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FORMATO DA DISSERTACAO

A presente dissertacdo € composta por capitulos.

O capitulo 1 apresenta uma introducdo geral dos objetivos do estudo desta
dissertacao.

O capitulo 2 trata de uma revisdo de literatura sobre o casco bovino e bubalino
contemplando, também, topicos especificos sobre o estojo cérneo.

O capitulo 3 apresenta a pesquisa propriamente dita e os dados histolégicos e de
dureza obtidos.

O capitulo 4 finaliza esta dissertacdo com conclusdo geral deste trabalho com
sugestdes para estudos futuros.

As referéncias de todos os capitulos se encontram em lista Unica ao final da

dissertacao.
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RESUMO GERAL

As afeccdes do locomotor distal no bovino estdo entre as trés economicamente
maiores causas de problemas em bovinos leiteiros juntamente com problemas
reprodutivos e mastite. Um estojo corneo saudavel é fundamental para prevenir
prejuizos. Com o objetivo de obter dados nacionais sobre caracteristicas biomecénicas
de dureza do casco bovino e bubalino e realizar exame histolégico para avaliacdo dos
tubulos cérneos, foram colhidas amostras da unha lateral do membro pélvico esquerdo
de 78 animais sadios de ambos 0s sexos, logo apds o abate, sendo 29 amostras de
bovinos Nelore, 22 amostras de bovinos da raca Holandesa e 27 amostras de
bubalinos Murrah. Foram retirados fragmentos de 1,5x5 cm da parede abaxial destes
cascos para que servissem de corpo de prova na avaliacdo de microdureza Knoop. De
cada grupo (Holandesa, Nelore e Murrah) sete amostras foram avaliadas
histologicamente com coloragéo padrao de hematoxilina eosina. A mensuragdo da
microdureza foi realizada em um microdurémetro, utilizando quatro diferentes cargas
(10 gdf, 25 df, 50 gf e 100 gf) e expressada em dureza Knoop (HK). Para bovinos da
raca Nelore obteve-se a média de 17,52HK, para bovinos da raca Holandesa de
17,08HK e para budfalos de 17,15HK, ndo havendo diferenca significativa de
microdureza entre as diferentes racas/espécies avaliadas (P<0,05). Outros fatores
Como sexo e peso dos animais nédo influenciaram a microdureza (P<0,05). Encontrou-
se nas diferentes espécies um minimo de 55 para um maximo de 154,4 microtubulos
por mm?. A distancia entre os tabulos variou de 42,6 a 105,9 um, o didmetro entre
28,92 a 87,36 um e a area entre 154,05 a 2433,44 um®. Em relacdo a quantidade de
tubulos cérneos, assim como para as variaveis, diametro, area do tubulo e distancia
entre os tubulos ndo houve diferenca estatistica significativa entre os trés grupos
avaliados no presente estudo (P<0,05). Obtiveram-se dados quantitativos sobre a
microdureza Knoop e os microtibulos em um mesmo estojo cérneo de bovinos da raca
Nelore e da raga Holandesa e de bubalinos Murrah. Os dados obtidos permitem
concluir que variagdes na dureza do estojo corneo do casco de ruminantes saudaveis
dependem predominantemente de fatores extrinsecos ao animal. A metodologia
utilizada permitira a avaliacdo do casco de ruminantes em futuros estudos sob
diferentes condic¢des fisiologicas e de saude.

Palavras-chave: Estojo cérneo. Bovino. Bubalino. Microdureza. Tubulos cOrneos.



ABSTRACT

The disorders of the distal locomotor system in cattle are among the three leading
causes of economic losses in dairy cattle together with mastitis and reproductive
problems. A healthy claw horn is essential to prevent damage. In order to obtain
national data on cattle and buffalo claw horn hardness and evaluate the horn tubules,
the lateral claw of the left pelvic limb of 78 healthy animals were evaluated, 29 samples
from Nelore cattle, 22 samples of Holstein cattle and 27 samples of Murrah buffaloes
were collected immediately after slaughter. Fragments of 1,5x5 cm were removed from
the abaxial side of the claw wall to be tested for Knoop microhardness. From each
group (Holstein, Nelore and Murrah) seven samples were histologically analyzed with
hematoxylin eosin staining. The measurement of hardness was performed with four
different loads (10 gf, 25 gf, 50 gf and 100 gf) and expressed in Knoop hardness (HK).
The measurements for Nelore cattle were at average 17.52 HK, Holstein cattle 17.08
HK and buffaloes 17.15 HK, with no significant difference (P<0,05). There were no
significant differences with regard to sex or weight of the animals (P<0,05). A minimum
of 55 to a maximum of 154.4 microtubules per mm? were found in the different species.
The distance between the tubules ranged from 42.6 to 105.9 uym, the diameter from
28.92 to 87.36 pm and the area between them from 154.05 to 2433.44 pm?. Regarding
the amount of corneal tubules and also the diameter, the tubule area and the distance
between the tubules there was no significant difference among the three groups in the
present study (P<0,05). Quantitative data on the Knoop microhardness and the
microtubules were obtained in the claw horn of Nelore and Holstein cattle and Murrah
buffalo. The measured data allow to conclude, that variations of the hardness of the
claw horn of healthy ruminants depends predominantly on external factors to the
animal. The applied methodology could be used in future studies to evaluate different
physiological and health conditions of the ruminant claw.

Keywords: Hoof. Cattle. Buffalo. Microhardness. Horn tubules.
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CAPITULO 1

1. INTRODUCAO GERAL

Com aproximadamente 208 milhdes de bovinos, segundo a Associacdo
Brasileira das Industrias Exportadoras de Carne (ABIEC), o Brasil tem o maior rebanho
comercial do mundo. O custo de produgéo do bovino brasileiro se situa dentre os mais
baixos do mundo, o que traz uma grande vantagem competitiva (ABIEC, 2014). Além
disso, desde 2004 o Brasil assumiu a lideranca nas exportacdes, com um quinto da
carne comercializada internacionalmente e vendas em mais de 180 paises (ABIEC,
2014).

O rebanho bovino brasileiro € composto por dois segmentos econémicos
distintos: a cadeia produtiva da carne e a do leite. A presenca dessas atividades em
todos os estados brasileiros aliada ao rendimento bruto da producdo dos dois
segmentos, estimado em R$ 67 bilhGes, evidenciam a importancia econébmica e social
da bovinocultura em nosso pais (BRASIL, 2014).

A bubalinocultura no Brasil conta com rebanho estimado em mais de um milh&o
de animais (BRASIL, 2014). A semelhanca da bovinocultura, proporciona forca de
trabalho e producéo de carne e de leite a populacdo humana.

As enfermidades do casco bovino constituem um conjunto de afeccdes
causadoras de grandes perdas produtivas, reprodutivas, de saude e,
consequentemente, econémicas mundiais. Embora as enfermidades digitais acometam
mais bovinos de aptidao leiteira (Ferreira et al., 2004; Cruz et al., 2011), o problema
também pode ocorrer em gado de corte, especialmente em animais confinados (Cunha
et al., 2002; Nagaraja e Lechtenberg, 2007).

As afeccdes do locomotor distal no bovino representam a terceira causa de
problemas em bovinos leiteiros mais importantes economicamente, depois de
problemas reprodutivos e de glandulas mamarias (Miller e Dorn, 1990). Kossaibati e
Esslemont (1997) responsabilizaram a mastite e a claudicagdo como as maiores
perdas na criacdo de bovinos de leite quanto ao aspecto sanitério, respondendo por

38% e 27% respectivamente, dos custos de saude.



Atualmente ha grande rigueza de evidéncias em todo o mundo sobre os
impactos dos problemas locomotores na producédo de leite. Diferentes estudos tém
demonstrado que problemas locomotores tem um impacto negativo sobre a producao
de leite, na Europa, como, por exemplo, na Bulgéria (Mitev et al., 2011), Finlandia
(Rajala-Schultz et al.,1999), Franca (Coulon et al., 1996), Hungria (Gudaj et al., 2012),
Suécia (Pavlenko et al., 2011), Reino Unido (Green et al, 2002; Amory et al., 2008;
Onyiro et al., 2008; Archer et al., 2010; Reader et al., 2011), na Asia em Israel
(Yeruham et al., 2000) e Japao (Higuchi e Nagahata, 2001), na América do Norte nos
EUA (Faust et al., 2001;Hernandez et al., 2002,2005; Juarez et al., 2003; Bicalho et al.,
2008;) e também na América do Sul no Chile (Green et al., 2010).

Os problemas de casco resultam em diminuicdo do desempenho, mensurados
em Varios parametros como: diminuicdo da ingestdo de alimentos, diminuicdo do peso
corporeo, diminuicédo da fertilidade, diminuicdo da producéo (carne e leite), aumento do
intervalo entre partos, aumento da taxa de abate com condenacéao total ou parcial da
carcaca, aumento do custo veterindrio, aumento da demanda de trabalho para o
manejo e tratamento do gado com problemas de casco (Greenough e Weaver, 1997,
Greenough, 2007).

No Brasil, Borges et al. (1995) verificaram o custo no tratamento de
enfermidades podais em vacas de leite, em valores atualizados, de mais de 600 reais.
Além disso, as enfermidades podais sdo responsaveis diretas ou indiretas pelo
descarte ou 0Obito precoce de vacas de leite no Brasil (Ollhoff et al.,2008).

O aspecto econbmico ndo € o unico problema decorrente das enfermidades
digitais dos bovinos, uma vez que essas doencas quase sempre sao acompanhadas
por dor e, consequentemente, claudicacdo em graus variados. Essa situacao, pelo
desconforto desencadeado nos animais, tem sido considerada um dos maiores
problemas relacionados ao bem estar animal nos bovinos (Molento e Bond, 2008;
Flower e Weary, 2009).

A importancia clinica da conformacao do aparelho locomotor distal dos bovinos
deve-se a sua relacdo com a claudicagéo, a longevidade e a produtividade dos bovinos
no rebanho (Vermunt e Greenough, 1995).
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Cerca de 90% das enfermidades locomotoras estdo localizadas no casco
(Murray et al., 1996). Segundo Meredith e Guy (1996), as técnicas de diagndstico,
tratamentos e progndésticos das enfermidades dos digitos dos bovinos sdo melhores
aplicadas quando se conhece a anatomia e fisiologia das extremidades dos membros
locomotores.

O objetivo da presente dissertacdo foi realizar a avaliacdo de algumas
propriedades, como dureza e quantidade de microtibulos, do estojo corneo tanto de
bovinos quanto de bubalinos para a geracdo de conhecimento basilar dentro da grande

area de podologia de ruminantes, até agora inexistente na ciéncia nacional.



CAPITULO 2

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ANATOMIA MACROSCOPICA DO CASCO

O conhecimento da anatomia do digito é essencial para o entendimento de suas
alteracbes (Greenough, 2007). O casco bovino e bubalino é constituido por um estojo
cérneo (capsula do casco), formado por tecido epidérmico queratinizado sendo dividido
em partes de acordo com sua localizacdo, funcéo e constituicdo (Figura 1). S&o elas:
muralha ou parede do casco, taldo, sola, bulbo do taldo, linha branca e pinca
(Toussaint Raven, 1989).

Os membros locomotores distais dos bovinos e bubalinos sdo formados por
dedos separados ou digitos funcionais, respectivamente Il ou medial e IV ou lateral e
os rudimentares, paradigitos Il e V chamados também de “sobre-unhas” (Getty, 1981;
Toussaint Raven, 1989).

Os digitos Il e IV sdo compostos por estruturas 0sseas e tecido mole envoltos
por tegumento modificado queratinizado denominado estojo cérneo digital ou casco. As
estruturas alojadas no interior do casco sao: metade distal da falange média, falange
distal, articulagdo interfalangeana distal, osso sesamoéide distal, por¢do terminal do
tendao flexor digital profundo, que se insere no tubérculo flexor da terceira falange,
porcdo terminal do tenddo extensor, que se insere nNo processo extensor da terceira
falange e bursa do navicular, que se situa entre 0 0sso sesamoide distal e o tendao

flexor digital profundo (Bragulla et al., 2004).
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Figura 1: Estruturas internas do digito bovino segundo Greenough et al. (2007).

Cada digito bovino é composto por trés tipos de tecido: a epiderme, a derme e
tecido subcuténeo. A epiderme € queratinizada e a derme, também chamada de corion,
€ uma estrutura altamente vascularizada que tem como funcdo a nutricdo do casco.
Por udltimo, o tecido subcutaneo que forma a almofada digital (Rebhun e Guard,1999).

Entre os digitos de cada membro se situa o0 espaco interdigital. Voltado para
esse espaco, cada digito possui uma por¢ao axial de formato concavo e oposto a esta,
uma porcao abaxial de formato convexo. As por¢des, axial e abaxial se encontram na
margem dorsal. A sola do digito é plana, descama constantemente mantendo uma
pequena concavidade voltada axialmente, que ndo recebe impacto de imediato na
locomocéao sob condi¢bes ideais. Caudalmente a sola se situa o taldo do digito e, em
seu interior, encontra-se uma estrutura essencial para o amortecimento de impacto, o

colchéao digital (Bragulla et al., 2004).



A irrigacao sanguinea ocorre principalmente pela artéria digital palmar comum Il
no membro toracico e, no membro pélvico, a artéria equivalente € a digital plantar
comum Il (Monte e Galotta, 2006).

No membro torécico, a face palmar dos digitos recebe nervos provenientes do
nervo mediano e ramo palmar do nervo ulnar. Na face dorsal, os nervos provém do
ramo superficial do nervo radial e do ramo dorsal do nervo ulnar. No membro pélvico,
os nervos da face plantar dos digitos sdo ramos do nervo tibial e, na face dorsal, os
nervos provém do nervo fibular superficial e profundo (Bragulla et al., 2004).

