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RESUMO

VIANNA, A.R.C.B. Densidade das laminas epidérmicas primarias e secundarias em
equinos. [Density of primary and secondary epidermal laminae of equine hoof ].
2011. 22 p. Monografia (Conclusdo do Curso de Medicina Veterinaria) — Faculdade
de Agronomia e Medicina Veterinaria, Universidade de Brasilia, Brasilia, DF.

Diferencas na morfologia microscépica dos cascos dos membros pélvicos e
toracicos dos equinos tém sido pouco relatadas na literatura, principalmente no
tocante a distribuicdo de laminas epidérmicas primarias e secundarias nas diversas
regides. O propadsito deste estudo foi quantificar a densidade de laminas epidérmicas
primarias e secundarias no casco de equinos. Foram utilizados membros toracicos e
pélvicos de 16 equinos adultos e sem raca definida. Em uma secc¢éao transversal de
aproximadamente de 0,5cm de altura da sola dos cascos, foi quantificada a
densidade das laminas epidérmicas primarias nas regides da pinca do casco e dos
guartos lateral e medial. Fragmentos com aproximadamente 1cms3 foram retirados
dos tercos proximal, médio e distal do casco, nas diferentes regifes e submetidos a
técnica histologica convencional, sendo observados com auxilio de microscépio
optico. Os dados foram analisados estatisticamente em relacdo aos membros
toracicos e pélvicos e entre as diversas regifes destes. A densidade de laminas
epidérmicas primarias variou ao redor da circunferéncia do casco, sendo maior na
regido da pin¢a do casco e diminui gradualmente em direcéo ao bulbo do casco, ndo
existindo diferenca entre membros pélvicos e toracicos. A densidade média de
laminas epidérmicas secundarias por lamina epidérmica primaria ndo variou em
torno da circunferéncia dos cascos. Os achados revelaram que a densidade das
laminas epidérmicas ndo variou quando comparada entre os membros toracicos e
pélvicos. A variacdo da densidade das laminas epidérmicas primarias em torno do
casco pareceu fazer parte de uma resposta adaptativa as diferentes tensdes
existentes em cada regido. O melhor entendimento da morfologia das estruturas do
casco contribui na melhor compreenséo do diagndstico, fisiopatologia e tratamento
das afeccdes que as acometem.

Palavras-chave: Laminas epidérmicas, Equus caballus, casco, morfologia.



ABSTRACT

VIANNA, A.R.C.B.. Density of primary and secondary epidermal laminae of equine
hoof [Densidade das laminas epidérmicas primarias e secundarias em equinos].
2011. 22 p. Monografia (Conclusdo do Curso de Medicina Veterinaria) — Faculdade
de Agronomia e Medicina Veterinaria, Universidade de Brasilia, Brasilia, DF.

Differences in microscopic morphology of thoracic and pelvic limbs hoofs of equines
have been scarcely reported in literature, especially about the distribution of primary
and secondary epidermal laminae in different regions. The purpose of this study was
to quantify the density of primary and secondary epidermal laminae in the equines
hoof. Were used fore and hindlimbs of sixteen adult mixed breed horses. In a cross-
section of approximately 0.5 cm above the soles of the hooves, was quantified, the
density of primary epidermal laminae in the regions of lateral and medial quarters
and toe. Fragments of approximately 1cm 2 were removed from the proximal, middle
and distal portions of the hoofs, in different regions and subjected to conventional
histological technique and observed with an optical microscope. Data were
statistically analyzed in relation to the fore and hindlimbs and among these various
regions. The density of primary epidermal laminae varies around the circumference
of the hoof, being higher in the toe of the hoof and gradually decreases toward the
bulb of the hoof, and there is no difference between thoracic and pelvic limbs. The
average density of secondary epidermal laminae in primary epidermal laminae does
not change around the circumference of the hoof. The findings indicate that the
density of epidermal laminae does not change when compared between the fore and
hindlimbs. The variation of the density of primary epidermal laminae around the hoof
appears to be part of an adaptive response to different stresses in each region.
Better understanding of the structures morphology contributes to better
understanding of the diagnosis, pathophysiology and treatment of disorders that
affect the hoof.

