coibir seus efeitos deletérios como redug¢io de media-
dores inflamatdrios e do estresse oxidativo (Kaufmann et al.
2008). Uma vez comprovada a efetiva participacao dos leu-
cécitos na fisiopatogenia da laminite, este estudo pode indi-
car possivel papel protetor da integridade laminar do casco.
Para tanto, mais estudos devem ser realizados.

CONCLUSOES

A distensdo do jejuno promove acimulo de leucécitos
no tecido laminar do casco, indicando que estas células es-
tdo envolvidas no desenvolvimento da laminite como com-
plicacdo de disttirbios gastrintestinais.

O NGAL pode ser utilizado para identificar a presenca
de neutrofilos no tecido laminar do casco de equinos, auxi-
liando nos estudos sobre a enfermidade podal.

A hidrocortisona, na dose de 4mg/kg, e em dose Unica,
pode auxiliar na prevencio das lesdes responsaveis pela la-
minite durante a fase prodromica da doenca, reduzindo a
expressio de NGAL no tecido laminar do casco.
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