Enfermidades metabdlicas tais como acidose lactica ruminal, laminites e
caréncias de certos nutrientes, podem promover alteragbes na qualidade e no
crescimento dos cascos, através de modificacdes tempordrias do tecido primordial
germinativo deste tegumento, na Iamina coridnica, no estrato basal do perioplio e na
coroa do casco. A presenca de tecido corneo de ma qualidade constitui um fator
predisponente para o desenvolvimento de outros processos infecciosos ou
degenerativos futuros, que irdo gerar claudicagcdo nos bovinos acometidos (Ollhoff e
Ortolani, 2001).

Os tecidos internos do locomotor distal bovino estdo, em sua maioria, protegidos
pelo estojo cérneo. A inspecdo do estojo coérneo pode fornecer importantes
informacdes a respeito do manejo nutricional e historico clinico recente de um bovino
(Greenough e Weaver, 1997).

Apesar de apresentar um digito maior e a coloracado via de regra negra, o casco

bubalino ndo difere fundamentalmente do bovino (Tulio, 2006; Campos, 2012).

2.2. 0 ESTOJO CORNEO

O casco € composto por trés camadas: epiderme, derme e subcutis (Figura 2). O
estojo corneo é composto pela epiderme formada por células vivas na camada mais
interna e espessa camada de células mortas queratinizadas mais externamente
(Greenough, 2007).



Figura 2: Digitos bovinos de membro toracico direito em vista dorsal e com unha
lateral serrada longitudinalmente, mostrando o estojo cérneo e suas estruturas

anatdmicas externas e internas.



O estojo cérneo € a continuacédo epidérmica da pele abaixo da banda coronaria
(Toussaint Raven, 1989; Greenough, 1997), estendendo-se nas suas faces axiais e
abaxiais até a superficie de apoio sendo chamado de parede do casco. O estojo cérneo
€ rigido e atua como um protetor das camadas internas e também como dissipador da
forca exercida pelo peso da vaca, do corpo para o chao. O tecido cérneo do casco tem
diferentes graus de dureza, variando com o local em ordem crescente de dureza ha a
linha branca, taldo, sola e muralha (Toussaint Raven, 1989).

A parede da unha é dividida em superficie lateral ou lado abaxial, superficie
medial ou lado axial e parede dorsal (Toussaint Raven, 1989). A superficie medial &
pequena, fina e sustenta 0 peso corporal somente em seu terco mais cranial; une-se ao
bulbo axialmente em seu terco caudal e encontra a superficie dorsal na flexura dorsal.
A superficie dorsal une-se a superficie lateral de forma continua, a qual encontra o
bulbo a poucos centimetros de seu término caudal (Toussaint Raven, 1989; Budras,
2003).

Em continuidade com a parede do casco encontra-se na face palmar/plantar a
sola, menos resistente e mais flexivel que a parede, constituindo outra estrutura
epidérmica diferenciada cuja juncédo com a parede é realizada por meio da linha branca
(Van Amstel e Shearer, 2001). O taldo, estrutura epidérmica no extremo caudal do
casco, conecta-se a parede axial e abaxial. Ventralmente, o taldo une-se a sola. A
substancia cornea dos tales é fina, flexivel e possui como fungéo proteger a almofada

plantar, que é o amortecedor no momento do impacto do peso (Bicalho et al., 2009).

2.2.1.Funcéo do estojo corneo

A finalidade do estojo cOrneo € proteger o corion e estruturas subjacentes contra
les@es fisicas, quimicas e biologicas, além de transmitir as forcas de tracdo e dissipar
as forcas de concussdo que ocorrem quando os digitos entram em contato com o solo
(Budras, 2003; Ferreira et al., 2005).

Todas as estruturas que formam o membro locomotor distal tém a funcao de dar
suporte e distribuir, assim como amortecer, o peso do animal, absorver o impacto que
representa o apoio do corpo no solo e permitir a locomogé&o (Toussaint Raven, 1989;
Acufia, 2004).



2.2.2 Composicao quimica do estojo coérneo

O tecido corneo € produzido pelos queratindcitos da epiderme em um processo
especializado conhecido como queratinizagdo. A camada de derme da pele e sua
capacidade de fornecer os nutrientes necessarios, junto com uma exposi¢do hormonal,
modulam e controlam a diferenciacdo celular na epiderme, incluindo a formacgéao de
gueratina (Fraser e Macrae, 1980). Quando o fornecimento de nutrientes para as
células formadoras de queratina do casco € comprometido ou completamente
interrompido, um tecido queratinizado inferior, isto €, um casco de qualidade inferior é
produzido, o que pode levar a um aumento da susceptibilidade a distarbios (Milling et
al., 1999).

Dentro de um processo de nutricdo adequado via difusdo pelos vasos
sanguineos da derme subjacente, a formacé&o de proteinas de queratina é parte de um
processo sistematico de diferenciacdo celular que transforma células epidérmicas vivas
altamente funcionais em células cornificadas, isto €, em células estruturalmente
estaveis mas sem atividade metabdlica (Milling, 2000).

Os nutrientes requeridos para uma queratinizacdo normal sdo: aminoacidos,
especialmente aqueles que contém enxofre tais como a cisteina, histidina e metionina
(Ward e Lundgren, 1954; Ekfalck et al., 1985), acidos graxos (Wertz e Downing, 1982),
tais como &cido linoléico e &cido araquiddnico, minerais, em particular o calcio (Rice e
Green, 1979; Heenen et al., 1992), também micro-minerais como o zinco, e vitaminas,
em particular a biotina (Buffa et al., 1992; Comben et al., 1984; Whitehead, 1988).

A estabilidade estrutural do tecido corneo é resultante dos complexos formados
entre a queratina e os aminoacidos metionina, histidina, lisina e arginina, bem como
agua, macro e microelementos e uma pequena quantidade de gordura (Dyce et al.,
1997). Minerais e vitaminas desempenham importantes papéis na producdo e
manutencdo da saude dos tecidos queratinizados (Mulling et al., 1999). Aumentar a
biodisponibilidade de minerais melhora a sua utilizacdo e, portanto, pode ajudar a
melhorar a integridade dos tecidos queratinizados (Ballantine et al., 2002).

Os queratinécitos da camada basal da epiderme produzem dois tipos de
gueratinas protéicas: proteinas filamentosas e proteinas de filamento associadas. As

Ultimas séo caracterizadas por seu alto conteddo de cisteina. A estabilidade estrutural



do tecido corneo é resultado dos complexos queratina-proteina feitos possivelmente
pelas ligacbes dissulfetos entre os residuos de cisteina. O material de cobertura de
membrana € produzido pelos queratinécitos da camada espinhal da epiderme. Este
material consiste de glicoproteinas e lipidios complexos e podem ser considerados
como uma “argamassa” (Milling, 1993). As porc¢des glicoprotéicas do material de
cobertura de membrana sé@o necessarias para a ligacdo das células do tecido corneo, e
os lipidios sdo componentes importantes como barreiras de permeabilidade, necessaria
para manter a hidratacdo do tecido cérneo, apropriada, nas condicdes ambientais as
guais esse esta exposto (Coffman et al., 1970).

Estudos recentes de Tolboll et al. (2012) conseguiram aplicar técnicas
protedbmicas em tecidos adjacentes ao estojo corneo (pele da coroa do casco, derme e
camada lamelar), descrevendo em maior detalhamento bioquimico estas estruturas. Ao
estojo corneo, no entanto, ndo foram aplicadas estas técnicas, o que contribuiria para a

elucidacdo de suas caracteristicas proprias.

2.2.3. Estrutura microscopica

Os tecidos que compdem o digito se interrelacionam e se complementam no
desempenho de suas funces. Isto vale também para as estruturas microscépicas que
compdem o estojo corneo. Epiderme, derme e tecido subcutaneo estao intimamente
ligados e séo interdependentes. Em todas as regifes do casco, ha sempre uma
epiderme viva separada da derme subjacente por uma membrana basal. Nessa area

de transicdo podem ocorrer altera¢cdes importantes no digito bovino (Greenough, 2007).

2.2.3.1. Epiderme

A epiderme divide-se em: estrato basal, estrato germinativo e estrato cérneo.
Este ultimo ainda se subdivide em: estrato externo, estrato médio e estrato interno ou
lamelar. O estrato interno € formado por laminas epidérmicas e corneais, enquanto o
estrato médio é composto por tubulos cérneos e pela substancia cérnea intertubular
(Pollitt, 2004).
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A camada germinativa da epiderme e o cérion tém uma relagdo intima, por
consequéncia, qualquer lesdo numa destas estruturas conduz a alteracbes na outra. A
epiderme é avascular, sendo que os queratinécitos da camada germinativa dependem
do suprimento sanguineo da derme (coérion) para obtencdo de oxigénio e nutrientes.
Esta difusdo sanguinea pode ser interrompida o que conduz a producao de um tecido
corneo de baixa qualidade (Dyce et al., 1997).

Externamente, verificam-se na epiderme ou tecido cérneo, estruturas que
adquirem nome proprio (Dyce et al., 1997), como o bordo coronario ou coroa, parede
ou muralha, sola, taldo e linha branca. Todas estas estruturas, do ponto de vista
microscoépico, possuem em sua epiderme tanto células da membrana basal, espinhal e
granulosa quanto células de tecido queratinizado intertubulares e os tubulos de
queratina compostos pela medula dos tubulos e sua camada cortical. No entanto, a
guantidade destas e, em especial, a quantidade de pontes de sulfidrila e de disulfetos,
varia de acordo com a sua localizacéo (Milling, 1993).

O cemento intercelular, também chamado de material de revestimento de
membrana € produzido na camada espinal média e exocitado para 0 espacgo
intercelular. O cemento é formado por glicoproteinas e lipidios complexos como
glicofosfolipidios e acilglicosilceramidas. A funcao principal do cemento na epiderme é
estabilizar a ades@o celular, isto é, unir firmemente as células corneas umas as outras,
dando estabilidade mecéanica ao tecido. A adesdo celular é garantida pela presenca
dos desmossomos que formam uma ponte entre duas células vizinhas, por onde se
conectam os filamentos intermediarios, formando uma estrutura de grande forca
tensora. Sua estrutura € composta de varias proteinas de ancoramento intracelular
(placoglobina e desmoplaquina) que € responsavel pela conexao do citoesqueleto as
proteinas de adesdo transmembrana (desmogleina e desmocolina), que pertencem a
familia das caderinas (Alberts et al., 2002).

Disturbios na sintese do cemento resultam em alteragcbes na sua composicao,
levando a perda parcial ou total de sua funcéo e, conseqientemente, a separacao das
células e mudancas biomecéanicas (Budras et al., 1998).

A cépsula do estojo corneo é dividida em periéplio, partes tubulares e lamelares.

Na parte mais proximal do casco ha a coroa do casco, que € constituida por uma
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derme especializada, que faz a juncao da pele com a muralha do casco. Essa regido é
chamada de limbo ou perioplio. Abaixo dela ha o coxim coronariano. Na parte caudal,
h& a modificacdo da coroa, dando origem ao bulbo do taldo (Toussaint Raven, 1989). A
linha branca é o tecido mais macio do estojo cérneo e faz a ligagdo da parede com a
sola.

Lesbes na linha branca podem favorecer a entrada de microrganismos. A sola &
a regidao que fica em contato com o solo na porcao cranial entre a parede axial e
abaxial e em sua porcdo media ao lado da parede abaxial (Kimper, 1997).

A sola compde-se de tecido corneo tubular e intertubular, produzido pelo estrato
germinativo, apresentando consisténcia mais macia e menos resistente que o tecido

cérneo da parede (Greenough et al., 1981).

2.2.3.2. Derme

A derme, também chamada de corion ou pododerma, possui vasos sanguineos
e nervos. E constituida por uma camada reticular mais profunda e uma camada mais
superficial da qual se originam papilas que se projetam de diferentes formas,
dependendo do segmento do casco. A membrana basal e epiderme viva recobrem a
derme e formam um molde exato. O segmento da parede se diferencia nesse aspecto.
A camada mais superficial da derme forma diversas laminas paralelas por entre as
guais se projetam laminas epidermais (Mulling e Budras, 2003).

A derme ou corion divide-se em trés partes: A parte coronariana ou periéplio
ocupa um espaco restrito, sendo formada por papilas vascularizadas que se orientam
em direcdo a superficie do solo. A parte parietal ou tubular localiza-se imediatamente
abaixo da derme coronariana e a derme lamelar € predominantemente vascular e tem
muitas fibras reticulares densas que ligam a parede dos vasos a falange distal (Dyce et
al., 1997).

2.2.3.3. Tecido subcutaneo
O tecido subcutaneo ou sub-cutis é abundante no bulbo ou taldo, apresentando-
se como uma densa camada de tecido fibroeldstico. O bulbo tem uma importante

funcdo de amortizacdo dos impactos e, quando é pressionado durante a distribuicdo de
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peso, expande-se axial- e abaxialmente, transferindo as forcas para a parede do casco.
Quando ocorrem alteracdes na estrutura do taldo ou quando ha reduzidas forcas de
tensdo, a absorcdo do impacto pelo bulbo fica claramente comprometida (Dyce et al.,
1997; Acuia, 2004; Bicalho et al., 2009).

