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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia da administracdo dos anti-inflamatdrios ndo esteroidais
(AINEs) cetoprofeno, fenilbutazona e flunixin meglumine sobre o indice apoptético de células epiteliais
do tecido lamelar de cavalos com laminite induzida por administragdo de amido. Foram empregados 20
equinos higidos, divididos em quatro grupos experimentais (n=5): solucdo salina, cetoprofeno,
fenilbutazona e flunixin meglumine. O tecido lamelar foi coletado por bidpsia, fixado e corado pela
técnica de TUNEL. A marcagio positiva por essa técnica adicionou-se a avaliagdo morfoldgica celular
para identificacdo da apoptose. N&o houve diferenca significativa no indice apoptético entre 0s grupos
tratados com anti-inflamatdrios e o controle (P>0,05). Os anti-inflamatérios ndo interferiram sobre o
indice apoptdtico possivelmente porque foram administrados ap6s a fase prodrémica da laminite e/ou
porque ndo sdo eficazes em alterar a dinamica da apoptose. Concluiu-se que a administracdo de anti-
inflamatorios ndo esteroidais apds a fase prodromica da laminite ndo contribui para uma intervencéo no
curso da apoptose no tecido lamelar de cavalos com laminite quando comparados ao grupo controle ndo
tratado. Outros estudos, com diferentes periodos de avaliacdo, sdo necessarios para esclarecer os efeitos
dos anti-inflamatérios ndo esteroidais na fisiopatologia da laminite em equinos, especialmente no que
concerne a participacdo da apoptose.
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the influence of the administration of anti-inflammatory drugs
(NSAIDs) ketoprofen, phenylbutazone and flunixin meglumine on the apoptotic index of the epithelial
cells of lamellar tissue of horses with induced laminitis. 20 healthy horses were employed and underwent
induction of laminitis by administration of starch, divided into four groups with induced laminitis (n = 5):
saline, ketoprofen, phenylbutazone and flunixin meglumine. The lamellar tissue was collected by biopsy,
fixed and stained with the TUNEL technique. All that were stained positive by this technique were added
to the cell morphological identification of apoptosis. No significant difference was found in the apoptotic
index between the groups treated with anti-inflammatory and controls (P> 0.05). It was concluded that
the administration of NSAIDs after the prodromal phase of laminitis does not contribute to an
intervention in the course of apoptosis in the lamellar tissue of horses with laminitis when compared to
the untreated control group. Other studies with different evaluation periods are needed to clarify the
effects of anti-inflammatory non-steroidal drugs in the pathophysiology of laminitis in horses, especially
regarding the role of apoptosis.
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INTRODUCAO

A apoptose € um mecanismo de morte celular
programada, descrito em 1972 (Kerr et al.,
1972), e ocorre segundo a ativagdo de vias de
sinalizacdo especificas que resultam na delegéo
de células do tecido (Collins et al.,1994; Matute-
Bello e Martin, 2003). A apoptose é regulada
geneticamente e esta implicada na embriogénese,
na renovacdo celular dos tecidos adultos, no
envelhecimento e em muitas doencas (Renehan
et al., 2001; Zhang et al., 2005). A apoptose pode
ocorrer naturalmente ou por inducdo de drogas,
radiacdo, calor e mediadores inflamatdrios
(Columbano 1995; Renehan et al., 2001).
Sua principal caracteristica é que a célula morta
¢ fagocitada por macrofagos ou células
vizinhas, sem que ocorra liberagdo do
conteldo citoplasmatico e sem que haja o
desencadeamento de um processo inflamatorio
(Kerretal., 1972).

Um dos primeiros eventos observados na
laminite é a desintegracdo da membrana basal
(MB) das lamelas do casco e a falha da MB em
permanecer ligada as células basais das 1aminas
epidermais secundérias (LES). A ativacdo de
metaloproteinases (MMPs) da MB de forma
descontrolada é responsavel pela perda e
desorganizacdo lamelar da MB (Pollit e Daradka,
1998). Essas enzimas sdo responsivas ao controle
fisiologico de crescimento do casco e podem ser
ativadas por meio de mediadores inflamatorios,
tais como fator de necrose tumoral alfa (TNF-a)
e citocinas (Black et al., 2006; Belknap, 2009). A
apoptose estd aumentada em casos de laminite
aguda (Souza, 2007) e crbnica (Faleiros et al.,
2004).

