Pesq. Vet. Bras. 29(9):731-735, setembro 2009

Alteracoes morfoldgicas de tecido laminar do casco e
parametros clinicos e laboratoriais de equinos com
sindrome colica letal’

Luciane M. Laskoski?*, Carlos A. Araujo Valaddo®, Rosemeri O. Vasconcelos?,
Rodrigo N. Pereira®, Andrea D.P. Uribe Dias® e Anténio C. Alessi*

ABSTRACT.- Laskoski L.M., Valadao C.A.A., Vasconcelos R.O., Pereira R.N., Dias
A.D.P.U. & Alessi A.C. 2009. [Morphologic alterations of the hoof lamellar tissue,
and clinic and laboratorial analyses of horses with lethal colic syndrome.] Alteracbes
morfoldgicas de tecido laminar do casco e parametros clinicos e laboratoriais de equinos
com sindrome cdlica letal. Pesquisa Veterindria Brasileira 29(9):731-735. Departamento
de Clinica e Cirurgia Veterinaria, Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias,
Universidade Estadual Paulista, Via de Acesso Prof. Paulo Donato Castellane s/n,
Jaboticabal, SP 14884-900, Brazil. E-mail: lucianelaskoski@hotmail.com

The gastrointestinal diseases of horses are aggravated by complications such as
laminitis. The laminitis etiopathogeny are connected with lamellar basement membrane
degradation by matrix metalloproteinases (MMPs). Inflammatory cytokines and leukocytes
enzymes can active MMPs. The object of this study was to evaluate morphological
changes on lamellar tissue of horses with colic syndrome and its association with clinical
and laboratorial parameters. It was observed intensive destruction of lamellar architecture,
mainly on animals with severe physical and laboratorial alterations, such as delayed
capillary refill time, congested mucous membrane, tachycardia, hemoconcentration and
low count of platelet and leukocytes. The results sign to the most likely moment of
development of lamellar tissue injuries in horses with colic syndrome, which can be

adopted preventive measures against laminitis.

INDEX TERMS: Colic syndrome, endotoxemia, horse, laminitis, laminar histopathology.

RESUMO.- As afeccdes gastrintestinais dos cavalos sao
agravadas por complicacbes como a laminite, cuja
etiopatogenia estd relacionada a degradagéo da membra-
na basal do tecido laminar por metaloproteinases (MMPs).
A ativacdo das MMPs pode ocorrer devido a liberagéo
local de citocinas inflamatdrias ou enzimas provenientes
de leucdcitos infiltrados no tecido laminar. O objetivo des-
te trabalho foi avaliar as alteragdes morfoldgicas do teci-
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do laminar de equinos com sindrome cdlica letal e sua
provavel associacao com parametros clinicos e laborato-
riais. Observou-se intensa destruicdo da arquitetura
laminar, principalmente nos animais com alteracdes fisi-
cas e laboratoriais mais acentuadas, como tempo de pre-
enchimento capilar prolongado (TPC), membranas mu-
cosas congestas, taquicardia, hemoconcentracéo e redu-
¢ao nas contagens de plaquetas e leucdcitos. Os resulta-
dos sinalizam o provavel momento do desenvolvimento
de lesbes do tecido laminar em equinos com sindrome
cdlica, no qual é possivel adotar medidas preventivas
contra a laminite.

TERMOS DE INDEXA(;AO: Sindrome cdlica, endotoxemia,
equinos, laminite, histopatologia laminar.

INTRODUCAO

Cerca de 25% dos animais acometidos por enfermidades
gastrintestinais desenvolvem laminite, com variacdo des-
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ta porcentagem de acordo com a causa da afec¢ao gas-
trintestinal. Na duodenojejunite, 30% dos animais sao afe-
tados (Fernandes et al. 2003); e na compactagéo do co-
lon maior 5% (Rhoads et al. 1997). No entanto, sao es-
cassas as citagdes sobre as alteragcdes histolégicas do
tecido laminar associadas a afec¢des de ocorréncia natu-
ral, apenas em indugé@o experimental de leséo intestinal
(Rio Tinto et al. 2004).

A etiologia da laminite é desconhecida, todavia, exis-
tem diversas teorias a seu respeito. Uma dessas, a teoria
enzimatica, sugere a ativacdo de MMPs por leucdcitos,
citocinas inflamatdrias ou toxinas bacterianas, causando
degradacgéo do colageno presente na membrana basal e
perda das interdigitacbes entre as lAminas dérmicas e
epidérmicas (Pollitt 1999), e sugere-se que estes fatores
ativadores das MMPs possam estar no tecido laminar em
menos de 24 horas apos o inicio do processo primario
(Loftus et al. 2007a, Nourian et al. 2007).