Keywords: Epidermal laminae, Equus caballus, hoof, morphology.
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DENSIDADE DAS LAMINAS EPIDERMICAS PRIMARIAS E SECUNDARIAS EM
EQUINOS

INTRODUGCAO

A utilizacdo de equinos como forca de tracdo de carrocas, no meio urbano,
ainda € um fato comum. Esses animais, além de serem submetidos a uma rotina de
trabalho extenuante e repetitiva, ndo dispbem de alimentagéo e repouso compativeis
com a atividade fisica desenvolvida diariamente (Velho, 2007; Maciel, Lopes et al.,
2008). Muitos destes animais sado acometidos de afec¢cdes locomotoras,
principalmente aquelas relacionadas com seus cascos. Para entender a
fisiopatologia, diagnéstico e tratamento destas afecgbes locomotoras € necessario
conhecer sua morfologia (Pollitt, 1992).

No interior da muralha do casco encontram-se as laminas epidérmicas
primarias e destas partem as laminas epidérmicas secundarias. Da mesma forma, a
derme possui as laminas dérmicas primarias e secundarias (Pollitt, 2001). As
laminas dérmicas e epidérmicas se interdigitalizam e se prendem firmemente uma a
outra e, por sua vez, a derme é fixada ao peridésteo da terceira falange através de
tecido conjuntivo. Esse formato laminar tem como objetivo de aumentar a superficie
de contato, aumentando, assim, a fixacdo entre a parede e os tecidos adjacentes
(Pollitt, 2001; Thomason, Mcclinchey et al., 2005). A arquitetura das laminas do
casco é a base histopatoldgica do processo da laminite (Pollitt, 1996).

O estrato interno da parede do casco em cavalos e pdneis possui cerca de
550 a 600 laminas epidérmicas primarias que se projetam desde a superficie
paralelamente umas as outras. As laminas epidérmicas secundarias sdo apenas
especializacbes. Durante a formacdo da uma lamina epidérmica, a camada de
células basais no sulco coronario se prolifera e forma dobras ao longo do perimetro
lamelar, originando as laminas secundarias (Daradka e Pollitt, 2004). Ao longo de
cada uma das 550 a 600 laminas epidérmicas primarias existem cerca de 20 a 200
laminas epidérmicas secundarias (Stump, 1967; Leach e Zoerb, 1983; Stashak,
2002; Pollitt, 2004).

Na interface das laminas dérmicas e epidérmicas verifica-se uma estrutura

laminar, ininterrupta de tecido conjuntivo, chamada membrana basal (Pollitt, 2001).



Essa estrutura separa as células da epiderme das células da derme e estdo
ancoradas ao casco e a falange distal (Pollitt, 2001). Essas células se dividem
continuamente ao longo da vida do equino e sofrem maturacdo, formando células
queratinizadas, contribuindo com o engrossamento e a resisténcia das laminas
epidérmicas primarias e secundarias (Pollitt, 1999).

A juncao laminar nos equinos desempenha um papel vital na transferéncia
das forcas de sustentacédo de peso entre a epiderme da parede do casco e a terceira
falange, mas a forma como ela executa essa funcédo € pouco entendida (Douglas,
Biddick et al., 1998). Esta juncdo compreende uma complexa mistura de
componentes teciduais possuindo ainda muitas outras propriedades mecanicas
diferentes (Stump, 1967).

Visando o estabelecimento de dados pertinentes relativos a morfologia do
casco de equinos o objetivo deste estudo foi quantificar a densidade das laminas
epidérmicas primarias e secundarias nas diversas regides do casco dos membros

toracicos e pélvicos destes animais.

MATERIAL E METODOS

Foram empregados neste estudo membros toracicos e pélvicos de 16
equinos, adultos, sendo oito machos e oito fémeas, sem raca definida e com peso
médio de 334 kg, que ndo apresentavam afecc¢des no aparelho locomotor.