Os AINEs séo o pilar do tratamento da laminite
(Peroni, 2009) e sdo capazes de induzir a
apoptose em tecidos tumorais (Elder e
Paraskeva, 1999; Brown et al., 2001). A indugdo
da apoptose é desejavel na regressao de células
tumorais (Brown et al., 2001; Elder e Paraskeva,
1999), porém uma elevada ocorréncia de
apoptose torna-se prejudicial e esta implicada em
lesbes degenerativas neuroldgicas (Tripathy e
Grammas, 2009) artrose (Yoon et al., 2003) e
laminite, tendo sido descrita em tecido lamelar
de cavalos com laminite aguda adquirida
naturalmente (Faleiros et al., 2004). Laskoski et
al. (2010) ndo observaram diferencas nas taxas
de apoptose entre animais tratados com
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hidrocortisona e animais do grupo controle.
Porém, o efeito dos AINEs sobre a apoptose em
tecido lamelar ainda nao é conhecido.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de
diferentes anti-inflamatérios administrados em
equinos ap0s a inducdo experimental da laminite
por sobrecarga de carboidratos, sobre o indice
apoptético no tecido lamelar nos diferentes
grupos testados.

MATERIAL E METODOS

No presente estudo, foram utilizados materiais
de bidpsia colhidos previamente durante o
experimento de inducdo de laminite (Paes Leme,
2004). As amostras foram obtidas de 20 equinos
higidos, sem raca definida, machos castrados,
com idade entre trés e 15 anos e escore corporal
entre dois (moderado) e trés (bom), segundo
Speirs (1997), peso vivo entre 264 e 344kg e sem
sinais clinicos e radiol6gicos de laminite.

Apos jejum alimentar e hidrico de 12 horas, foi
feita a sobrecarga pela administracdo de 20g/kg
de peso corporal de amido de milho (Milhena,
Nutril, Brasil), diluidos em agua e administrados
por sonda nasogastrica.

Os animais foram divididos aleatoriamente em
quatro grupos experimentais, cada qual
com cinco animais. Apés 36 horas da
administracdo do amido, cada grupo recebeu,
por via intravenosa, um dos quatro
diferentes tratamentos: o0 grupo controle
recebeu solucdo salina (10mL), os demais
receberam um dos seguintes anti-inflamatorios:
cetoprofeno (Ketofen, Merial, Brasil)
(2,2mg/kg), fenilbutazona (Equipalazone -
Marcolab, Brasil) (4,4mg/kg) e flunixin
meglumina (Flumegan — Marcolab, Brasil)
(1,1mg/kg). As doses utilizadas seguiram a
recomendacdo usual para a espécie, conforme
Plumb (2011), e foram repetidas a cada 12 horas
até 72 horas ap0s a sobrecarga, quando, entdo,
foram feitas as bidpsias.

Para realizacdo das bidpsias, os animais, apds
jejum alimentar de 12 horas, foram sedados com
uma associacao de acepromazina 1% (Acepran —
Univet, Brasil) e romifidina 1% (Sedivet —
Boehringer  Ingelheim  Vetmedica, Brasil),
nas doses de 0,05mg/kg e 100mcg/kg,
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respectivamente. O local de bidpsia escolhido foi
0 tergo médio da face dorsal da regido dorsal da
muralha dos cascos dos membros toracicos. Para
tanto, os cascos foram previamente adelgacados
com grosa e rineta até que a camada interna
flexivel e avascular fosse alcangada. As bidpsias
foram feitas ap6s bloqueio anestésico perineural
nos nervos palmares lateral e medial, com
lidocaina 2% (Lidocaina — Hipolabor, Brasil)
sem vasoconstritor. O material foi coletado
utilizando-se um punch de biépsia de 1,0cm de
diametro na extremidade cortante, posicionado
perpendicularmente  sobre a  superficie
previamente adelgacada na face dorsal da
muralha e fazendo-se movimentos rotativos e
basculares discretos. Procurou-se coletar as
amostras na mesma localizagdo em todos o0s
equinos. Apo6s a coleta, as amostras foram
acondicionadas em frascos contendo formol
tamponado a 10%, por 24 horas, quando, entdo, o
formol foi substituido e o material armazenado
até o processamento no laboratério de
histopatologia.