A endotoxemia parece estar associada ao desenvolvi-
mento da laminite aguda, cujo aparecimento ocorre em
algumas doencas tais como pneumonias e afecc¢des in-
testinais (Parsons et al. 2007). As alteracdes de parame-
tros laboratoriais séo descritas na ativacdo inflamatoria
sistémica presente na endotoxemia e estao relacionadas
ao agravamento do quadro clinico, como trombocitopenia
e leucocitose ou leucopenia. A trombocitopenia relacio-
na-se com o aparecimento de tromboembolia e com a
diatese hemorragica presente na sepse (Dong et al. 2005,
Koury et al. 2006, Campebell et al. 2007), sendo identifi-
cada também em animais durante a inducéo de laminite
(Moore et al. 1981). A leucopenia, causada pela migra-
cao e ativacao de leucécitos nos tecidos, pode levar a
liberac@o de metaloproteinases que causam leséo tecidual
(Zerpa et al. 2005).

Este trabalho tem por objetivo identificar possiveis al-
teracdes morfoldgicas do tecido laminar de equinos com
sindrome cdlica letal, avaliando a intensidade das lesdes
e associando-as aos parametros de exames fisicos e la-
boratoriais de cada animal.

MATERIAL E METODOS

Para este estudo foram utilizados seis equinos atendidos no
Hospital Veterinario “Governador Laudo Natel”, da Faculdade
de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV/UNESP), Campus
de Jaboticabal, SP. Os equinos apresentavam idades de 1-13
anos, sendo dois da raga Mangalarga Paulista e quatro da raca
Quarto de Milha, e todos morreram por afec¢des gastrintesti-
nais.

Os valores dos exames fisicos e laboratoriais deste estudo
foram obtidos durante o periodo de atendimento dos equinos,
sendo avaliadas a frequéncia cardiaca, a frequéncia respiratdria,
a coloragdo de membranas mucosas, a motilidade intestinal, e
o tempo de preenchimento capilar (TPC); determinados o
hematdcrito, a proteina total; e realizada a contagem de
plaquetas e de leucdcitos. Os resultados hematoldgicos foram
comparados com aqueles descritos por Jain (1986).

A extragdo do tecido laminar para o estudo histolégico foi
realizada em todos os cascos dos membros toracicos e pélvicos
de cada equino. Os cascos foram seccionados no plano medial
a semelhanca da técnica de Pollitt (1996). Os fragmentos de
tecido laminar foram fixados em solu¢é@o de formol tamponado
a 10% por 24 horas e processados para inclusdo em parafina.
As amostras foram cortadas a 5mm de espessura e coradas
pela hematoxilina e eosina (HE), para visualizacdo das
alteragdes morfoldgicas do tecido laminar. A técnica de
coloragao por &cido periodico de Schiff (PAS) foi utilizada para
a anadlise da integridade da membrana basal. Os escores de
lesdo foram baseados na classificagéo de Pollitt (1996), com
modificacdes relativas a escores intermediarios, para classificar
as lesdes com maior acurécia (Quadro 1).

As alteracdes morfoldgicas, com respectiva intensidade,
foram associadas as alteracdes dos exames fisicos e
laboratoriais de cada animal.

RESULTADOS

Todos os parametros fisicos dos equinos apresentaram
alteragcbes, com excecado da frequéncia respiratdria do
Equino 1 que estava dentro dos valores normais (16mpm)
(Quadro 2). Na frequéncia cardiaca observaram-se varia-
coes entre 60 e 124 bpm. Quanto a avaliagdo de mem-
brana mucosa, a coloragédo observada com frequéncia foi

Quadro 1. Escores das lesoes histoldgicas observadas no tecido laminar de equinos com célica (adaptado
de Pollitt 1996)

Escore

Caracteristicas histologicas

0 LESP com extremidade arredondada, LEPC retilinia e com extremidade arredondada, nucleos das CBY ovalados

e apicais, MB® com contorno bem definido.

0,52 Presenga de nucleos de CB arredondados, mas com localizagdo ainda apical em alguns segmentos, e de algumas

LES com extremidade levemente afilada.