2.2.4 Histologia do estojo cérneo

Histologicamente, a pele digital dos bovinos é constituida por uma porcéo
epitelial e uma porcédo conjuntiva denominada derme, a qual se encontra envolvida por
um denso arranjo celular, denominado estrato basal da epiderme. A epiderme, por sua
vez, é formada essencialmente de um epitélio estratificado pavimentoso queratinizado,
apresentando varias camadas sobrepostas, da derme em direcdo a superficie externa
(Tomlinson et al., 2004).

A formacdo do tecido cérneo (cornificacdo da epiderme) € resultado da
proliferacdo, diferenciacdo celular e queratinizacdo das células. E um processo
dindmico de diferenciacdo de células epidermais. Esse processo € caracterizado por
alta taxa de sintese de queratina e de cemento intercelular pelas células epidermais. O
processo inicia-se com a divisdo mitética das células na camada basal e termina com a
gueratinizacdo das células no fim dos seus ciclos na camada espinal. O tecido
epidérmico é mantido pelo equilibrio da proliferacéo de células na camada basal e pela
queratinizacdo das células durante a cornificacdo nas camadas superiores (Tomlinson
et al., 2004).

O processo de diferenciacédo das células epidermais é chamado queratinizagéo.
O acumulo intenso desta queratina leva a diferenciacdo terminal chamada de
cornificacdo. As células queratinizadas possuem organelas especializadas para alta
producdo de proteina, sendo que, na camada basal elas iniciam a producdo da
gueratina e 0 aumento intensivo ocorre nas camadas seguintes (Budras et al., 1998;
Bergsten e Miulling, 2004).

As estruturas internas do casco sao a epiderme, o corion (derme) e a hipoderme
(subcutaneo). A epiderme é composta pelos estratos externo, médio e interno
(germinativo), ndo contém vasos e nervos e esta localizada superficialmente ao cérion

(Greenough et al., 1981; Weaver et al., 1981; Toussaint Raven, 1985). O estrato interno
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é formado por laminas epidérmicas e corneais, enquanto o estrato médio € composto
por tubulos corneos e pela substancia cornea intertubular (Figura 3) (Pollitt, 2004). A
sola do casco compde-se de tecido cérneo tubular e intertubular, produzido pelo estrato
germinativo. Este tecido reveste a papila do coérion da sola e € de consisténcia mais
macia e menos resistente que o tecido cérneo da parede (Greenough et al., 1981). A
epiderme é formada por células vivas da camada basal e as células queratinizadas da
camada cérnea (Budras et al.,1998).

O cdrion é vascularizado e atua como camada nutritiva e estabilizadora para a
epiderme, mas ndo produz o tecido cOrneo por si mesmo (Budras et al.,1998). As
regides do corion sdo denominadas perioplio, coronario, laminar e corion da sola. A
hipoderme consiste de tecido conjuntivo colagenoso e adiposo (Guenther, 1978; Pollitt,
2004).

Estojo corneo normal

Espaco intertubular Perioplio

Tabulos corneos Papila coronari

o _— Lamina
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:,ﬁ‘ - s
. ’ ..
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Figura 3: Histologia do casco esquematizado segundo Pollitt (2004).
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As propriedades mecanicas do tecido corneo sofrem influéncia principalmente
da formacédo das células queratinizadas, da arquitetura geral destas e da estrutura, de
disposicdo e quantidade dos tubulos queratinicos na epiderme de sua conexao através
do cemento intercelular (Mdlling, 1993).

As caracteristicas do estojo corneo sdo dependentes do niumero de tabulos por
unidade de area e o teor de agua, minerais e proteinas (Borderas et al., 2004). Por
outro lado, o piso, ou seja, 0 meio ambiente interfere diretamente no didmetro e na
razdo medula para cértex dos tubulos, sendo que ambos decrescem em condi¢des de
piso duro (Lendner et al., 2004) o que, segundo os autores, determinaria um estojo
cérneo de pior qualidade.

O nuamero de tubulos por unidade de area pode afetar a dureza do casco desde
gue o material intertubular possa absorver mais umidade com menos tubulos por mmz,
A parede externa do casco tem mais tabulos quando comparada com a sola e os
mesmos representam a dureza do casco (Van Amstel e Shearer, 2006).

Dessas estruturas, o tecido cérneo pode ser comparado a uma parede de tijolos,
onde as células corneas agem como os tijolos e o cemento intercelular como a
argamassa (Budras et al., 1998).

Os lipidios do cemento estabelecem uma barreira permeavel no espaco
intercelular. Essa barreira protege as células da perda excessiva de 4gua, bem como
de uma excessiva hidratacdo que poderiam alterar completamente as propriedades do
tecido corneo, situagdo que predispbe aos disturbios dos cascos (Budras et al., 1998;
Budras e Milling, 1998). Higuchi et al. (2005) verificaram que as ceramidas, 0s
principais lipidios do estojo corneo, sdo mais presentes em estojo corneo saudavel e

evitam a penetracdo de agua no casco bovino.

2.2.5. Fatores que influenciam o estojo cérneo

Diferentes fatores tém sido responsabilizados por influenciar o estojo corneo das
extremidades distais dos membros locomotores, tais como: nutricdo, predisposicao
genética, meio ambiente, manejo, estresse, traumatismos, estacdo do ano, idade,

umidade, sistema de criacdo, enfermidades do aparelho reprodutor e da glandula
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mamaria e deficiéncia de micro-elementos (Dirksen e Stbber, 1981; Nocek, 1993;
Richardson, 1996).

2.2.5.1. Fatores externos de influéncia sobre o estojo cérneo

2.2.5.1.1. Fatores ambientais

A influéncia ambiental sobre o estojo cérneo é secundaria, isto €, altera as
caracteristicas estruturais jA existentes na unha, alterando, portanto a qualidade
cérnea. A umidade ambiental, por exemplo, influencia a dureza do estojo corneo
(Budras et al., 1998) e o seu desgaste (Rosenberger et al., 1993).

A resisténcia do tecido corneo do casco as adversidades ambientais depende de
sua dureza, que influencia a taxa de desgaste e erosao do tecido corneo (Vermunt e
Greenough, 1995). Os bovinos séo originarios dos pastos nativos e terrenos irregulares
da Europa. Esse ambiente proporcionava o desgaste e crescimento das unhas em
niveis semelhantes, mantendo-as naturalmente equilibradas (Burgi, 1998). O préprio
ato do casqueamento, ou seja, um desgaste induzido estimula o crescimento do estojo
cérneo (Ollhoff e Ortolani, 2001).

Fatores externos influenciam a qualidade do estojo cérneo, desta maneira
substancias como esterco e urina podem destruir a substancia cimentante das
lipoproteinas ao redor das células do casco, reduzindo, assim, a qualidade do casco
(Nocek et al.,, 2000). Segundo Phillips e Morris (2001) vacas em sistema de
confinamento movimentam-se menos que as vacas a pasto e essa diferenca pode
aumentar se o animal sente dificuldades em se locomover devido a grande presenca
de excrementos no chéo da instalagdo. A menor taxa de locomogéo leva a uma menor
perfusdo sanglinea e pior nutricdo do estojo cérneo (Phillips e Morris, 2001). Més
condi¢cdes de higiene, acumulo de fezes e urina, umidade, clima, estacbes do ano,
sistema de criagcdo onde o0s animais encontram-se, manejo, condi¢cdes de estresse,
traumatismos, tipo de piso, sdo apontados como 0s principais fatores ambientais
capazes de alterar o estojo cérneo para pior (Nicoletti, 2003; Dias, 2004). Esses fatores
comprometem a barreira fisica do casco, favorecendo o estabelecimento e

desenvolvimento dos agentes envolvidos nas enfermidades (Nicoletti, 2003).
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O tipo de piso no qual os animais estdo expostos é um fator importante que
influencia na qualidade do estojo cérneo, especialmente em interacdo com outros
fatores de risco (Holzhauer et al., 2008; Cook e Nordlund, 2009). Pisos muito asperos
como o de concreto, empregado nas instalagdes de grandes propriedades leiteiras,
desgastam excessivamente o tecido cérneo do casco, que pode superar 0 crescimento
(Cook et al., 2004; Milling et al., 2006).

O estojo cérneo necessita de umidade para manter a elasticidade enquanto que,
em condi¢cdes muito secas, a parede pode sofrer rachaduras, situagdo pouco comum
no sistema de criacdo intensivo, com acumulo de fezes mais pastosas, chorume ou
lama. Em condi¢des de pasto, 0s cascos limpam-se mecanicamente, portanto, o pasto
€ 0 ambiente que normalmente causa menos alteracdes no estrato corneo (Bergsten,
2004).

O ambiente para o repouso em decubito € outro aspecto importante. Um
ambiente confortdvel para a vaca significa espaco suficiente para deitar e uma
cobertura adequada de piso, como areia ou palha. Ressalta-se que em um ambiente
confortavel, vacas podem passar de 12 a 15 horas diérias deitadas (Bergsten, 2003). O
repouso em decubito favorece a ruminacéo e a circulacdo sanguinea nas extremidades
distais dos membros, considerados fatores benéficos para a saude dos digitos (Mulling
et al., 2006; Greenough, 2007).

Segundo Manske (2002) a superficie ideal para manter a salude do aparelho
locomotor distal bovino deve ser um piso resistente, higiénico e que proporcione o

equilibrio entre crescimento e desgaste dos cascos.

2.2.5.2 Fatores internos, inerentes ao animal, de influéncia sobre o estojo corneo

2.2.5.2.1. Nutricao

A qualidade das unhas é diretamente proporcional a producao do tecido corneo
e sua resisténcia (Vermunt e Greenough, 1995). Disturbios nutricionais ou metabdlicos,
gue causem uma diminuicdo do aporte de nutrientes ao casco, seja por alteragéao
circulatoria ou alimentar, provocam uma diminuicdo da qualidade do estojo cérneo,

ocorrendo a formacéao de tecido de qualidade inferior (Milling et al. 1999).

17



O casco € composto de aminoéacidos, agua, macro (calcio, fésforo) e micro-
minerais (cobre, enxofre, cobalto, molibdénio e zinco) e pequena quantidade de tecido
adiposo. Em relagéo aos micro-minerais, destacam-se o cobre e o zinco, que além de
atuarem como componentes essenciais de varios sistemas enzimaticos sdo elementos
fundamentais na sintese de queratina para a producdo e manutencéo da integridade
dos cascos (Nicoletti, 2003).

O zinco foi identificado como mineral fundamental no processo de
gueratinizacao (Smart e Cymbaluk, 1997; Mulling et al., 1999; Milling, 2000), baseado
nas suas funcdes de catalisador de enzimas como a RNA transferase, formacdo de
proteinas estruturais filamentosas e regulador do processo de queratinizacéo (Cousins,
1996). O zinco usado diariamente na ragédo de bovinos tem dois efeitos benéficos nos
cascos, sendo o primeiro, 0 aumento da resisténcia da epiderme; e o segundo, impedir
a continua penetracdo de microorganismos infecciosos, pela melhora do processo de
cicatrizacdo da pele, apds a infeccdo (Toussaint Raven, 1989). O zinco € necessario
para a incorporacdo da cistina na queratina (Moynahan, 1981). Caréncia de micro-
elementos, como o cobre (Cu) e o zinco (Zn) e de vitamina E e selénio (Se) séo
considerados fatores de risco reducao da qualidade do estojo corneo (Sagués, 1995).

A biotina foi primeiramente descoberta como uma vitamina essencial para o
funcionamento normal da pele (Bonjour, 1984). A biotina ou vitamina H € uma vitamina
do complexo B, hidrossoluvel considerada um nutriente essencial na sintese e
lipogénese da queratina. Alguns autores tém descrito que a biotina influencia a
proliferacdo e a diferenciagdo da epiderme, também necessarios para a queratinizacédo
normal (Hedges et al., 2001; Hoblet e Weiss, 2001; Potzsch et al. 2003; Vermunt,
2004).

Muitos estudos comprovam que a suplementagdo de biotina € efetiva para a
melhora da qualidade do casco em bovinos leiteiros (Midla et al., 1998; Campbell et al.
2000; Fitzgerald et al. 2000; Hedges et al. 2001; Lischer et al., 2002).

Segundo Higuchi et al. (2003), trabalhando com bovinos Holandeses, 0 estojo
cérneo dos animais suplementados com biotina por dez meses apresentou-se com
maior dureza e com menor teor de umidade quando comparado com o grupo controle.

Porém nesta pesquisa, ndo se observou diferenca significativa na micromorfologia do
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estojo cOrneo entre 0s grupos controle e o suplementado com biotina, supondo-se que
dez meses de suplementacdo sdo suficientes para reduzir o teor de umidade
aumentando a dureza do estojo cérneo, mas ndo suficientes para causar alteracdes
histol6gicas no mesmo.

Cascos de ma qualidade podem ser evitados de diferentes formas: mantendo-se
o animal adequadamente exercitado, o que normaliza o fluxo sanguineo do digito e,
consequentemente, de toda a estrutura do casco; mantendo-se a hidratacéo ideal do
estojo corneo (45% de umidade na sua camada interna e 15-20% na sua camada
externa), através de suplementacéo oral com biotina, o que segundo Buffa et al. (1992)
ocasiona melhores taxas de crescimento e dureza ao casco equino. Também o uso de
Oleos de origem animal (lanolina e 6leo de peixe, por exemplo) foi benéfico como
auxiliar na hidratacdo do casco equino (Stashak et al., 2006). O uso de 6leos de

maneira comercial em cascos bovinos é desconhecido.

2.2.5.2.2. Genética

Segundo Politiek et al. (1986), o melhoramento genético pode ser um fator
importante para a melhoria da qualidade do rebanho no que concerne a podologia.