Para a utilizagdo da técnica de TUNEL, o
material histolégico foi cortado com 6.0pum de
espessura, fixado em Il&minas carregadas
eletrostaticamente (ImmunoSlide — 25x75x1mm
EasyPath - Erviegas, Brasil) no dia anterior,
ficando incubado em estufa a 37°C com
atmosfera controlada (CO, 1,9%) por 12 horas
até o processamento. A técnica empregada para
coloracéo foi a de TUNEL, utilizando-se o kit de
deteccdo (TdT- FragEL™ DNA Fragmentation
Detection kit, Calbiochem, USA). Ao protocolo
prescrito pelo fabricante, foi adicionado triton
0,5%, associado a proteinase K fornecida no Kit,
para intensificar a permeabilizacdo da membrana
celular aos reagentes (Faleiros et al., 2004),
facilitando que a colora¢do se concentrasse no
nlcleo (Labat-Moleur et al., 1998). Durante o
processamento, os cortes foram desparafinizados
por imersdo em xileno a temperatura ambiente e,
posteriormente, hidratados em banhos sucessivos
com concentracBes decrescentes de etanol,
iniciando com etanol absoluto (100%), seguido
de banhos com concentracdes de etanol a 90, 80
e 70%, respectivamente, e terminando com
lavagem em 1X TBS. Apos essa etapa, foram
instilados sobre cada amostra histologica 30ul de
triton a 0,5%, incubando-se as Iaminas por 10
minutos a temperatura ambiente em cémara
Umida. Em seguida, foi utilizada a proteinase K
(1:100) diluida em Tris (temperatura ambiente,
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10 minutos). As laminas foram lavadas em 1x
TBS, e a inativacdo da peroxidase enddgena foi
obtida incubando-se as laminas com peroxido de
hidrogénio a 3% por cinco minutos. A reacdo de
equilibrio foi obtida com a aplicagdo de 100puL
por ldmina de solugdo tampdo fornecida pelo
fabricante (temperatura ambiente por 10 a 30
minutos). A reacdo de marcacdo foi feita
incubando-se as laminas com a enzima TdT
(37°C, em camara Umida, por 1,5 hora). A reagédo
foi interrompida por solugdo tampédo. A reacdo de
deteccdo foi feita com o anticorpo conjugado,
incubando-se as laminas em camara Umida por
30 minutos. Ap6s o periodo de incubacdo, as
laminas foram lavadas em 1x TBS e utilizou-se a
DAB (diaminobenzidina associada ao perdxido
de hidrogénio) incubada por cinco minutos em
temperatura ambiente para identificacdo das
células marcadas. Em seguida, utilizou-se o
verde de metila como contracoloracdo e as
laminas foram montadas.

Os cortes histoldgicos foram digitalizados, e as
imagens capturadas em um microscopio Optico
de luz comum (Olympus-CH30, Japdo),
utilizando-se objetiva de 40x com uma cdmera
digital (JVC Digital Color Video Camera — TK-
C720U, Japdo) de captura de imagens acoplada.
Capturaram-se 12 campos por lamina, sendo
guatro campos no apice, quatro no corpo e quatro
na base, usando-se como referéncia as laminas
epidermais primarias. Segundo calculo prévio do
indice de disperséo, este nimero foi considerado
como tendo uma seguranca de 50% em relacéo a
contagem de oito campos.