1,0  LES afiladas com redugao do espaco pertencente a LDS, niicleos de CB arredondados e préximos & MB, LEP com

extremidade levemente ondulada.
LES marcadamente afiladas e alongadas, com redugéo da LDS entre as LES, nucleos de CB arre-dondados e pro-
ximos a MB, LEP com extremidade afilada e ondulada, entretanto, a MB se encontra com distancia normal da LEP

Todas as alteragdes anteriores, com aumento significativo da distancia entre o eixo queratinizado das LEP e MB, e

1,52

(espago compreendido por 2 CB). MB contorno irregular e borrado.
2,0

esta se encontra serrilhada e ausente em varios segmentos na coloragdo de PASS.
3,0

Intensa destruicao da arquitetura laminar, auséncia marcante de MB, extremidade das LES sensivelmente afiladas
e alongadas, formando uma massa amorfa de tecido entre LEP e LDP, causado também pelo descolamento das
LES do eixo da LEP

aValores intermedidrios utilizados neste estudo para classificacao das lesdes, P lamina epidérmica secundaria, ©lamina epidérmica
primaria, 9 célula basal, © membrana basal, flamina dérmica secundaria, 9 coloracéo de &cido periddico de Schiff.
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Quadro 2. Idade, diagnoéstico e tempo de evolucao da afeccao gastrintestinal e resultados de
exames fisicos e laboratoriais dos equinos com sindrome cdlica

Equino/ldade 01 (5 anos) 02 (7 anos) 03 (13 anos) 04 (10 anos) 05 (8 anos) 06 (1 ano)
Diagnostico Torgao da Rompimento Torgéo da Duodenojejunite  Rompimento  Peritonite
raiz mesentérica  de ceco  raiz mesentérica de célon maior  difusa
Evolucéo (dias) 7 2 7 2 2 2
FC2 (30-40 bpm) 76 60 100 65 80 124
FRP (10-20 mpm) 16 28 70 30 60 36
Muc.© (résea) CongJ Cong. Cong. Cong. Cong. Cian.k
Mot. Int.d Aus.! Aus. Aus. Aus. Aus. Dim.m
TPC® (1-2s) 3 4 3 4 4 4
Ht (30 a 45%) 40,9 63,3 47,3 471 58,6 32,7
Pt9 (5,8-8,7 g/dL) 5,0 7,2 8,2 6,6 7,8 9,3
Plagh (100-350 x10%/iL) 129 233 183 86 226 304
Leuc' (5,4-14,3x103/ iL) 3,5 2,4 14,1 1,1 2,7 9,2

a Frequéncia cardiaca, em bpm (batimento por minuto); ° frequéncia respiratéria, em mpm (movimentos por minuto); ©
coloragdo de membrana mucosa; 9 motilidade intestinal; © tempo de preenchimento capilar, em segundos; f hematécri-
to; 9 proteina total; " contagem de plaquetas; | contagem de leucécitos; | congesta; X ciandticas; ' ausente; ™ diminuida.

Valores entre parénteses representam os parametros normais para equinos adultos.

vermelho-escura (congestao), e o TPC variou de 3 a 4
segundos. A motilidade intestinal estava ausente na mai-
oria dos animais. Apenas o Equino 4 mostrou sinais de
laminite, com troca de apoio dos cascos e aumento per-
ceptivel do pulso digital nos membros pélvicos. Nao hou-
ve variagao na temperatura corpérea destes equinos.
Todos os animais apresentaram refluxo, por meio de son-
dagem naso-gastrica, com odor alterado e coloragao es-
cura, acastanhada, com volume médio de 8 litros.

Nos exames laboratoriais verificou-se hemoconcentra-
¢ao ou tendéncia a essa alteracdo na maioria dos ani-
mais (aumento do Ht e Pt), bem como reducéo da conta-
gem de plaquetas, ou valores proximos do nivel inferior, e

Fig.1. Fotomicrografia do tecido laminar
de equinos com sindrome cdlica.
(A) Escore 0,5; nota-se a presen-
¢a de nucleos de células basais
(CB, setas) ovalados (setas conti-
nuas pretas/insert) e laminas
epidérmicas secundarias (LES) de
extremidade arredondada (seta
pontilhada preta), mas também a §
presenca de nucleos de CB esféri-
cos (setas continuas brancas/
insert) e afilamento de algumas
LES (seta pontilhada branca). HE,
0bj.40x. (B) Escore 0,5, apresen-
tando membranabasal (MB, setas) *
de contorno definido (insert). PAS, |
0bj.40x. (C) Escore 3; nota-se in- |
tensa destruicdo da arquitetura |4
laminar, com LES descoladas g~
(seta) da lamina epidérmica prima-
riaformando massa amorfa (insert),
com a presenca de congestao ve- &%
nosa (seta). HE, obj.40x. (D) Es- &
core 3, com auséncia de MB (seta)
em alguns segmentos e contorno
acentuadamente irregular (insert).
PAS, obj.40x.