A conformacdo dos cascos e pernas, além do tamanho corporal, pode
determinar maior ou menor carga sobre uma ou mais unhas e, por consequéncia,
acentuar os problemas advindos de lesbes mecénicas internas (Toussaint Raven,
1989, Kumper, 1997).

Segundo Distl (1990), a qualidade do estojo cérneo na pecuaria pode ser
definida pelas medidas do estojo cérneo, que mostram altas correlacdes genéticas para
ocorréncia de disturbios de casco e perda econdmica. A herdabilidade e variacao
genética aditiva dos distlrbios e medidas do estojo cdrneo sdo altas o suficiente para
fornecer espaco para a selecdo. As medidas morfoldégicas do estojo cérneo séo as
caracteristicas mais Uteis para o melhoramento genético da qualidade do estojo cérneo
em um programa de teste de progénie.

Segundo Peterse (1992), o numero de tubulos, a espessura da parede, a
composicdo quimica e a cor do casco sdo fatores determinantes para a resisténcia do

casco. E conclui que os cascos de cor escura, com maior numero de tabulos e com
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parede mais espessa, SA0 0S mais resistentes. Acrescenta-se o fato de o estojo cérneo
ser composto por queratina, uma proteina ligada por pontes sulfidricas. As regides do
casco com maior numero de pontes sdo também as mais resistentes (Mulling, 1993).
Também as disposi¢cdes dos feixes de queratina de forma organizada na parede do
casco e de forma aleatéria na linha branca contribuem para uma maior ou menor
resisténcia, respectivamente, do estojo corneo (Kempson e Logue, 1993). Apesar de
Vermunt e Greenough (1995) em uma revisdo afirmarem, que ndo parece haver
influéncia da cor do casco sobre sua qualidade, Nicoletti (2003), afirma que a
pigmentacdo do casco € uma caracteristica racial e que os cascos claros ou nao
pigmentados tém menor resisténcia que 0S cascos escuros ou pigmentados, e seriam,
portanto, mais suscetiveis a lesdes. Trabalhando com uma mesma raga e avaliando
somente a pigmentagdo, Sogstad et al. (2011) observaram um menor numero de
hemorragias de sola e de ocorréncia de doenca da linha branca em casco escuro, sem
associacfes com outras afeccdes do casco.

Para Toussaint Raven (1985), o local constituido de tdbulos e tecido corneo
intertubular incompletamente queratinizados, produzido pelo estrato germinativo das
laminas epidérmicas, sera mais macio.

A questdo racial também é considerada como fator, sendo que as racas taurinas,
especialmente a Holandesa, sdo consideradas mais propensas a lesdes do casco que
as racas zebuinas (Borges, 2002). Vacas mesticas Indubrasil apresentaram taxas

intermediarias de les6es do casco (Silveira et al., 2009).

2.2.6.Dureza do estojo corneo

A arquitetura do estojo corneo é determinada pela formacdo da superficie da
derme subjacente (Kempson e Logue, 1993; Milling et al., 1999). A derme nao sé
proporciona suporte mecanico, nutrientes e oxigénio, mas também determina a
composicao celular do casco.

A substancia cornea € produzida pelas papilas dérmicas do corion, que
empurram as células cérneas formando os tubulos coérneos. A substancia cérnea
intertubular gera-se entre as papilas (Acufia, 2003). De outra forma a parede do casco

consiste, portanto, em um aglomerado de tubulos cérneos, cimentados entre si por
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substancia intertubular. A cornificacdo é o processo pelo qual a parede adquire a
dureza e a resisténcia que |he séo caracteristicas (Acufia, 2003; Bergsten e Milling,
2004).

A resisténcia mecéanica e a qualidade do casco estédo diretamente relacionadas
com as dimensdes de tubulos, ou seja, o diametro e propor¢cdo medula/cértex e, por
conseguinte, o arranjo e relacdo espacial das células tubulares, intertubulares, e
laminares (Mulling et al., 1999).

A qualidade do casco € determinada em grande medida pelo niumero dos
tibulos por unidade de area (Politiek et al., 1986). Menos tibulos por mm? significa que
mais umidade pode ser absorvida pelo material intertubular. A densidade aproximada
de tdbulos no casco € de 80 tubulos/mm?2 na parede do casco, diminuindo para 20
tubulos/mm? na area central da sola, sendo a parede a parte mais forte do casco. Nao
h& tabulos na linha branca (Van Amstel e Shearer, 2006).

ApOs o processo da cornificacdo, o nivel de hidratacdo é o que possui a maior
influéncia sobre aspectos biomecéanicos do estojo cérneo possibilitando uma maior
adaptabilidade em diferentes partes da unha (Milling, 1993; Franck et al., 2006).

A dureza do casco depende do teor de umidade do corno (Dietz e Prietz, 1981).
Martig et al. (1980) e Naumann (1984) encontraram uma relacao inversa entre dureza e
contetdo de &gua do casco. A dureza diminuiu com o aumento do teor de umidade.
Dietz e Prietz (1981) sugeriram que o teor de agua esteja relacionado com a micro
arquitetura e composicéo bioquimica do casco.

A maior parte da agua é absorvida nas primeiras 24 horas de contato, sendo que
a medida que aumenta a absor¢céo de agua, a dureza diminui (Borderas et al. 2004). A
dureza aumenta em sentido vertical (mais duro quanto mais proOximo a coroa) e em
sentido cranial (mais mole no taldo e vai aumentando na dureza em dire¢do a pinca), o
que Hinterhofer et al.(2005) relacionaram com a diferenca em matéria seca nestas
regioes. Esta relacdo com a agua foi inclusive verificada mais recentemente no tecido
corneo dos cornos de bufalos e bovinos (Zhang et al. 2013). Apesar destas evidéncias,
Hinterhofer et al. (2007) estudando a elasticidade do estojo cérneo do casco bovino
saudavel e laminitico consideraram este fator de saude mais importante nas alteragfes

da qualidade do casco do que o conteudo de agua.
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Além da agua, outros componentes quimicos, principalmente compostos
amoniacais e acidos encontrados no chorume sédo capazes de diminuir a dureza e a
elasticidade do estojo corneo de bovinos da raca Holandesa. Este efeito é decorrente
do rompimento da camada de ceramida que recobre o estojo cérneo e solubilizacdo de
proteinas, principalmente a citoqueratina 10, proteina do citoesqueleto de maior
ocorréncia do estrato corneo (Higuchi et al., 2009). Tanto a aménia (NH3) quanto o
sulfeto de hidrogénio (H,S) sdo capazes de solubilizar de 20 a 40 vezes mais
citoqueratina 10 do que a &gua (Higuchi et al., 2009).

A dureza do estojo cérneo pode ser medida in vivo e ex vivo, em pecas obtidas
geralmente de abatedouro. O método de mensuracdo ex vivo € mais utilizado pela
facilidade de execucdo e menor periculosidade. Entre algumas mensuracoes
realizadas, Miilling (1993) conseguiu obter o valor de dureza de 25,7 N'mm? em uma
meédia de 10 amostras da parede do casco. Como os estudos que abordam a dureza
do casco empregaram grande variedade de metodologia com diferentes unidades de
dureza, os resultados obtidos representam uma grande dificuldade para fins de
comparacao. Exemplos de tais estudos foram os de Borderas et al. (2004) com dureza
em média de 69 D, Hinterhofer et al. (2005) com dureza shore D entre 52,2 e 63,9 D;
Winkler e Margerison (2012) com resisténcia pontual de 853 N e 7,33 N,
respectivamente na sola e na linha branca. Zhang et al. (2013) apesar de nao
trabalharem com casco bovino e bubalino, encontraram grande variagdo na
microdureza do corno de bubalinos e bovinos em uma escala de Vickers utilizada.

Ressalte-se que na literatura consultada, com excecdo de Zhang et al. (2013)
gue utilizaram o tecido queratinizado do corno bubalino, nenhuma outra referéncia com

relacéo a dureza do tecido corneo bubalino foi encontrada.
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2.3. CONCLUSAO

Entre fatores externos e internos que melhoram a qualidade do estojo corneo,
prevalecem os internos. Entre os fatores internos levantados, o0 manejo nutricional € um
dos mais importantes pontos focais na tentativa de melhorar a qualidade do estojo
cérneo e, até mesmo do casco como um todo. A nutricdo correta do estojo cérneo no
entanto somente ocorrera em animais com a saude intacta, garantindo o fluxo
sanguineo ao estojo corneo através de exercicios diarios e sem a interferéncia de
fatores téxicos (endotoxinas) liberados em processos inflamatdrios ou infecciosos
locais ou sistémicos. Nao foram encontrados estudos ressaltando particularidades

estruturais sobre o casco e estojo cérneo do bufalo doméstico.
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CAPITULO 3

RESUMO

Um estojo cérneo saudavel é basilar para prevenir prejuizos, principalmente nas
modernas criagdes intensivas de grandes ruminantes. Com o objetivo de obter dados
nacionais sobre caracteristicas biomecanicas de dureza do casco bovino e bubalino e
realizar exame histolégico para avaliacdo dos tubulos cérneos, foram colhidas
amostras da unha lateral do membro pélvico esquerdo de 78 animais sadios logo apés
0 abate, sendo 29 amostras de bovinos Nelore, 22 fémeas e 7 machos, 22 amostras de
bovinos da raca Holandesa, sendo 12 fémeas e 10 machos e 27 amostras de bubalinos
Murrah, sendo 6 fémeas e 21 machos. Foram retirados fragmentos de 1,5x5 cm da
parede abaxial destes cascos para que servissem de corpo de prova nos testes
biomecénicos. Esses fragmentos foram embutidos em resina acrilica, depois lixados e
polidos obtendo-se uma textura superficial padrdo. De cada grupo (Holandesa, Nelore,
Murrah) sete amostras foram avaliadas histologicamente. As amostras foram cortadas
em fragmentos com 2 a 4 mm de espessura. As amostras foram colocadas em tubos
do tipo Falcon contendo 10 mL de solucdo de &cido nitrico a 15% para serem
processadas seguindo técnica histolégica padrdo. A mensuracdo da microdureza foi
realizada em um microdurdometro, utilizando quatro diferentes cargas (10 gf, 25 gf, 50 gf
e 100 gf) e expressada em dureza Knoop (HK). Para bovinos da raca Nelore obteve-se
em média de 17,52HK, bovinos da raca Holandesa de 17,08HK e bufalos de 17,15HK,
nao havendo diferenca significativa de microdureza entre as diferentes racas/espécies
avaliadas (P<0,05). Nao houve diferencas significativas com relacdo ao sexo e ao peso
dos animais (P<0,05). Encontrou-se nas diferentes espécies um minimo de 55 para um
maximo de 154,4 microtGbulos por mm?. A distancia entre os tdbulos variou de 42,6 a
105,9 pm, o diametro entre 28,92 a 87,36pm e a area entre 154,05 a 2433,44pm?. Em
relacdo a quantidade de tubulos cérneos, diametro, area do tabulo e distancia entre os
tubulos ndo houve diferenca estatistica significativa entre os trés grupos avaliados
(P<0,05). Obtiveram-se dados quantitativos sobre a microdureza Knoop e o0s
microtibulos em um mesmo estojo corneo de bovinos da raca Nelore e da raca
Holandesa e de bubalinos Murrah. Os dados obtidos permitem concluir que variacbes
na dureza do estojo cOrneo do casco de ruminantes saudaveis dependem
predominantemente de fatores extrinsecos ao animal. A metodologia utilizada permitira
a avaliacdo do casco de ruminantes em futuros estudos sob diferentes condigbes
fisiologicas e de saude.

Palavras-chave: Estojo corneo. Bovino. Bubalino. Microdureza. Tubulos cérneos.
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ABSTRACT

The disorders of the locomotor distal in cattle are among the three leading causes of
economic losses in dairy cattle together with mastitis and reproductive problems. A
healthy claw horn is essential to prevent damage. In order to obtain national data on
cattle and buffalo horn hardness and evaluate the horn tubules, the lateral claw of the
left pelvic limb of 78 healthy animals were evaluated. 29 samples from Nelore cattle, 22
females and 7 males, 22 samples of Holstein cattle, 12 females and 10 males and 27
samples of Murrah buffalo, 6 females and 21 males were collected immediately after
slaughter. Fragments of 1,5x5 cm were removed from the abaxial side of the claw wall.
These fragments were embedded in acrylic resin, then sanded and polished for
hardness tests. From each group (Holstein, Nelore, Murrah) seven samples were
histologically analyzed. Fragment samples of 2 to 4 mm thickness were placed in
Falcon tubes containing 10 ml of nitric acid 15% solution for further histological
processing. The measurement of hardness was performed with four different loads (10
of, 25 gf, 50 gf and 100 gf) and expressed in Knoop hardness (HK). The measurements
for Nelore cattle were at average 17.52 HK, Holstein cattle 17.08 HK and buffaloes
17.15 HK, with no significant difference (P<0,05). There were no significant differences
with regard to sex or weight of the animals (P<0,05). A minimum of 55 to a maximum of
154.4 microtubules per mm? were found in the different species. The distance between
the tubules ranged from 42.6 to 105.9um, the diameter from 28.92 to 87.36 ym and the
area between them from 154.05 to 2433.44 pym®.Regarding the amount of corneal
tubules and also the diameter, the tubule area and the distance between the tubules
there was no significant difference among the three groups in the present study
(P<0,05). Quantitative data on the Knoop microhardness and the microtubules were
obtained in the claw horn of Nelore and Holstein cattle and Murrah buffalo. The
measured data allow to conclude, that variation of the hardness of the claw horn of
healthy ruminants depends predominantly on external factors to the animal. The applied
methodology could be used in future studies to evaluate different physiological and
health conditions of the ruminant claw.