A contagem das células marcadas foi feita
manualmente, utilizando-se um programa de
processamento e analise de imagens (IMAGE J
versdo 1.39u — Rashband, W.S., U.S. National
Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA).
O indice apoptético foi calculado dividindo-se o
namero de células apoptéticas pelo nimero de
células totais (Faleiros et al., 2004). A
morfologia celular foi usada como método
complementar para diferenciar células com
alteragbes  morfologicas compativeis com
apoptose de células com morfologia normal.

Somente foram contadas células epidermais
basais (stratum basale), células supra-basais
(stratum spinosum) e queratinécitos localizados
ao longo do eixo queratinizado das l&minas
epidermais primarias.
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As  extremidades laterais dos  cortes,
considerando-se que a zona queratinizada
(stratum medium) e a derme profunda séo as
regides externas e internas, respectivamente,
foram desprezadas das contagens, pois sempre
apresentavam células marcadas intensamente.
Também foram desprezadas outras areas que
apresentassem um padrdo de marcacdo muito
uniforme.

Os parametros utilizados para identificacdo de
uma célula em apoptose foram: a presenca de
nlcleo pequeno, redondo e intensamente corado,
e a formacdo de alo de anoiquia, conforme
pardmetros utilizados no laboratério de apoptose
da UFMG (Mendes et al., 2009; Alves et al.,
2011). Células ovais, fracamente coradas e com
um pequeno acimulo de heterocromatina, foram
consideradas normais. Células basais e
suprabasais normais foram contadas juntas.
Queratindcitos foram contados  separados.
Células basais e suprabasais apresentando
caracteristicas morfologicas de necrose foram
contadas juntas. Queratindcitos com morfologia
de necrose foram contados separados.

Os indices de apoptose no tecido laminar,
determinado  pelo percentual de células
apoptéticas em relacdo ao total de células
avaliadas, foram comparados estatisticamente
pelo método de Kruskal-Wallis e pelo teste de
Dunn a 5% para comparagdes multiplas
pareadas. Na determinagdo do indice apoptdtico
por campo microscopico, foi empregado o teste
de analise de variancia para um fator, seguido
pelo teste de Tukey a 5%.

RESULTADOS

Em todos os cortes histoldgicos pela técnica de
TUNEL, observou-se maior quantidade de
células epiteliais intensamente marcadas, com
uma coloracdo marrom-escura nas extremidades
laterais. Uma possivel explicacdo para essa
diferenca na marcacdo das extremidades pode ser
devido ao trauma tecidual ocasionado pelo punch
de bidpsia durante a coleta. O mesmo fato
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ocorreu nos campos onde nao havia derme
profunda, camada entre as laminas epidermais
primarias e a falange distal e nas células
epiteliais basais localizadas na regido da base das
laminas epidermais primarias quando as laminas
dermais primarias e secundarias estavam
ausentes. Essas células apresentavam-se coradas
mais intensamente e com nucleos picnéticos em
relacio a células do corpo das laminas
epidermais primarias, onde havia a presenca das
laminas dermais. Essas areas foram desprezadas
na captura das imagens por se entender que se
tratavam de artefato do método de bidpsia. Os
cortes histolégicos apresentaram variagcBes no
padrdo de coloragdo (marcacdo). VariagBes de
coloracGes entre fragmentos cortados do mesmo
bloco, fixados na mesma lamina e corados ao
mesmo tempo com o mesmo protocolo, foram
comuns. Um corte poderia estar fracamente
marcado, enquanto 0 outro poderia apresentar
um padréo de marcagdo das células mais intenso.

As médias e desvios-padrdo para os indices
apoptoticos de células lamelares basais obtidos
dos grupos tratados com  cetoprofeno,
fenilbutazona, e flunixin meglumine e do grupo
controle  foram,  respectivamente, 55+10,
52,6£16, 54,6+19 e 58,2+17 (Fig. 1a). N&o foram
observadas diferencas significativas entre os
grupos (P=0,959).