Quadro 3. Escore histolégico de acordo com o membro
dos equinos com sindrome cdlica

Equino 01 02 03 04 05 06
TD? 1,5 3,0 1,5 1,5 1,5 0,5
TEP 1,0 3,0 1,5 1,5 3,0 0,5
PD° 0,5 3,0 0,5 3,0 0,5 0,5
PEd 1,0 3,0 1,0 3,0 0,5 0,5

aToréacico direito, P toracico esquerdo, © pélvico direito, 4 pélvico esquerdo.

de leucdcitos. A Unica alteragcdo laboratorial observada

no animal 6 foi 0 aumento da proteina total (Quadro 2).
As alteracdes do tecido laminar receberam escores

entre 0,5 e 3 (Quadro 3). Nas amostras de tecido laminar
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com escore 3 verificou-se intensa destruicao da arquite-
tura laminar e perda das interdigitagdes de laminas
epidérmicas secundarias (LES) e das laminas dérmicas
secundarias (LDS) (Fig.1C). A membrana basal (MB), res-
ponsavel pela conexao entre as LES e LDS estava au-
sente em muitos segmentos (Fig.1D). As lesdes de me-
nor intensidade caracterizaram-se pela presenca de nu-
cleos das células basais esféricos (CB) e ndao ovalados
(Fig.1A) como no tecido normal, LES afiladas, ondulacdo
da ldamina epidérmica primaria (LEP) e contorno irregular
e serrilhado da MB (Fig.1D). A congestao vascular foi
observada com intensidade acentuada no escore 3 e in-
tensidade moderada nos escores 1 e 1,5. Nao foram
registrados coagulos, necrose e edema em nenhuma das
camadas do tecido laminar.

As lesbes laminares classificadas com escores supe-
riores a 1, especialmente o escore 3, foram observadas
em animais que obtiveram altera¢des dos exames fisicos
e laboratoriais, como taquicardia, congestao de membra-
nas mucosas, TPC elevado, hemoconcentracéo e redu-
¢ao na contagem de plaquetas e de leucécitos.

DISCUSSAO

As alteracdes fisicas observadas nos equinos deste estu-
do tais como o0 aumento das frequéncias cardiaca e respi-
ratéria, TPC elevado, congestéao de mucosas, auséncia de
motilidade intestinal e presencga de refluxo naso-gastrico
permitem sugerir envolvimento de ativagéo inflamatéria
sistémica por provavel endotoxemia (Moore 2001), a qual
apresenta ocorréncia frequente em afec¢des gastrintesti-
nais de equinos e esta associada com o desenvolvimento
de laminite (Parsons et al. 2007). Bailey et al. (2009) em
estudo com laminite induzida pela administracdo de
oligofrutose, observaram tragos de endotoxina em torno
de oito horas ap6s a inducdo da doenga. O aumento do
TPC pode indicar deficiéncia na perfusdo periférica,
hipovolemia e deterioragcdo do sistema cardiovascular
(Moore et al. 1994).

A desidratacdo é comumente observada em cavalos
com abddmen agudo, sendo indicada pelo aumento do
hematdcrito e, ocasionalmente, da proteina total que nem
sempre estara elevada em decorréncia da perda protéica
encontrada em lesdes gastrintestinais (Alves et al. 2005).
A contagem de plaquetas foi inferior ao valor normal em
um animal e proxima ao valor inferior em outros dois
equinos, achado que se relaciona ao agravamento do qua-
dro clinico e morte (Koury et al. 2006, Silva et al. 2007). Por
esse fato sugere-se que os animais poderiam desenvolver
tromboembolia e didtese hemorragica, como nos quadros
terminais de endotoxemia (Dong et al. 2005). A tromboci-
topenia também foi observada em equinos com laminite
induzida por sobrecarga de carboidratos (Moore et al. 1981).

Leucopenia foi observada na maioria dos animais, sen-
do comum a todos com escore 3, e também em um equino
com escore 1,5 (Equino 1). Esta alteragcao pode estar as-
sociada a ativagéo inflamatdria sistémica causada pela
endotoxemia, com sequestro tecidual de leucécitos (Zerpa
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et al. 2005, Campebell et al. 2007). Fernandes et al. (2003)
associaram a leucopenia com a severidade do quadro
endotoxémico em cavalos com duodenojejunite.

O Equino 6 apresentou alteragcdes laboratoriais mini-
mas, com aumento de proteina total. Igualmente nao se
observou alteragao consideravel do tecido laminar (esco-
re 0,5). O diagndstico foi peritonite, cuja causa primaria
nao foi determinada. Desta forma, provavelmente, a re-
duzida ativacao inflamatdria neste animal, sugerida ape-
nas pela hiperproteinemia, possa ter sido responsavel
pelas infimas altera¢des do tecido laminar.