Keywords: Hoof. Cattle. Buffalo. Microhardness. Horn tubules.
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3. INTRODUCAO

A estrutura do estojo cérneo bovino e, consequentemente, as suas propriedades
mecanicas sao determinadas por uma combinacdo de fatores, tais como a composi¢ao
e ligacdo quimica de proteinas de queratina, filamentos de queratina e as proteinas de
filamento associado, juntamente com a composicdo e quantidade do cimento
intercelular e o arranjo dos tubulos corneos e o espaco intertubular (Milling et al, 1994;
Budras, 2003).

Disturbios no estojo cérneo do casco em bovinos causam problemas de bem
estar animal e perdas econdmicas em todo o mundo. A qualidade do estojo cérneo é
influenciada principalmente pela nutricdo, alimentagdo, meio ambiente, manejo,
alterac6es hormonais relacionadas ao parto, genética, assim como por processos
patolégicos como a laminite (Vermunt, 1995; Hinterhofer et al., 2007; Greenough,
2007).

Um estojo cérneo de boa qualidade apresenta maior capacidade de resistir as
forcas mecéanicas de ambientes com pisos duros e irregulares. Um estojo cérneo mais
duro pode apresentar maior capacidade de resistir as forcas mecéanicas e a umidade e,
por conseguinte, ser mais resistente a distlrbios (Borderas et al., 2004).

Ao contrario do bovino, poucos sao os estudos sobre o casco do bubalino. Raza
et al. (1998) observaram, a semelhanca do que acontece com o bovino, desgaste maior
do casco sob piso de concreto quando comparado com animais mantidos sobre cama,
no entanto, o crescimento nao era afetado. Tulio (2006) verificou, quando comparado
com o casco bovino (Holandesa e Jersey), maior desgaste e menor crescimento em
bafalas Murrah. De Rosa et al. (2005), na lItalia, relatam que o bubalino doméstico nao
apresenta problemas de casco, o mesmo observado nas condicbes de criacdo
paranaenses (Martinez, 2014).

O desenvolvimento deste estudo justifica-se pela escassez de dados
relacionados a anatomo-histologia dos cascos de bovinos das racas Holandesa e
Nelore criados no Brasil, pela auséncia de dados biomecéanicos sobre 0 casco bovino e
bubalino criados nas condi¢cdes brasileiras e de dados relacionados a anatomo-

histologia dos cascos de bubalinos da raca Murrah criados no Brasil, segundo literatura
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consultada. Além disso, pelos prejuizos econémicos gerados por distirbios que afetam
o aparelho locomotor distal dos bovinos leiteiros e pela necessidade de geracdo de
informacgdes nacionais para orientacdo aos técnicos e meédicos veterinarios que
trabalham com podologia bovina, em suas intervenc¢des tanto de natureza profilatica,
como corretiva e curativa no membro distal bovino.

O principal objetivo deste trabalho foi mensurar a microdureza da parede abaxial
do estojo corneo, dos cascos de bovinos da raca Holandesa e Nelore e de bubalinos da

raca Murrah, e correlacionar com parametros histologicos deste mesmo tecido.
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3.1 MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado com amostras retiradas do estojo corneo do membro
posterior esquerdo de bovinos das racas Holandesa e Nelore e de bufalos da raca
Murrah, provenientes do Estado do Parana. Os membros posteriores esquerdos,
utilizados para obtencdo das amostras, foram colhidos em abatedouro localizado no
municipio de S&o José dos Pinhais - PR.

Os critérios de inclusdo dos animais foram: bovinos da raca Holandesa (Bos
taurus taurus), bovinos da raca Nelore (Bos taurus indicus) e bufalos da raca Murrah
(Bubalus bubalis) higidos, ndo claudicantes e sem apresentarem alteracfes visiveis no
estojo corneo do membro posterior esquerdo.

Os critérios de exclusdo dos animais foram: bovinos e bubalinos de outras racas,
animais apresentando claudicacdo e animais apresentando alguma alteracao visivel
em estojo corneo do membro posterior esquerdo.

Para a selecdo dos animais e obtencdo das amostras, visitava-se o abatedouro
nos trés dias da semana em que era realizado o abate. Inicialmente, no curral de
espera dos animais, analisava-se a presenca ou ndo dos animais cujas pecas seriam,
possivelmente, utilizadas no experimento (bovinos Holandeses, bovinos Nelores e
bubalinos). Quando houvesse a presenca destes, o abate dos mesmos era
acompanhado, a fim de ser realizada a colheita do membro posterior esquerdo.

Todos os animais utilizados no estudo foram selecionados de acordo com o0s
critérios de incluséo. A colheita do membro posterior esquerdo era realizada na linha de
abate. Apos a colheita do membro, as carcacas eram identificadas, individualmente,
com fitas de cores diferentes para que pudessem ser reconhecidas ao passarem pela
balanca. O peso e sexo de cada animal eram anotados em ficha propria, bem como o
municipio de procedéncia, sendo que todos o0s animais selecionados eram
provenientes de municipios paranaenses.

Depois de colhidos e identificados, os membros eram transportados sob
refrigeracdo em caixas de material isotérmico, contendo gelo reciclavel, para o
Laboratorio de Patologia da Escola de Ciéncias Agrérias e Medicina Veterinaria da

Pontificia Universidade Catolica do Parana (PUCPR), no campus de Séao José dos
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Pinhais, onde fragmentos de aproximadamente 5 cm de comprimento por 1,5 cm de
largura (Figura 4) foram cortados para serem posteriormente enviados ao Laboratorio
de Ensaios N&o Destrutivos da PUCPR (campus Curitiba), onde foi realizada a prova
biomecénica de dureza (dureza Knoop).

Fragmentos de cada amostra também foram colhidos e acondicionados em
formol acido-férmico e, posteriormente, em acido nitrico a 15%, para a realizacao das

analises histoldgicas.

Figura 4: Representacao da regido, da unha do membro posterior esquerdo, que
foi utilizada para confeccdo do corpo de prova.

Durante o periodo do experimento, foi colhido um total de 78 amostras, sendo 29
amostras de bovinos da raca Nelore, 22 fémeas e 07 machos, 22 amostras de bovinos
da raca Holandesa, sendo 12 fémeas e 10 machos, e 27 amostras de bubalinos da

raca Murrah, sendo 06 fémeas e 21 machos.
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3.1.1. Teste de dureza

A dureza Knoop é um teste de dureza de microimpressdo, em que essa €
determinada como a area produzida pela impressdo causada por uma ponta de
diamante, dividida pela carga utilizada para produzir a impressdo na superficie
avaliada. Assim, quanto maior a impressao produzida, menor a dureza. O teste foi
desenvolvido por Frederick Knoop e seus colegas do National Bureau of Standards
(hoje chamado National Institute of Standards and Technology - NIST) dos EUA em
1939, e é definido como padrdo pela American Society for Testing and Materials -
ASTM E384 (Standard Test Method for Knoop and Vickers Hardness of Materials)
(ASTM, 2014).

A ponta Knoop produz uma impressdao em forma de losango (Figura 5) com
razdo largura:comprimento igual a 1:7,1, sendo que a area é calculada a partir da
diagonal maior. A amostra deve ter uma superficie plana e polida para permitir a
visualizacdo da marca e quanto melhor o polimento da amostra mais facil a leitura das

dimensdes da impressdo por meio de um microscopio acoplado ao equipamento.

K

Figura 5: Representacdo da piramide Knoop e da impressédo deixada no corpo
de prova, adaptado de CIMM (2014).

As amostras destinadas ao teste biomecanico de dureza (Knoop) foram
embutidas em resina acrilica em um equipamento especifico (Struers LaboPress 1°)
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para a confeccdo dos corpos de prova. Cada amostra foi embutida em resina de forma
individual. A amostra era colocada em um compartimento especifico adicionando-se,
em seguida, resina acrilica, na proporcdo 1:2. O equipamento elevava a temperatura
do compartimento, que continha a mistura amostra/resina, a 180°C e mantinha essa
temperatura por 6 minutos, apés isso, abria-se um registro de agua fria para resfriar a
amostra durante 4 minutos.

Para a realizagdo do ensaio de microdureza, foi necessario que as superficies
das amostras estivessem planas e perpendiculares ao penetrador. Para isso, as
superficies dos corpos de prova, embutidos em resina acrilica, foram planificadas
utilizando-se uma lixadeira Struers LaboPol-5®, com lixas de granulacées de 200, 320,
500, 800 e 1000, em velocidade constante de 300 rpm e refrigeradas com agua.

O polimento final foi realizado em uma politriz elétrica rotativa Struers LaboPol-
21® com discos de feltro associados & alumina, para padronizar a textura superficial e
brilho dos corpos de prova.

Apo6s a planificagdo e polimento, as amostras foram posicionadas em um
microdurémetro Shimadzu Micro Hardness Tester® e um penetrador tipo Knoop foi
aplicado com cargas estaticas de 10 gf, 25 gf, 50 gf e 100 gf, sendo o tempo de
aplicacdo de cada carga de 10 segundos. Em cada corpo de prova foram realizadas
cinco indentagfes para cada carga estéatica, com distancia de no minimo 60 pum.

As micro-impressoes e, posteriormente, as mensuragdes da microdureza, foram
realizadas por um unico operador, treinado e habilitado.

Apés cada penetracao, a diagonal maior do losango formado foi mensurada com
auxilio das barras verticais no monitor acoplado ao microdurémetro.

O resultado da microdureza Knoop (KH) foi obtido pela razdo entre a carga
aplicada no indentador P (kgf) e a area projetada ndo recuperada. Os valores obtidos,
referentes ao tamanho da diagonal maior (L), foram transformados em HK (Dureza
Knoop), automaticamente pelo equipamento, através da seguinte férmula:

HK = CP X P/L2
Onde, HK corresponde a microdureza Knoop (HK), P a carga aplicada (kgf), L o
comprimento da maior diagonal da impressédo deixada pelo penetrador Knoop (mm) e

CP a constante da area projetada (14,2).
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As médias dos resultados de HK obtidas foram comparadas entre as diferentes
racas/espécies, sexos e pesos dos animais. Para comparar os resultados entre o0s
diferentes pesos, os animais foram separados em trés faixas de peso: <310 kg; entre
310 e 410 kg e entre 410 e 610 kg.

As médias das cinco indentacdes em cada amostra foram calculadas e todos os
dados foram submetidos a analise estatistica por meio do software Statgraphics
Centurion XVI (STATGRAPHICS, 2009, StatPoint Technologies Inc., Warrenton, VA).
Os testes de normalidade dos residuos foram realizados utilizando-se o Teste Shapiro-
Wilk e para homogeneidade das variancias utilizou-se o Teste de Levene. Dados que
nao preencheram os pressupostos para analise de variancia, isto é, distribuicdo normal
e homogeneidade da variancia, foram transformados em conformidade e novamente
analisados. Nas variaveis nas quais foi satisfeita a premissa de distribuicdo normal e a
hipotese de homocedasticidade, utilizou-se a andlise de variancia ANOVA para testar
igualdade de médias. Nos casos em que foi rejeitada a hipétese de igualdade de
médias entre 0s grupos, optou-se por utilizar o teste paramétrico de Tukey, com nivel
de 5% de significancia (p<0,05).

3.1.2. Anédlise histoldgica

Para analise histolégica foram utilizadas 21 amostras da parede abaxial do
estojo corneo, as quais foram divididas em trés grupos (bovinos Holandeses, bovinos
Nelores e bubalinos), sendo que cada grupo recebeu sete amostras. As amostras
foram cortadas em fragmentos de 2 a 4 mm de espessura. Apos 0 corte, as amostras
foram submetidas a solucéo de acido nitrico a 15%.

Para tanto, foram comparadas diferentes concentracdes de acido nitrico: 7,5%,
9% e 15%, sendo constatado que, para a desqueratinizagdo e amolecimento
necessarios das amostras de estojo corneo, as solucbes com concentracéo de 7,5% e
9% levavam periodo de trés meses para amolecer as amostras, enquanto que a
solugcéo a 15% alterava a consisténcia das amostras em dois meses. Por esse motivo,
concluiu-se que a solucéo de &cido nitrico na concentracédo de 15% seria a ideal para

ser utilizada no experimento.

32


http://www.software.com.br/c/fabricantes/statpoint-technologies-298

A consisténcia adequada para o processamento das amostras e preparo das
laminas histoldgicas, apds os fragmentos de estojo corneo serem deixados imersos em
solugBes de é&cido nitrico durante tempos controlados, foi determinada utilizando-se
agulha com diametro de 0,25 mm. No momento em que a agulha ultrapassava a
amostra com minima resisténcia, iniciava-se o processamento.

As amostras foram colocadas em cassetes de plastico, devidamente
identificadas e lavadas em &gua corrente por 48 horas. Apds esse periodo, iniciava-se
0 processo de desidratacdo do material utilizando solugdes com concentragbes
crescentes de etanol: 70%, 80%, 90% e absoluto.

ApOs essa etapa, iniciava-se o0 processo de diafanizacdo (em que se retiram as
impurezas da amostra tecidual deixando-a transparente) em solucao de xilol | e xilol 11,
durante 15 minutos em cada solucéo para, em seguida, serem colocadas em solugdes
de parafinas | e Il, por uma hora em cada. Apds esta etapa, as amostras eram
encobertas com parafina pura até a formacdo de um bloco e identificadas.
Posteriormente os blocos eram cortados em fragmentos de 4 um de espessura por
meio de micrétomo. Ao final, as amostras eram dispostas em laminas de vidro para
serem coradas.