As médias dos indices apoptoticos de
gueratindcitos para 0s grupos tratados com
cetoprofeno, fenilbutazona, e flunixin meglumina
e para o grupo controle foram, respectivamente,
60,2+0,13, 68,8+0,20, 68,2+0,23 e 64,4+0,20. As
médias dos indices de necrose nesses mesmos
grupos foram 0,003+0,003; 0,0068+0,007;
0,0028+0,003; 0,0038+0,001, respectivamente.
N&o houve diferenca significativa entre o0s
grupos (P=0,731) (Fig. 1b,c).

Células com morfologia normal se apresentaram
fracamente coradas de marrom-claro, engquanto
células apoptopticas apresentaram coloragao
marrom-escura intensa, quase negra (Fig. 2).
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Figura 1. Médias e erros-padrdo dos indices apoptoticos de células lamelares basais e suprabasais (a), de
queratinécitos (b) e de indices de necrose de células lamelares basais e suprabasais (c) de cascos de
equinos com laminite em fase aguda. Verificam-se trés grupos tratados com os anti-inflamat6rios nédo
esteroidais cetoprofeno, fenilbutazona, flunixin meglumina e o grupo controle (P>0,05).
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Figura 2. Fotomicrografia do tecido lamelar de equinos com laminite em fase aguda, marcado pela técnica
de TUNEL, mostrando parte da lamina epidermal priméria (LEP), Iaminas epidermais secundérias (LES),
membrana basal (MB). Células com morfologia de apoptose com coloracdo marrom-escura, diminuigdo
do volume celular e anoiquia (setas negras), células com morfologia normal e coloragdo marrom-clara
(setas brancas). Contracolora¢do com verde de metila, objetiva de 40x.

DISCUSSAO

Células que estavam em diferentes estagios de
morte celular apresentaram diferentes
tonalidades de cor marrom. A diferenciacgdo entre
uma célula normal e uma célula em estagio
inicial de morte celular foi feita pelas alteracbes
morfologicas tipicas da apoptose ja descritas
anteriormente (Fig. 2). A técnica de TUNEL
permitiu a identificacio das alteracdes
morfolégicas celulares compativeis com a
apoptose que sdo vistas nas laminas coradas com
hematoxilina e eosina e facilitou a identificacdo
de células em apoptose. As variagdes no padrdo
de coloracdo apresentado foram observadas em
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outros tecidos corados pela técnica de TUNEL e
encontram-se citadas na literatura como uma
dificuldade esperada na padronizacdo da técnica
(Labat-Moleur et al., 1998; Vasconcelos, 2008).
LimitagBes de sensibilidade e especificidade ja
foram descritas, sendo a falta de padronizagéo no
processo de fixacdo em tecidos arquivados o
principal fator para a baixa especificidade por
vezes apresentada (Labat-Moleur et al., 1998).
Apesar disso, essas dificuldades ndo impediram a
execucdo de uma avaliagdo quantitativa da
apoptose, uma vez que se utilizou, além da
marcagdo positiva do TUNEL, o critério
morfolégico para a classificacdo das células
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apoptéticas como proposto nos trabalhos de
Mendes et al. (2009) e Alves et al. (2011).

Os animais deste experimento apresentaram
sinais clinicos de endotoxemia por 12 a 24 horas
antes de comecarem a ser medicados (Paes
Leme, 2004). Citocinas pro-inflamatdrias e
interleucinas sdo sintetizadas rapidamente apos
exposicdo de fagdcitos mononucleares e
neutrdfilos as endotoxinas, produzindo migracéo
de leucécitos e ativacdo endotelial no tecido
lamelar (Belknap, 2009). Consegue-se atenuar 0s
efeitos da endotoxemia quando os anti-
inflamatorios sdo administrados antes de uma
dose subletal de endotoxinas (Moore et al.,
1986).