Com excecao de um equino, os outros apresentaram
alteragdes microscopicas no tecido laminar de escore igual
ou superior a 1, o que, segundo Pollitt (1996) caracteriza
a condigcao clinica de laminite. Os animais com rompi-
mento intestinal e duodenojejunite apresentaram escore
3 em um ou mais cascos, provavelmente em razao do
maior dano intestinal gerado por estas enfermidades.

A auséncia de edema no tecido laminar corrobora com
0s achados de Pollitt (1996), em que os espacos aumen-
tados observados entre as Iaminas nao estéo associados
ao conteudo liquido. A congestao venosa, acentuada no
escore 3, pode estar associada a vasodilatacao, que faci-
lita o transporte de substéncias, como toxinas, citocinas e
leucdcitos ao tecido laminar, ativando as metaloproteina-
ses que degradam o colageno presente na MB (Pollitt
1996). Hipotensao arterial foi observada em animais com
laminite induzida por sobrecarga de carboidratos, ante-
cedendo os sinais clinicos, com aumento da temperatura
da borda coronaria dos cascos (Garner et al. 1975). Nos
quadros endotoxémicos graves ocorre incapacidade de
manutencao do tdnus simpatico, levando a vasodilatacao
periférica (Maitra et al. 2000). Assim, sugere-se que a
congestéo venosa observada seja oriunda do colapso cir-
culatério devido ao quadro endotoxémico.

Nao foi possivel identificar, pela coloragcao de hemato-
xilina e eosina, a presenca significativa de leucdcitos no
tecido laminar. Alguns trabalhos demonstram que exis-
tem técnicas mais precisas para demonstrar a presenca
do infiltrado inflamatdrio no tecido laminar (Black et al.
2006, Loftus et al. 2006), as quais nao foram realizadas
neste estudo. No entanto, a presencga da leucopenia aqui
observada sugere infiltracdo tecidual leucocitaria (Zerpa
et al. 2005). Segundo Hurley et al (2006), a presenca de
leucdceitos no intersticio laminar é coincidente com a
leucopenia na laminite induzida por extrato de nogueira
preta. Com o mesmo modelo, Galey et al. (1991), consta-
taram reducao de leucécitos duas horas antes do apare-
cimento dos sinais clinicos da enfermidade podal. Desta
forma, semelhante a faléncia organica observada na sepse
humana, a injdria laminar pode ser causada pela libera-
¢ao de numerosos mediadores inflamatorios pelos leuco-
citos, como espécies reativas de oxigénio e metaloprotei-
nases (Belknap & Black 2005, Zerpa et al. 2005, Loftus et
al. 2006). Um achado importante que contribui para a ocor-
réncia de lesdes graves no tecido laminar de equinos é a
auséncia da enzima superéxido dismutase (SOD) nesse
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tecido, a qual promove protecao contra os efeitos deleté-
rios das espécies reativas de oxigénio, agindo como anti-
oxidante (Loftus et al. 2007b). Desse modo, pode-se ex-
plicar a possivel razao pela qual a sequela mais frequen-
te das afecgdes com envolvimento sistémico no equino
seja a laminite (Belknap & Black 2005).

Uma vez que a maioria dos animais do estudo apre-
sentava comprometimento sistémico grave, evidenciado
pelas alteracdes de exames fisicos e laboratoriais, o de-
senvolvimento de altera¢des histopatoldgicas foi acentu-
ado e, provavelmente, suficiente para deflagrar a laminite.
No entanto, ndo houve a manifestagéo de sinais clinicos
de laminite em todos os animais, mascarados provavel-
mente pela gravidade do quadro clinico. Supde-se que se
0s animais houvessem sobrevivido provavelmente os si-
nais se manifestariam, especialmente as alteragées mor-
foldgicas laminares classificadas como escore 3.

CONCLUSOES

A intensidade das lesbes observadas no tecido laminar
de equinos com afecc¢bes gastrintestinais parece estar as-
sociada ao grau de comprometimento sistémico, especial-
mente com a evolugao do quadro para choque séptico.

Os achados laboratoriais, em especial a leucopenia,
podem ser indicadores Uteis do provavel desenvolvimen-
to concomitante de laminite.

A associagao destes achados fornece indicios preli-
minares que sinalizam a adoc¢ao de cuidados adicionais
ao paciente equino, visando prevenir a laminite nos ani-
mais gravemente acometidos que possam, eventualmen-
te, sobreviver sem desenvolver a doengca como sequela.
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