O processo de preparacdo para a coloragdo consistia em mergulhar as laminas
em xilol 1 e xilol Il, por 30 minutos em cada, e reidrata-las com solu¢des de
concentracOes decrescentes de etanol absoluto, 95% e 70%.

O processo de coloragéo iniciava-se com a imersao das amostras no corante
hematoxilina durante cinco minutos para, em seguida, serem lavadas retirando o
excesso do corante. Apos a hematoxilina, o corante eosina era disposto em contato
com as amostras durante um minuto para, em seguida, serem lavadas novamente.

A etapa seguinte consistia em colocar as amostras coradas em solucdes de
concentragfes crescentes de etanol (70%, 95% e absoluto) para desidrata-las. Na
ultima etapa, era empregado xilol | durante 5 minutos e apds isso retirado e entdo a
amostra se encontrava pronta para receber uma laminula, fixada na lamina com o
adesivo liquido Etelam®. Ao final deste processo, as laminas podiam ser lidas em
microscoépio Optico.
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As amostras foram analisadas com auxilio de microscépio Olympus®, modelo
BX61VS. As imagens foram captadas por meio de camera digital, marca ALIED® e
modelo Pike, acoplada ao microscopio, e digitalizadas com auxilio do software VS-
ASW, Olympus®.

A visualizacdo e quantificacdo dos tabulos cérneos foram realizadas em objetiva
de 20x. Para a contagem dos tubulos foi padronizado um quadrado com area de
300.000 um?, aproximadamente, e apenas os ttbulos visualizados que se encontravam
dentro dessa area foram contabilizados.

Além disso, as amostras foram visualizadas em objetiva de 40x para facilitar as
mensuracdes do diametro (d=2r), das distancias entre os tubulos e da area dos
mesmos.

A area dos microtubulos foi obtida por meio da seguinte férmula:

A (area) = raio maior x raio menor x 1 (considerado 3, para facilitar os calculos).

Em cada fotografia, mensurou-se o0 raio maior e o0 raio menor de trés
microtubulos, escolhidos aleatoriamente. Calculou-se a area de cada um e realizou-se
a média das areas (A1+A2+A3/3), assim obteve-se o resultado (area média) que foi
utilizado na analise estatistica.

Todas as amostras foram avaliadas em triplicatas e as médias dos resultados
foram adotadas como unidades amostrais e, consequentemente, utilizadas na analise
estatistica.

Os dados foram submetidos a analise estatistica por meio do software
Statgraphics Centurion XVI (STATGRAPHICS, 2009, StatPoint Technologies Inc.,
Warrenton, VA). A analise seguiu os mesmos testes usados para a analise de dureza
(capitulo 3.1.1.)
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3.2.RESULTADOS

3.2.1.Teste de dureza
Os resultados obtidos refletem a analise das 78 amostras colhidas, sendo elas:
29 amostras de bovinos da raca Nelore - sendo 22 fémeas e 07 machos;
22 amostras de bovinos da raca Holandesa - sendo 12 fémeas e 10 machos e
27 amostras de bubalinos da raca Murrah - sendo 06 fémeas e 21 machos.
Os resultados encontrados estéo dispostos nas tabelas subsequentes.

A maior média obtida de microdureza Knoop (HK) foi de 19,86 HK para a carga
de 100 gf, no grupo dos bovinos da raga Nelore, enquanto que a menor média obtida
de HK foi de 13,28 HK para a carga de 10 gf, no grupo dos bovinos da ra¢a Holandesa.
Ao comparar as médias dos valores obtidos de microdureza Knoop (HK), para as
diferentes cargas aplicadas, ndo houve diferenca estatistica significativa entre as racas

Holandesa, Nelore e Murrah (Tabela 1).

Tabela 1 - Média e desvio padréo dos valores obtidos de microdureza Knoop (HK) em
relacdo a raca/espécie dos animais de acordo com as cargas estaticas de 10, 25, 50 e

100 gf empregadas no microdurémetro.

Bovinos daraca Bovinosdaraca Bubalinos daraca

Holandesa (n=22) Nelore (n=29) Murrah (n= 27) Valor de P
10¢gf 13,282+ 4,19 13,512 + 3,87 14,332 + 3,03 P=0,5644
25¢f 18,182 + 2,06 18,272 + 3,14 17,522 + 2,51 P=0,5304
509f 17,882 + 1,35 18,422 + 2,57 17,472+ 2,15 P=0,2526
100gf 19,062 + 0,74 19,862 + 1,60 19,382+ 1,12 P=0,0789

Médias seguidas por letras mindsculas iguais na mesma linha ndo diferem

estatisticamente entre si a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey (P < 0,05).

Dentre as 78 amostras utilizadas no projeto, 51,3% foram obtidas de fémeas e
48,7% de machos. Ao comparar as meédias dos valores obtidos de microdureza Knoop
(HK) para as diferentes cargas aplicadas, ndo houve diferenca estatistica significativa
entre os sexos (Tabela 2).
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Tabela 2 - Média e desvio-padrao dos valores obtidos de microdureza Knoop (HK) em
relacdo ao sexo dos animais, sem separacdo entre racas/espécies, de acordo com as

cargas estéticas de 10, 25, 50 e 100 gf empregadas no microdurémetro.

Fémeas (n= 40) Machos (n= 38) Valor de P
10gf 13,202 + 4,02 14,292 + 3,25 P=0,1945
25¢f 17,802 + 3,04 18,182 + 2,17 P=0,5259
50gf 17,822 + 2,49 18,062 + 1,75 P=0,6239
100gf 19,582 + 1,43 19,372 £ 1,11 P=0,4878

Médias seguidas por letras mindsculas iguais na mesma linha ndo diferem

estatisticamente entre si a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey (P < 0,05).

Dentre as 22 amostras de bovinos da raca Holandesa utilizadas no projeto,
54,5% foram obtidas de fémeas e 45,5% de machos. Ao comparar as médias dos
valores obtidos de microdureza Knoop (HK) em relagcdo ao sexo dos bovinos da raca
Holandesa, ndo houve diferenca estatistica significativa entre os sexos, para as

diferentes cargas aplicadas (Tabela 3).

Tabela 3 - Média e desvio-padrédo dos valores obtidos de microdureza Knoop (HK) em
relacdo ao sexo dos bovinos da raca Holandesa (n=22), de acordo com as cargas
estaticas de 10, 25, 50 e 100 gf empregadas no microdurémetro.

Bovinos da Fémeas Machos Valor de P
raca Holandesa (n=12) (n=10)

10 of 13,612 + 4,51 12,882 + 3,98 P=0,6920

25 of 18,652 £ 1,45 17,612 £ 2,58 P=0,2443

50 of 17,932 + 1,24 17,832 £ 1,53 P=0,8717

100 of 18,972 + 0,56 19,162 + 0,92 P=0,5679

Médias seguidas por

letras mindsculas

iguais na mesma

linha nao diferem

estatisticamente entre si a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey (P < 0,05).

Comparando as médias dos valores obtidos de microdureza Knoop (HK) em
relacdo ao sexo dos bovinos da raca Nelore, ndo houve diferenca estatistica

significativa entre os sexos, para as diferentes cargas aplicadas. Dentre as 29 amostras
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de bovinos da raca Nelore utilizadas no projeto, 75,9% foram obtidas de fémeas e
24,1% de machos (Tabela 4).

Tabela 4 - Média e desvio-padrao dos valores obtidos de microdureza Knoop (HK) em

relacdo ao sexo dos bovinos da raca Nelore (n=29), de acordo com as cargas estaticas

de 10, 25, 50 e 100 gf empregadas no microdurémetro.

Bovinos da

Fémeas

Machos

raca Nelore (n=22) (n=07) Valor de P
10gf 13,152 + 4,11 14,642 £ 2,99 P=0,3830
25¢f 17,802 + 3,33 19,772 + 1,96 P=0,1502
509f 18,162+ 2,73 19,232+ 1,97 P=10,3461
100gf 19,972+ 1,73 19,5622+ 1,15 P=0,5213

Médias seguidas por letras minUsculas iguais na mesma linha ndo diferem

estatisticamente entre si a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey (P < 0,05).

Dentre as 27 amostras de bubalinos da raga Murrah utilizadas no projeto, 22,2%
foram obtidas de fémeas e 77,8% de machos. Ao comparar as médias dos valores
obtidos de microdureza Knoop (HK) em relacdo ao sexo dos bubalinos da raca Murrah,
nao houve diferenca estatistica significativa entre os sexos, para as diferentes cargas

aplicadas (Tabela 5).

Tabela 5 - Média e desvio-padrédo dos valores obtidos de microdureza Knoop (HK) em
relacdo ao sexo dos bubalinos da ragca Murrah (n=27), de acordo com as cargas

estéticas de 10, 25, 50 e 100 gf empregadas no microdurémetro.

Bubalinos da raca Fémeas Machos valor de P
Murrah (n=06) (n=21)

10gf 12,562 + 3,12 14,842 £ 2,89 P= 10,1066

25¢gf 16,102 £ 3,97 17,932 £ 1,86 P=0,1181

509f 16,362 + 3,26 17,782 + 1,69 P=0,1566

100gf 19,172 £ 0,58 19,422 + 1,22 P=0,6589

Médias seguidas por letras mindsculas iguais na mesma linha ndo diferem

estatisticamente entre si a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey (P < 0,05).
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Comparando as médias dos valores obtidos de microdureza Knoop (HK), para

as diferentes cargas aplicadas, houve diferenca estatistica significativa entre as

diferentes faixas de peso dos animais somente para a carga de 100 gf. A maior média
obtida de HK foi de 19,66 HK para a carga de 100 gf, na faixa de peso de <310 kg,
enquanto que a menor média obtida de HK foi de 12,47 HK para a carga de 10 gf, na

faixa de peso 510 a 610 kg (Tabela 6).

Tabela 6 - Média e desvio-padrao dos valores obtidos de microdureza Knoop (HK) em

relacdo a diferentes faixas de peso dos animais, sem separacao entre diferentes

racas/espécies, de acordo com as cargas estaticas de 10, 25, 50 e 100 gf empregadas

no microdurémetro.

<(§,:101 ;()g 31(()n-: 451cc))) kg 410(;] 219? Kg Valor de P
10 of 13,812a+1,80 13,892+226 15,362+ 3,80 P=0,0897
25 of 18,162+ 1,27 17,982+ 148 17,752+ 1,98 P=0,5740
50 gf 18,252+0,89 18,122+ 1,42 18,032+ 1,08 P=0,2045
100 gf  19,662+0,88 19,61 +0,96 18,67°+0,17 P=0,0082

Médias seguidas por
estatisticamente entre si a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey (P < 0,05).

3.2.2. Andlise histoldgica
Os resultados obtidos refletem a analise das 21 amostras utilizadas, sendo elas:

letras mindsculas

iguais na mesma linha néo

7 amostras de bovinos da raca Nelore - sendo 6 fémeas e 1 macho;

diferem

7 amostras de bovinos da raca Holandesa - sendo 3 fémeas e 4 machos e

7 amostras de bubalinos da raca Murrah - sendo 1 fémea e 6 machos.

Os resultados encontrados estao dispostos na Tabela 7:

Ao comparar as medias dos valores obtidos da quantidade de tubulos (/3
x10°um?), distancia (um) entre tabulos, diametro (um) e &rea (um?2) do tdbulo cérneo,

ndo houve diferenca estatistica significativa entre as racas Holandesa, Nelore e Murrah
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(Tabela 7). A tabela 7 foi mantida na unidade micrométrica, porém para fins de
comparacdo com outros estudos, somente, a quantidade de tGbulos em mm? pode ser
obtida dividindo-se o valor por 0,3. Assim, obtém-se para a raga Holandesa
95,47+37,87 tlbulos/mm? para a raca Nelore 80,77+14,37 tGbulos/mm? e para
bubalinos Murrah 108,27+31,77 tGbulos/mm?.

Tabela 7: Médias e desvio-padrdo da quantidade de tGbulos (/3 x10°um?), distancia
(um) entre tabulos, diametro (um) e area (um2) do tubulo cérneo do estojo cérneo de

acordo com as diferentes racas/espécies.

Bovinos da raca Bovinos daraca Bubalinos da raca Valor de P
Holandesa (n=7) Nelore (n=7) Murrah (n=7)
Quantidade a a a _
(/3 x10°um2) 28,64° £ 11,36 24,23% £ 4,31 32,48% £ 9,53 P=0,2501
Distancia (um) 61,5+ 21,18 71,67+ 10,13 70,27 + 19,65 P=0,5214
Diametro (um) 46,79% £ 19,65 40,76% + 8,90 37,27+ 7,18 P=0,4082

Area (um?)  1292,93%+1110,27 751,5%+27503  447,78%+22548 P=0,0853

Médias seguidas por letras minUsculas iguais na mesma linha ndo diferem

estatisticamente entre si a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey (P < 0,05).

2.2.3. Teste de dureza x anédlise histologica

Os resultados abaixo refletem a correlagdo dos resultados das 21 amostras
utilizadas para a analise histolégica e para a mensuragcéo da microdureza Knoop (HK),
sendo elas:

7 amostras de bovinos da raga Nelore - sendo 6 fémeas e 1 macho;

7 amostras de bovinos da raca Holandesa - sendo 3 fémeas e 4 machos e

7 amostras de bubalinos da raca Murrah - sendo 1 fémea e 6 machos.