No presente trabalho, as bidpsias foram feitas
apos 72 horas da administracdo de carboidratos.
Entre 12 e 36 horas ap6s a administracdo do
amido, 75% dos cavalos ja apresentavam
claudicacdo; com 72 horas, todos ja estavam na
fase aguda da laminite (Paes Leme, 2004). A
instauragdo do quadro de laminite foi mais rapida
nos animais deste estudo que o observado por
Van Eps et al. (2004), que relataram que a fase
prodrdmica da laminite ocorre entre 20 e 72
horas apds a ingestdo excessiva de carboidratos,
com uma meédia de 40 horas. Ainda durante a
fase prodromica, a lesdo da membrana basal é a
primeira lesdo histopatologica encontrada e
também a mais significativa, estando presente
muito antes do aparecimento dos primeiros sinais
clinicos da laminite (Croser e Pollit, 2006),
iniciando-se, portanto, antes do momento da
realizacdo das bidpsias neste estudo. No modelo
de inducdo de laminite por oligofrutose,
alteracGes histoldgicas j& sdo detectadas com 12
horas apés a sobrecarga com oligofrutose (Croser
e Pollitt, 2006) e com 48 horas ap0s a sobrecarga
de carboidratos (Sampaio et al., 2004).

Neste estudo, a auséncia de diferencas
significativas entre os grupos de animais tratados
em relacdo ao grupo controle ndo permitiu
identificar se o uso de anti-inflamatérios poderia
induzir apoptose, se realmente sdo indiferentes
ou se seriam capazes de reduzir a apoptose.
Porém, algumas hiplteses podem  ser
consideradas.

Primeiramente, o0s tratamentos com anti-
inflamatorios iniciaram-se apds 36 horas da
sobrecarga de carboidratos. Além disso, 0s
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animais receberam apenas trés doses de anti-
inflamatorios entre o inicio do tratamento e a
biopsia (Paes Leme, 2004), em contraposi¢do a
outro estudo, quando os animais receberam altas
doses em 24 horas (Blikslager, 2009). Quando
comegcaram a ser medicados, as alteragdes
histoldgicas provavelmente ja estavam ocorrendo
em, ao menos, 75% dos cavalos, e a
administracdo dos anti-inflamatérios ndo foi
capaz de influenciar significativamente no indice
apoptatico, seja aumentando ou reduzindo, como
também ndo foi capaz de evitar as alteracdes
histoldgicas citadas no estudo de Paes Leme
(2004), quando 90% dos cavalos apresentaram
lesbes histoldgicas de moderada a extensa,
segundo classificacdo histoldgica de Pollitt
(1996).

Em estudo que avaliou cavalos com casos
naturais de laminite com duracg&o igual ou maior
gue uma semana e 0S comparou com animais
com até uma semana de desenvolvimento da
doenga, Faleiros et al. (2004) observaram indices
apoptoticos maiores nos cavalos com laminite
aguda (at¢ uma semana). Posteriormente,
compararam esses resultados com casos de
laminite induzida por dois protocolos, extrato de
nogueira preta e sobrecarga por carboidratos com
att 18 horas de inducdo. Somente 0s
animais com laminite aguda natural diferiram
estatisticamente do grupo controle (sem
laminite). A hipétese proposta por Faleiros et al.
(2004) para a baixa incidéncia de apoptose em
animais com laminite induzida por sobrecarga de
carboidratos ou extrato de nogueira preta foi o
curto espaco de tempo entre a sobrecarga e o
sacrificio dos animais, cerca de 10 a 18 horas,
tempo considerado curto para que se complete o
processo apoptdtico em células epidérmicas
(Teraki e Shiohara, 1999). E os baixos indices
observados nos animais com laminite natural
poderiam ser decorrentes do uso de anti-
inflamatorios, base do tratamento em casos de
laminite.

O processo inflamatério induz apoptose em
células epiteliais humanas pela acdo do TNF-a
(Banno et al., 2004) na via extrinseca da
apoptose (Jeong e Seol, 2008). E crivel supor que
um processo inflamatério no tecido lamelar
(Belknap, 2009) também poderia induzir o
aumento no indice apoptético no mesmo tecido.
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Outra consideracdo a ser feita é com relacdo aos
grupos controle. No trabalho de Faleiros et al.
(2004), demonstrou-se a elevagdo dos indices de
apoptose em animais com laminite aguda, em
comparacdo com o controle negativo, animais
sem laminite. No presente trabalho, ndo houve
diferengas significativas entre os diferentes
grupos, porém foram utilizados apenas controle
positivo e grupos tratados com anti-
inflamatdrios, ou seja, a laminite foi induzida em
todos 0s grupos, uma vez que O objetivo do
trabalho foi avaliar se os AINEs poderiam influir
nos indices apoptéticos de equinos com laminite,
fato ndo observado no periodo estudado.