Para a coleta dos cascos, as extremidades distais dos membros foram
desarticuladas na articulagdo metacarpofalangeana e metatarsofalangeana, para os
membros toracicos e pélvicos, respectivamente. Imediatamente apds, oito cascos
foram seccionados com uma serra fita em um plano transversal de
aproximadamente 0,5cm de altura da sola dos cascos e, com 0S outros oito cascos
restantes foram retirados fragmentos de aproximadamente 1cm? dos tercos proximal,
médio e distal, nas regides da pinca do casco e dos quartos lateral e medial (Figura

1), de acordo com o protocolo descrito por Pollitt (1996).
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Figura 1 — Esquema do casco de equinos, indicando os tercos proximal (1), médio

(2) e distal (3) no quarto medial ou lateral (A) e na pin¢a do casco (B).

Os fragmentos retirados foram fixados em solucdo aquosa a 10% de
formaldeido. Apdés os fragmentos terem sido fixados, a regido ocupada pelas
laminas foi separada da muralha do casco e da falange distal e processada
histologicamente pelo processo de desidratacdo em alcool etilico, diafanizacdo em
xilol, impregnacéo e inclusdo em parafina. Posteriormente os blocos foram cortados
com a espessura 4um, com o auxilio de micrétomo manual (Spencer-Lens Co.), as
laminas foram confeccionadas e coradas com Hematoxilina & Eosina, sendo
analisadas com através do microscépio 6ptico BX51 Olympus® acoplado ao
programa de anélise de imagens ProgRes® Capture Pro 2.5.

A densidade de laminas epidérmicas primarias foi aferida segundo o protocolo
descrito por Lancaster et al. (2007), utilizando o segmento transversal retirado da
sola do casco e analisando com auxilio de uma lupa de dissecagéo. Primeiramente

um alfinete foi fixado no ponto médio dividindo o casco em face lateral e medial, para
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localiza-lo foi tragado uma linha no sulco central da ranilha do casco até o estrato
interno, regido onde se localizam as laminas dérmicas e epidérmicas. As laminas
epidérmicas primarias foram contadas na superficie de corte ao longo de todo
perimetro do casco. Inicialmente, com auxilio de um alfinete, foi definida a pin¢a do
casco, estando disposta entre as faces lateral e medial, em seguida, foi fixado outro
alfinete distante 25 laminas epidérmicas primarias em sentido medial e outro em
sentido lateral. A regido entre estes dois alfinetes possuia, entdo, 50 laminas
epidérmicas primérias e foi chamada de zona I. A partir destes alfinetes foram
fixados outros, distantes 50 laminas epidérmicas, tanto medialmente, bem como,
lateralmente, os intervalos entre dois alfinetes delimitaram as zonas pares (Il, IV, VI
e VIII) sempre mediais e as zonas impares (lll, V, VIl e IX), sempre laterais (Figura
2A). Em seguida, fazendo uso de paquimetro digital eletrénico STARRET®, foi
aferida a extensdo das zonas delimitadas inicialmente. A densidade de laminas
epidérmicas primarias foi obtida pela divisdo do numero de laminas existente na
zona em questao (50 laminas) e o comprimento da mesma (numero de laminas por
centimetro), que foi aferido anteriormente.

Com a finalidade de mensurar a densidade de laminas epidérmicas
secundarias por unidade de lamina epidérmica primaria foram utilizadas as laminas
confeccionadas a partir de fragmentos retirados da pinca do casco e dos quartos
medial e lateral, nos tercos proximal, médio e distal dos membros pélvicos e
toracicos e visualizadas em microscopio éptico (Figura 2B). A quantidade de laminas
epidérmicas secundarias que tiveram origem em cinco laminas epidérmicas
primarias de campos distintos foi contabilizada e o niamero total destas foi dividido
pelo nimero total de laminas epidérmicas primarias aferidas, obtendo-se assim sua

densidade.



12

S OBSRN W N AL S
> = ———— = AN

¥ \\ ‘ ~ e T o o\ :p: =4 7
Figura 2 — (A) Fotografia da seccéo transversal da sola do casco com alfinetes

espacados a cada 50 laminas epidérmicas primarias, formando a zona | (pinca do
casco), zonas I, IV, VI e VIl (face medial) e zonas Ill, V, VIl e IX (face lateral); (B)
Fotografia das laminas dérmicas primarias (X), laminas epidémicas primarias (*) e

secundarias (+), H&E.