Os resultados encontrados estao dispostos nas tabelas abaixo.
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Na tabela 8 encontram-se os valores de microdureza HK, nas diferentes cargas,
correlacionados com os valores obtidos na histologia para verificar a influéncia ou nao
da composicao espacial (numero, distancia entre si, didmetro e area) dos microtubulos
com a dureza. Nao houve correlagéo significativa entre a dureza e os aspectos dos
microtubulos mensurados. Ha correlacdo negativa entre quantidade de tubulos e

distancia e area, assim como ha correlacéo positiva entre diametro e area.

Tabela 8: Correlacdo de Pearson entre a microdureza com diferentes cargas e a
analise histoldégica dos microtubulos em amostras de parede do casco de grandes

ruminantes (bovinos e bubalinos, n=21).

Distancia Diametro

10 of 25 ¢f 50 gf 100 gf Quig%ﬂ?ﬁ: de entre dos At\[]ebamdooss
tbulos tibulos
10 af 0,5838 0,3034 -0,4694 0,4446 -0,2173 0,2463 0,0166
9 (P=0,0055) (P=0,1812) (P=0,0318) (P=0,0434) (P=0,3440) (P=0,2818) (P=0,9430)
25 of 0,5838 0,8351 -0,3424 -0,0196 -0,0947 0,1641 0,1682
9 (P=0,0055) (P=0,0000) (P=0,1287) (P=0,9328) (P=0,6830) (P=0,4773) (P=0,4661)
50 gf 0,3034 0,8351 -0,0877 -0,1031 0,0042 -0,0712 0,1454
(P=0,1812) (P=0,0000) (P=0,7055) (P=0,6566) (P=0,9857) (P=0,7592) (P=0,5293)
100 of -0,4694 -0,3424 -0,0877 -0,2052 0,1163 -0,3649 -0,3084
9 (P=0,0318) (P=0,1287) (P=0,7055) (P=0,3722) (P=0,6156) (P=0,1039) (P=0,1738)
Quantidade de 0,4446 -0,0196 -0,1031 -0,2052 -0,5942 -0,1316 -0,4525
tabulos (P=0,0434) (P=0,9328) (P=0,6566) (P=0,3722) (P=0,0045) (P=0,5696) (P=0,0394)
Distancia entre -0,2173 -0,0947 0,0042 0,1163 -0,5942 -0,1733 0,1158
tubulos (P=0,3440) (P=0,6830) (P=0,9857) (P=0,6156) (P=0,0045) (P=0,4525) (P=0,6173)
Diametro dos 0,2463 0,1641 -0,0712 -0,3649 -0,1316 -0,1733 0,7640
tubulos (P=0,2818) (P=0,4773) (P=0,7592) (P=0,1039) (P=0,5696) (P=0,4525) (P=0,0001)
0,0166 0,1682 0,1454 -0,3084 -0,4525 0,1158 0,7640

Areados tbulos () 9430y (p=0,4661) (P=0,5293) (P=0,1738)  (P=0,0394)  (P=0,6173) (P=0,0001)

Obs.: Dados originais transformados em log10.
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Na tabela 9 encontram-se os valores de microdureza nas diferentes cargas
correlacionados com os valores obtidos na histologia na raca Holandesa. Na raca
Holandesa verificou-se uma correlacdo negativa na carga mais alta (100 gf) com o
didametro do microtibulo e igualmente uma correlacdo negativa entre quantidade de
microtibulos e a distancia. A semelhanca da tabela 8 pode-se verificar correlacdo

positiva entre diametro e area.

Tabela 9: Correlacdo de Pearson entre a microdureza com diferentes cargas e a
analise histolégica dos microtubulos em amostras de parede do casco de bovinos da

raca Holandesa (n=7).

. Distancia A P
Quantidade de Diametro Area dos
10 of 25 of 50 of 100 ¢f tabulos entre dos tubulos  tubulos
tabulos
10 gf 0,6903 0,1917 -0,8750 0,6172 -0,7081 0,4211 0,1746
(P=0,0860) (P=0,6805) (P=0,0099) (P=0,1398) (P=0,0750) (P=0,3468) (P=0,7081)
25 of 0,6903 0,7128 -0,4885 0,3310 -0,5485 -0,0319 -0,1791
9 (P=0,0860) (P=0,0722) (P=0,2660) (P=0,4684) (P=0,2023) (P=0,9459) (P=0,7008)
50 of 0,1917 0,7128 0,0435 0,0482 0,0880 -0,5281 -0,3416
g (P=0,6805) (P=0,0722) (P=0,9261) (P=0,9182) (P=0,8511) (P=0,2231) (P=0,4534)
100 gf -0,8750 -0,4885 0,0435 -0,3521 0,5635 -0,7842 -0,6125
(P=0,0099) (P=0,2660) (P=0,9261) (P=0,4386) (P=0,1877) (P=0,0368) (P=0,1437)
Quantidade de 0,6172 0,3310 0,0482 -0,3521 -0,7607 -0,0558 -0,2845
tubulos (P=0,1398) (P=0,4684) (P=0,9182) (P=0,4386) (P=0,0471) (P=0,9055) (P=0,5364)
Distancia entre -0,7081 -0,5485 0,0880 0,5635 -0,7607 -0,2863 0,1398
tubulos (P=0,0750) (P=0,2023) (P=0,8511) (P=0,1877) (P=0,0471) (P=0,5337) (P=0,7650)
Diametro dos 0,4211 -0,0319 -0,5281 -0,7842 -0,0558 -0,2863 0,8610
tabulos (P=0,3468) (P=0,9459) (P=0,2231) (P=0,0368) (P=0,9055) (P=0,5337) (P=0,0128)
Area dos 0,1746 -0,1791 -0,3416 -0,6125 -0,2845 0,1398 0,8610
tubulos (P=0,7081) (P=0,7008) (P=0,4534) (P=0,1437) (P=0,5364) (P=0,7650) (P=0,0128)

Obs.: Dados originais transformados em log10.
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Na tabela 10 encontram-se os valores de microdureza nas diferentes cargas

correlacionados com os valores obtidos na histologia na raca Nelore. Na raca Nelore

nao houve uma correlacao significante entre dados de carga e de histologia.

Tabela 10: Correlacdo de Pearson entre a microdureza com diferentes cargas e a

analise histolégica dos microtubulos em amostras de parede do casco de bovinos da

raca Nelore (n=7).

Distancia

Quantidade Diametro Area dos
10 of 25 of 50 of 100 of de tabulos etme 0S dos tubulos tabulos
tabulos
10 of 0,7019 0,7252 0,1604 0,3697 0,0790 0,1805 0,0052
9 (P=0,0787) (P=0,0652) (P=0,7312)  (P=0,4144)  (P=0,8663) (P=0,6985) (P=0,9911)
25 gf 0,7019 0,9896 0,7019 0,2872 -0,3379 0,4035 -0,0974
9 (P=0,0787) (P=0,0000) (P=0,0788)  (P=0,5323)  (P=0,4585) (P=0,3693) (P=0,8354)
50 gf 0,7252 0,9896 0,6218 0,3174 -0,3603 0,4054 -0,1226
9 (P=0,0652)  (P=0,0000) (P=0,1360)  (P=0,4879)  (P=0,4272) (P=0,3670) (P=0,7935)
100 gf 0,1604 0,7019 0,6218 -0,1688 -0,0309 0,0900 -0,0292
(P=0,7312)  (P=0,0788)  (P=0,1360) (P=0,7174)  (P=0,9475) (P=0,8478) (P=0,9504)
Quantidade de 0,3697 0,2872 0,3174 -0,1688 -0,4503 0,0007 -0,7372
tbulos (P=0,4144)  (P=0,5323) (P=0,4879) (P=0,7174) (P=0,3107)  (P=0,9988) (P=0,0587)
thtf‘e“g'sa 0,0790 -0,3379 -0,3603 -0,0309 -0,4503 -0,6787 0,1664
tibulos (P=0,8663) (P=0,4585) (P=0,4272) (P=0,9475) (P=0,3107) (P=0,0937)  (P=0,7214)
Diametro dos 0,1805 0,4035 0,4054 0,0900 0,0007 -0,6787 0,5332
tabulos (P=0,6985)  (P=0,3693) (P=0,3670) (P=0,8478)  (P=0,9988)  (P=0,0937) (P=0,2178)
Area dos 0,0052 -0,0974 -0,1226 -0,0292 -0,7372 0,1664 0,5332
tibulos (P=0,9911) (P=0,8354)  (P=0,7935) (P=0,9504) (P=0,0587)  (P=0,7214) (P=0,2178)

Obs.: Dados originais transformados em log10.
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Na tabela 11 encontram-se os valores de microdureza nas diferentes cargas

correlacionados com os valores obtidos na histologia em bubalinos da raca Murrah. Na

raca Murrah ndo houve uma correlacdo significante entre dados de carga e de

histologia.

Tabela 11: Correlacdo de Pearson entre a microdureza com diferentes cargas e a

andlise histoldgica dos microtubulos em amostras de parede do casco de bubalinos da

raca Murrah (n=7).

Distancia

Quantidade de Diametro Area dos
10 of 25 gf 50gf 100 of tibulos eptre OS5 dostdbulos tdbulos
tabulos
10 of 0,7504 0,2028 -0,9202 0,3067 0,2138 0,1374 -0,0333
9 (P=0,0520) (P=0,6628) (P=0,0033) P=0,5035) (P=0,6453) (P=0,7690) (P=0,9435)
25 of 0,7504 0,7589 -0,8362 -0,0038 0,1985 0,2031 0,4953
9 (P=0,0520) (P=0,0479) (P=0,0190) (P=0,9935) (P=0,6696) (P=0,6623) (P=0,2584)
50 gf 0,2028 0,7589 -0,3738 -0,0763 -0,1030 0,0311 0,7044
(P=0,6628) (P=0,0479) (P=0,4088) (P=0,8709) (P=0,8261) (P=0,9472) (P=0,0772)
100 gf -0,9202 -0,8362 -0,3738 -0,3535 -0,1100 -0,3087 -0,1112
9 (P=0,0033) (P=0,0190) (P=0,4088) (P=0,4367) (P=0,8143) (P=0,5006) (P=0,8124)
Quantidade de 0,3067 -0,0038 -0,0763 -0,3535 -0,5797 -0,2179 -0,5209
tabulos (P=0,5035) (P=0,9935) (P=0,8709) (P=0,4367) (P=0,1725) (P=0,6389) (P=0,2306)
Distancia entre 0,2138 0,1985 -0,1030 -0,1100 -0,5797 0,6179 0,4872
os tlbulos (P=0,6453) (P=0,6696) (P=0,8261) (P=0,8143) (P=0,1725) (P=0,1392) (P=0,2675)
Diametro dos 0,1374 0,2031 0,0311 -0,3087 -0,2179 0,6179 0,5674
tabulos (P=0,7690) (P=0,6623) (P=0,9472) (P=0,5006) (P=0,6389) (P=0,1392) (P=0,1840)
Area dos -0,0333 0,4953 0,7044 -0,1112 -0,5209 0,4872 0,5674
tabulos (P=0,9435) (P=0,2584) (P=0,0772) (P=0,8124) (P=0,2306) (P=0,2675) (P=0,1840)

Obs.: Dados originais transformados em log10.
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3.3.DISCUSSAO

As caracteristicas do estojo cérneo do casco de grandes ruminantes dependem
de fatores intrinsecos (genética, nutricdo do tecido, caracteristicas individuais do
animal) e extrinsecos (umidade, contato com chorume e outras agressoes) (Martig et
al. 1980; Gregory 2004; Lendner et al. 2004; Hinterhofer et al. 2007). Com o intuito de
contribuir para o entendimento das caracteristicas do estojo cérneo de grandes
ruminantes criados no Parand, avaliaram-se tanto cortes histoldégicos quanto a dureza
de pecas obtidas a partir do casco do membro pélvico de bovinos e bubalinos

saudaveis abatidos em frigorifico da regido metropolitana de Curitiba.

3.3.1. Teste de dureza

Apesar de existirem relatos empiricos, considerando tanto o casco de bovinos
Nelore quanto o casco de bubalinos mais duros, principalmente quanto ao corte com
ferramentas de apara do casco, os resultados aqui obtidos ndo amparam esta
observacéo, dentro da metodologia empregada de microdureza Knoop.

A dureza € definida como a resisténcia de um material a deformacéo
permanente por um objeto mais duro (Vincent, 1992). Tal mensuracdo € realizada
através de um equipamento que mede o grau de resisténcia do material testado contra
a penetracdo de um objeto. A profundidade de penetracdo diminui com o aumento da
dureza (Vermunt e Greenough, 1995).

A dureza, como percebida pelos casqueadores, € muito mais sujeita a
resisténcia do casco as ferramentas de corte, o que sera dependente destas, do
manuseio e da linha de corte, via de regra, mas nao exclusivamente, perpendicular ao
crescimento do estojo cérneo e das fibras (coroa do casco em sentido a sola).

Outros autores sugerem possivel correlacdo entre a pigmentagcdo do casco e a
dureza do mesmo (Guenther, 1978; Borges, 1998). A maioria dos cascos utilizados
nesse trabalho, por serem de Nelore e de bufalos, eram pigmentados. Apesar de nao
ter sido considerada especificamente a pigmentagcdo como varidvel, outros fatores

expostos na sequéncia, talvez, possuam maior importancia no que concerne a dureza.
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Outro fator que no presente estudo foi mantido, dentro das condi¢des do ensaio,
constante e baixa foi a umidade do tecido corneo, apesar de poder ter havido pequena
absorcdo no processo de lixamento. A umidade é fator importante para diminuir a
dureza do estojo corneo (Dietz e Prietz 1981; Budras et al. 1998; Baillie et al. 2000,
Higuchi et al. 2003, Hinterhofer et al. 2005). Apesar dos bubalinos procurarem por
banhados para seu resfriamento, eles ndo sdo essenciais e nas modernas criacfes
foram substituidos por outros meios de resfriamento, consequentemente, sem manter o
casco por longos periodos na agua (Napolitano et al. 2013). Portanto a experiéncia do
casco parecer mais duro ao corte, tanto do Nelore quanto de bubalinos, pode também
ser decorrente da origem destes animais de ambientes mais secos e menos expostos
ao chorume o qual é capaz de inchar o casco (Gregory 2004) e de solubilizar as
proteinas do mesmo (Higuchi et al. 2009), fragilizando-o.