Os efeitos dos AINEs sobre diferentes tipos
celulares sdo conflitantes, podendo induzir a
apoptose em alguns estudos (Brown et al., 2001;
Elder e Paraskeva, 1999), inibi-la em outros, por
exemplo, ao inibir a liberacdo de citocinas e
quimiocinas (Tripathy e Grammas, 2009), pela
inibicdo direta da caspase-3 e de outras
moléculas pro-apoptéticas (Yoon et al., 2003).
Entretanto, outros estudos também verificaram
que esses farmacos podem ndo afetar o indice
apoptético, como verificado ap6s o uso da
fenilbutazona em cultura de fibroblastos de
embrides de galinha (Lu et al., 1995) e pelo uso
de hidrocortisona em tecido lamelar de cavalos
(Laskoski et al., 2010), porém os autores sé
avaliaram os animais até 18 horas, cabendo o
mesmo comentério referente ao trabalho de
Faleiros et al. (2004). A inibicdo da apoptose no
tecido lamelar poderia ocorrer tanto pela inibi¢do
da producéo de citocinas e quimiocinas (Tripathy
e Grammas, 2009) quanto pela acdo direta na
cascata apoptética (Yoon et al., 2003) ou por
algum outro mecanismo. No trabalho de Yoon et
al. (2003), o bloqueio do mecanismo apoptético
foi obtido pelo pré-tratamento do tecido com
anti-inflamatérios, o que d& suporte ao conceito
de tratamento preventivo para animais sob risco
de desenvolvimento da laminite (Stashak, 2002).

Em relacdo ao tecido lamelar, uma incidéncia
maior de apoptose poderia estar implicada no
aumento das lesBes. A l&mina epidermal
secundaria possui uma Unica camada de células
epidermais basais na borda externa (Leach e
Oliphant, 1983) que estdo fixadas na membrana
basal (Pollit, 1996). O aumento da incidéncia de
apoptose nessa camada de células poderia
provocar um maior destacamento da membrana
basal e, consequentemente, o afastamento das
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laminas epidermais e dermais, produzindo
maiores danos ao tecido. O aumento da necrose
poderia também ser uma das consequéncias, ja
que frequentemente a necrose é precedida pela
apoptose (Zhivotovsky, 2004).

A administragdo de anti-inflamatdrios ap6s o
inicio da manqueira (Paes Leme, 2004) se
aproxima bastante da realidade que acontece na
rotina clinica, em que o0s proprietarios s6
reconhecem o problema quando os animais com
laminite atingem o grau trés de manqueira,
segundo a escala de Obel (Baxter, 1992). Assim,
estudos posteriores, em que os AINEs pudessem
ser aplicados em diferentes momentos do
processo de laminite, poderiam esclarecer muitas
das questfes que se colocam no momento.

CONCLUSAO

Os anti-inflamatdrios cetoprofeno, fenilbutazona
e flunixin meglumine, quando administrados 36
horas apds a inducdo de laminite por sobrecarga
de amido, ndo alteram significativamente o0s
indices apoptéticos ou de necrose de células
epidermais lamelares quando comparados ao
grupo controle ndo tratado. Outros estudos, com
diferentes periodos de avaliagdo, S0 necessarios
para esclarecer os efeitos dos anti-inflamatérios
ndo esteroidais na fisiopatologia da laminite em
equinos, especialmente no que concerne a
participacdo da apoptose.

Comité de ética e biosseguranca: Protocolo de
aprovacao Cetea/UFMG: n° 137/2008.
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