Os dados referentes a densidade de laminas epidérmicas primarias e
secundarias dos membros toracicos e pélvicos foram tabelados e analisados com
uso do software GraphPad Prism 5® através da estatistica descritiva, andlise de

variancia (ANOVA) e teste de correlacdo de Pearson.
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RESULTADOS

A partir da diviséo do estrato interno, foi possivel formar de sete a nove zonas
(dependendo do comprimento da circunferéncia do casco) contendo, cada uma, 50
laminas epidérmicas primarias (Tabela 1, Figura 2A). Nao foi observada diferenca
estatistica (p<0,05) na densidade de laminas epidérmicas primarias entre o0s
membros toracicos e pélvicos (p=0,24) nem entre as zonas correspondentes dos
guartos lateral e medial.

Tabela 1- Média e desvio padrao da densidade de laminas epidérmicas primarias
(numero de laminas por centimetro) nas diversas regides do casco dos membros

toracicos e pélvicos.

Regides Toracico Pélvico
Zona | (Pinca) 27,97 +1,77 25,13 +2,02
Zonal ll 25,80 +5,29 24,25 +1,44
Zona IV 22,50 +5,01 20,73 +4,23
Zona VI 19,96 +2,2 17,47 +2,84
Zona VI 18,95 +2,66 20,94 +4,71
Zonal lll 28,09 +4,36 25,39 +1,92
ZonaV 23,63 +4,04 22,59 +3,15
Zona VI 19,25 +3,34 17,38 +2,36
Zona IX 17,60 +3,81 20,58 +3,94

Foi verificada diferenca estatistica entre a densidade de laminas epidérmicas
primarias existentes na regido da pinca em relacdo as outras regiées do casco,
ocorrendo uma diminuicdo na densidade da pinca do casco em direcdo aos bulbos
do casco nos membros toracicos e pélvicos (Figuras 3A e 3B). No teste de
correlacdo de Pearson foi verificada forte correlacdo positiva entre a densidade das
laminas epidérmicas primarias na regido da pinca do casco e no quarto lateral tanto

nos membros toracicos (r=0,86) quanto nos membros pélvicos (r=0,98).
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a<0,001 ¢<0,001
b<0,001 d<0,001
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Regides Regides
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Regides Regides

Figura 3- Graficos da média e desvio padrdo da densidade de laminas epidérmicas
primarias (LEP) nos membros toracicos (A) e pélvicos (B) e densidade de laminas
epidermicas secundarias (LES) nos membros toracicos (C) e pélvicos (D), na pinca
do casco e nos quartos medial e lateral. Letras iguais entre as colunas expressam
diferenca estatistica (p<0,05).

As laminas epidérmicas secundarias foram observadas ao longo de todo
comprimento das laminas epidérmicas primarias. Através do teste de Analise de
Variancia (ANOVA) com poés-teste de Tukey, foi verificado que tanto nos membros
toracicos (Figura 3C), quanto nos membros pélvicos (Figura 3D) ndo existe diferenca
estatistica na densidade destas laminas ao redor da circunferéncia do casco.

Através da comparacdo entre membros toracicos e pélvicos (Tabela 2), foi
verificado que ndo existiu diferenca estatistica na densidade das laminas
epidérmicas secundarias entre os quartos mediais (p=0,79) e entre as pincas do
casco (p=0,09), bem como, foi evidenciada diferenca estatistica entre os quartos

laterais (p<0,001). Ja entre os diversos tercos, foi observada fraca correlacdo e
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auséncia de diferenca estatistica entre os tercos proximais (r=-0,04; p=0,34) e entre
os tercos medios (r=0,21; p=0,44), foi encontrada diferenca estatistica entre os
tercos distais (r=0,18; p<0,001).

A densidade das laminas epidérmicas secundarias no terco proximal foi de
121,2+35,34, no terco médio de 135,3+26,98 e no terco distal a densidade foi de
122,8+26,83. Foi possivel verificar que existe diferenca estatistica entre os tercos
proximal e médio (p<0,001), assim como, entre os ter¢cos médio e distal (p<0,001), o
gue nao foi observado entre os tergos proximal e distal (p=0,69) (Figura 4).

Tabela 2- Média e desvio padrdo da densidade de laminas epidérmicas secundarias
(nimero de laminas epidérmicas secundarias por lamina epidérmica primaria) nas
diversas regides (tercos proximal, médio e distal) da pinca do casco e dos quartos
medial e lateral dos membros toracicos e pélvicos e media total de laminas

epidérmicas secundarias nos quatro membros dos equinos

Membros Toracicos Pélvicos Total

Regido
Quarto Medial

Terco Proximal
Terco Médio
Terco Distal
Pinca do Casco
Terco Proximal
Terco Médio
Terco Distal
Quarto Lateral
Terco Proximal
Terco Médio
Terco Distal

126,95 +39,04
127,75 +19,79
114,25 +41,58

115,20 + 49,88
141,20 +24,32
114,7 +17,43

112,20 +24,39
131,40 +30,20
111,65 +15,63

107,90 +29,90
122,80 +23,61
142,85 +24,95

116,00 +29,01
158,25 +23,80
126,90 +16,59

148,65 +17,56
130,60 +26,14
126,15 +24,58

117,42 +35,68
125,27 +21,65
128,55 +36,81

115,60 +40,28
149,72 +25,27
120,80 +17,89

130,42 +27,94
131,00 +27,88
118,90 +21,62
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Figura 4- Graficos da meédia e desvio padréo da densidade de laminas epidérmicas
secundarias (LES) nos tercos proximal, médio e distal. Letras iguais entre as colunas
expressam diferenca estatistica (p<0,05).

Ao analisar a densidade de laminas epidérmicas secundarias, através da
correlacdo de Pearson entre a pinca do casco, quartos medial e lateral com os
correspondentes tercos, foram verificadas correlacdes fracas, tanto positivas quanto

negativas e uma unica correlacéo forte negativa, entre os tercos proximal e distal do
guarto medial (Tabela 3).
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Tabela 3- Coeficientes de correlagdo de Pearson (r) entre a densidade de laminas
epidérmicas secundarias nos tercos proximal, médio e distal da pin¢ca do casco e
dos quartos medial e lateral

Terco Proximal Terco Médio Terco Distal

Regibes Medial Lateral Pinca Medial Lateral Pinca Medial Lateral
Pinca -0,47 -0,06 046 0,21 -0,29 -0,15 0,56 0,24

®

%E Medial - 002 -044 -030 021 -021 -0,79 -0,43
=& Lateral - - 044 -005 027 030 013 0,47

Pinca - - - 040 008 019 054 0,50
%% Medial - - - - 0,09 006 021 0,03
=2 lateral - i i i _ 034 -017 047
38 Pinca - - - - - - 0,12 0,47
S8 Medial - . . . . . - 041

DISCUSSAO

Butler (1995) e Stashak e Hood (2005) verificaram que a morfologia e a
distribuicdo das laminas epidérmicas primarias ao redor do perimetro do casco sao
homogéneas. Em contraste com estes autores, no presente trabalho foi verificado
gue tanto nos membros toracicos (Figura 2A) como nos membros pélvicos (Figura
2B) a regido da pinca do casco apresentou maior concentracdo de laminas
epidérmicas primarias, indo de encontro com os trabalhos de Thomason et al. (2001;
2008), Bowker (2003), Daradka e Pollitt (2004), Bidwell e Bolker (2006) e Lancaster
et al. (2007). Douglas e Thomason (2000) citaram que a pin¢a do casco é a regiao
em gue se observa maior tensdo entre a muralha do casco e a falange distal, esta
diminuicdo gradual da densidade de laminas epidérmicas primarias em sentido ao
bulbo do casco, como foi verificada no presente trabalho. Possibilitando assim
sugerir que essa interpretacao caracterizou-se como sendo uma resposta adaptativa
com base nas diferentes tensdes existentes nas diversas regides, pois, em situacées
fisiol6gicas, a forca imposta na regido dos quartos seria menor do que a exigida na
pinca do casco, assim como, a tenséo relacionada com os bulbos do casco é menor
em relacdo aquela imposta nos quartos.

Os mecanismos precisos desta resposta adaptativa ainda nao foram

completamente descrito, porém Bowker (2003) sugeriu que as modificagbes, tanto
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morfologicas, que ndo foi foco em nosso estudo, quanto quantitativas, ocorram
através de bifurcacdo das laminas epidérmicas primarias e secundarias.
Caracterizando assim que se tratou de uma resposta ao estresse mecanico,
possuindo relacédo direta entre a disposicdo das laminas e a funcionalidade do
casco.

Segundo Lancaster et al. (2007), se ocorrer uma perturbacdo no equilibrio
existente na distribuicdo das laminas, como uma grande quantidade de laminas
aglomeradas em uma regiao ou a pequena quantidade em outra, podem gerar areas
em que o0 casco esteja enfraquecido ou lesionado, 0 que justifica estudos mais
aprofundados sobre os mecanismos de modificagcdes da morfologia do casco, para
melhor compreenséao e tratamento das patologias.

Grande parte da literatura consultada (Douglas e Thomason, 2000;
Thomason, Mcclinchey et al., 2005; Lancaster et al., 2007; Thomason, Faramarzi et
al., 2008; Kawasako, Higashi et al., 2009) analisou apenas os membros toracicos.
Ao compararmos 0s membros toracicos e pélvicos, verificamos que ndo existe
diferenca estatistica em relacdo a densidade de laminas epidérmicas primarias, 0
gue também foi descrito por Bidwell e Bowker (2006), a partir deste resultado,
sugerimos que apesar de o centro de massa dos equinos ser desviado para mais
proximo dos membros toracicos, acarretando em maior tensdo nestes, este fato nédo
interfere na densidade destas laminas.

Diferente do que foi verificado nos trabalhos de Lancaster (2007) e Douglas e
Thomason (2000), em que foi encontrada maior densidade de laminas epidérmicas
primarias no quarto lateral em comparacdo ao observado no quarto medial, no
presente trabalho nao foi verificada diferenca estatistica entre os quartos.

Segundo Stump (1967), Leach e Zoerb (1983), Linford (1987), Pollitt (2004) e
Stashak (2005) cada lamina epidérmica primaria emite de 20 a 150 laminas
epidérmicas secundarias. Sobretudo, no presente trabalho, foi verificado que nos
membros toracicos o numero de laminas epidérmicas secundarias variou de 31 a
208 e nos membros pélvicos este niumero variou de 58 a 195 laminas. A literatura
mostrou-se escassa no que diz respeito a distribuicdo das laminas epidérmicas
secundarias, sendo encontrados dados referentes apenas ao numero total de
laminas, como citado em Stump (1967), Leach e Zoerb (1983), Linford (1987), Pollitt

(2004) e Stashak (2005), sem fazer relacdo com sua localizagéo.
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A auséncia de diferenca estatistica da densidade das laminas secundarias
entre as regides que compreendem a pin¢ca do casco e 0s quartos medial e lateral
demonstrou que nao ocorre variagdo na quantidade de emissdo destas pelas
laminas primarias, ou seja, cada lamina primaria, independente se estava situada no
pinga do casco ou em um dos quartos, continuou emitindo a mesma quantidade de
laminas secundarias, porém, a quantidade destas laminas nas diversas regides
variou devido a quantidade de laminas priméarias ndo ser uniforme ao redor do
membro. Ja em relacdo a densidade das laminas secundarias nos tercos proximal,
meédio e distal do casco, foi possivel verificar que existem variacdes, porém mais
estudos sdo necessarios para elucidar as implicacées destas na morfofisiologia do

casco.

CONCLUSAO

Os membros toracicos e pélvicos apresentaram 0 mesmo padrédo de
distribuicdo das laminas epidérmicas primarias e secundarias ao redor do casco. A
densidade de laminas epidérmicas primarias variou conforme a regido em que elas
se encontravam, possuindo maior concentracdo na pinga do casco e diminuindo
gradativamente em direcdo aos bulbos do casco, tanto nos membros toracicos como
nos pélvicos. Essa variacao na distribuicdo ao redor da circunferéncia do casco nao
foi observada nas laminas epidérmicas secundarias, estas variaram apenas ha
direcdo préximo-distal.

Provavelmente a variacdo na densidade de laminas priméarias ao redor do
casco tenha sido consequéncia da resposta adaptativa as diferentes tensdes entre a

muralha do casco e a falange distal nas diversas regides.
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