Collins et al. (1998), Hinterhofer et al.(1998) e Baillie et al.(2000) demonstraram
gue o teor de umidade do casco afetou as medidas de dureza, elasticidade, rigidez a
flexdo e tenacidade a fratura do casco de diferentes espécies. As propriedades
mecanicas de materiais queratinosos séo fortemente influenciadas pelo seu estado de
hidratacdo (Kitchener e Vincent, 1987), afetando as diferentes camadas estruturais do
casco, fazendo aumentar o volume da matriz na qual as fibras de queratina estdo
incorporadas e penetrando no material intertubular. Baillie et al. (2000) verificaram que
guando o teor de umidade da parede do casco bovino foi menor do que 10%, ocorreu
uma transicdo de um comportamento ductil para um comportamento mais fragil. O
casco tornou-se mais rigido e mais resistente quando os niveis de hidratacdo
diminuiram. Como as amostras foram preparadas de tal modo que a quantidade de
agua nestas permaneceu constante, possivelmente este fato influenciou na pequena
variagcdo na microdureza entre as racas e espécies.

Outra possibilidade para as diferencas encontradas empiricamente a campo e as
mensuracdes de dureza objetivamente obtidas pode estar ligada ao teor lipidico do
estojo corneo, ndo avaliado aqui. A capacidade de absorver mais ou menos agua no
casco saudavel de grandes ruminantes parece estar mais relacionada com o teor de
lipidios, especialmente das ceramidas, do que com a propria estrutura protéica das

fibras de queratina (Higuchi et al. 2005). Estas mesmas ceramidas ndo aumentam a
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dureza do estojo cérneo somente por impedirem a entrada de umidade, mas também
por contribuirem para a adesdo intercelular dos queratindcitos, estando
significativamente reduzidos em cascos laminiticos (Higuchi et al. 2005).

Segundo Van Amstel e Shearer (2006), quanto menor o niumero de tubulos de
gueratina maior seria a possibilidade de absorcdo de umidade no estojo coOrneo,
diminuindo-se assim a dureza. Como nao se obteve diferencas significativas no nimero
de microtibulos no tecido avaliado é provavel que este ndo tenha influenciado as
mensuracdes de dureza, o que foi comprovado quando nao se obteve nenhuma
correlacdo dos valores.

Houve diferenca estatistica significativa em relacdo ao peso dos animais para a
maior carga utilizada (100 gf). Os animais menos pesados (< 310 Kg) apresentaram,
nas condigbes experimentais, o casco mais duro do que 0s animais mais pesados
(entre 410 Kg e 610 Kg). Isso, talvez, possa ser explicado devido ao fato dos animais
mais pesados exercerem maior carga sobre o casco, necessitando, assim, de um
casco menos duro e, possivelmente, mais elastico para evitar lesdes como, por
exemplo, fissuras. Segundo Franck et al (2006), a parede dorsal do casco é mais
elastica que a parede abaxial, porém neste trabalho os autores néo fizeram referéncia
a dureza do casco e ao peso dos animais. Devem-se realizar mais estudos
comparando a dureza e a elasticidade de um mesmo casco em relacdo ao peso do
animal, para verificar se, por exemplo, € possivel afirmar que quanto mais pesado é um
animal, mais eléastico e menos duro € o seu casco. Nao existe na literatura consultada,
estudos sobre relagéo direta entre o0 peso e a dureza do estojo corneo.

N&o houve diferengas significativas na microdureza Knoop nas diferentes
variaveis avaliadas, como o sexo, a ragca/espécie e o peso dentro das demais cargas
(10 df, 25 gf e 50 df) utilizadas. Como a obtencdo das amostras obedeceu a regras
relativamente rigidas, como o animal ser saudavel e a amostra ser retirada sempre do
mesmo local, pode-se concluir que o estojo corneo nesta localizagcdo em diferentes
bovideos e na subfamilia Bovinae possui fun¢cdes biomecanicas muito semelhantes e
constantes.

Zhang et al. (2013) estudando o tecido corneo do corno de diferentes espécies

da familia Bovidae verificaram que, apesar de diferencas principalmente em
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elasticidade, existem padrbes de acordo com o local de retirada da amostra, o que
pode ser confirmado por Abdullahi et al. (2014) avaliando somente cornos bovinos. No
presente estudo o enfoque foi a comparacdo entre racas e espécies, procurando-se
propositadamente nao utilizar para fins comparativos outras regioes, como a sola e a
linha branca, mais suscetiveis a traumas do que a parede do estojo cérneo. Estas
estruturas do estojo cérneo com funcionalidade diversa, como a sola, a linha branca e o
taldo, possuem sabidamente dureza diferenciada para com a parede do casco (Mulling
1993; Winkler e Margerison 2012).

Outras estruturas, como por exemplo, o tecido adiposo, principalmente aquele
abaixo do taldo, influencia na dissipacdo do peso e na prevencdo a lesées do casco
(Bicalho et al. 2009) e portanto interage diretamente com o tecido queratinizado acima.

O método de Knoop foi o método selecionado para mensuracdo de microdureza
neste trabalho, por ser o mais indicado para materiais frageis, porque utiliza cargas
menores do que as cargas utilizadas em outros métodos (por exemplo, método de
Vickers). A utilizacdo de cargas elevadas pode gerar um fissuramento intenso
impedindo a leitura confiavel das diagonais e, para facilitar a leitura e diminuir o
fissuramento, a ponta Knoop foi a mais recomendada. Segundo Winchell (1945), uma
penetracdo muito rasa € suficiente para produzir impresséo longa o bastante para ser
medida com precisdo de 1%. A menor tendéncia ao microfissuramento da impressao
Knoop em relagéo a Vickers foi também indicada por Rice et al. (1994).

Uma pequena variagcao na dureza na metodologia empregada pode ter ocorrido
devido ao processo de lixamento com resfriamento com agua e a propria umidade do
ar. Esta exposi¢cdo a umidade do meio ambiente pode, eventualmente, ter contribuido
para valores de dureza diferentes entre camadas mais profundas e mais superficiais do

corpo de prova.

3.3.2. Anédlise histoldgica

No processamento inicial, apoés a obtencdo das amostras do estojo cérneo, seria
melhor inicialmente ndo ter colocado a amostra em formol &cido formico, pois se
acredita que esta forma de desnaturacdo das proteinas contribui para uma maior

resisténcia ao processo de desqueratinizacdo que se seguiu. Sugere-se que as
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amostras de estojo corneo para fins de analise histolégica sejam imediatamente, apos
a colheita, colocadas na solucéo de acido nitrico.

A solugcdo de acido nitrico na concentragdo de 15% utilizada no inicio do
processo de desqueratinizacdo do estojo cérneo permitiu 0 processamento das
amostras apos dois meses. Mendoncga et al. (2003), relataram a utilizacdo de solucdo
de &cido nitrico em concentracdo de 7,5%, a qual foi trocada quatro vezes ao dia
durante quatro dias, totalizando 16 trocas e, a partir deste momento, os autores
concluiram que as amostras apresentavam consisténcia que permitiria 0os cortes no
micrétomo. Houve grande diferenca em relacdo ao tempo de desqueratinizacdo das
amostras do tecido corneo das diferentes espécies quando comparado com o tempo
determinado por Mendonca et al. (2003). Provavelmente, a maior duracéo e atraso no
tempo de desqueratinizacdo das amostras ocorreram devido a menor quantidade de
trocas de solucdo de acido, realizadas num mesmo dia, pois, no presente estudo,
essas trocas ocorreram uma vez ao dia ao longo de dois meses. Conforme comentado
anteriormente, a prévia fixagdo em formol acido férmico também pode ter contribuido
para tanto.

Em relacdo a quantidade de tubulos corneos ndo houve diferenca estatistica
entre as trés racas/espécies avaliadas no presente estudo (P=0,2501).

Alguns autores sugerem que a quantidade de tdbulos no estojo corneo esta
intimamente relacionada a dureza do mesmo (Van Amstel e Shearer, 2006; Pesce et
al., 1992). As variaveis, diametro, area do tubulo e distancia entre os tubulos foram
observadas com auxilio de objetiva de 40x. Para essas variaveis ndo houve diferenca
estatistica entre as racas/espécies do presente estudo, sendo P=0,4082, P=0,0853 e
P=0,5214, respectivamente. Poderia se esperar que, por originarem-se de ambientes e
regimes alimentares e nutricionais diferentes, pudessem ser observadas diferengas no
aspecto histolégico em especial na quantidade de microtabulos (Mulling et al. 1999,
Fitzgerald et al. 2000), mas caso ocorra esta influéncia em animais saudaveis, ndo se
refletiu na andlise histologica. As quantidades de microtubulos encontradas foram
semelhantes as encontradas por Miulling (1993) e Van Amstel e Shearer (2006).

Mendonga et al. (2003), trabalhando com bovinos taurinos (Holandés) e

zebuinos (Gir), verificaram que a quantidade de tubulos cérneos néo varia entre essas
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racas porém, relataram que os bovinos da raca Gir apresentam diametro maior dos
tubulos corneos quando comparados aos da raca Holandesa e que o espacamento
entre os tubulos no bovino Holandés é maior do que os bovinos Gir. Também
verificaram que ocorreu aumento do espacamento entre os tubulos, em ambas as
racas, com o passar da idade. No presente estudo todos os animais apresentavam-se
com idade semelhante, portanto, ndo foi possivel a comprovacao desta observacao.

Considerando que a raca Nelore é classificada como Bos taurus indicus, e a
raca Gir também é classificada como Bos taurus indicus, seria esperada tal diferenca
entre 0o Nelore e o Holandés, tal como encontrado por Mendonca et al. (2003).
Entretanto os valores mensurados nao permitiram afirmar que existe esta diferenca
entre Nelore e Holandés.

Os animais, apesar de manejos diversos e provavelmente vindos de pisos
igualmente diferenciados, ndo apresentaram diferencas no nimero de microtibulos ao
contrario do que observaram Lendner et al. (2004), que verificaram diminuicdo no
namero de microtibulos em animais vindos de ambientes com pisos mais duros.
Apesar de pouco provavel, pelo sistema de manejo intensivo praticado em grande parte
dos planteis de bovinos de leite especializados no Parand, os bovinos da raca
Holandesa, por serem animais de descarte, podem ter permanecido no pasto nas
Ultimas semanas antes do abate, ou, ainda, poderiam ser provenientes de sistema de
manejo semi-intensivo, com uso regular de piquetes ou pastos e, portanto, as
necessidades fisiolégicas e funcionais impostas ao estojo corneo pelo meio ambiente
seriam semelhantes entre as trés racas.

E importante ressaltar que a literatura sobre aspectos morfolégicos do casco de
bovinos e, sobretudo, de bovideos é escassa, restringindo a discusséo dos resultados
encontrados. Portanto, recomenda-se a realizacdo de novos estudos, tanto no animal
vivo considerando-se aspectos de fisiologia e saude, quanto em pecgas correlacionando
estados fisiolégicos (momento da lactacdo, estado de saude, idade entre outros) e
outras partes de tecidos como a linha branca, a sola e o taldo para elucidar cada vez
mais como o estojo corneo saudavel é formado e podera ser estimulado a permanecer

assim.
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3.4. CONCLUSAO

A microdureza Knoop (HK) obtida para bovinos da ra¢ca Nelore foi, em média, de
17,52HK, para bovinos da raga Holandesa de 17,08HK e para bufalos da raca Murrah
de 17,15HK, ndo havendo diferencas estatisticas entre a microdureza da parede do
casco de bdfalos Murrah, bovinos da raca Nelore e de bovinos da raca Holandesa.

A microdureza em bovideos domésticos saudaveis néo foi alterada nem por raca
nem por espécie, nem pelo peso dos animais sugerindo possiveis fatores externos ou
ambientais como principais fatos influenciadores.

A analise dos dados histolégicos dos tubulos corneos de bovinos da raca Nelore
e Holandesa e de bubalinos da ragca Murrah, igualmente nado identificou diferencas
entre as espécies avaliadas no presente estudo.

N&o houve correlacdo entre os resultados obtidos de microdureza Knoop e 0s
resultados obtidos na avaliacdo histolégica da parede do estojo cérneo de bufalos

Murrah, bovinos da raca Nelore e de bovinos da raca Holandesa.
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4. CONCLUSAO GERAL

Mensurou-se a microdureza Knoop do casco de bovinos das racas Nelore e da
raca Holandesa e de bubalinos da raga Murrah.

Nas condicbes experimentais, ndo houve diferencas estatisticas entre a
microdureza da parede do casco de bufalos Murrah, bovinos da raca Nelore e de
bovinos da raga Holandesa.

A analise histologica dos tubulos corneos de bovinos da raca Nelore e
Holandesa e de bubalinos da raca Murrah, igualmente néo identificou diferencas entre
as espécies avaliadas no presente estudo, no que diz respeito a quantidade, area,
didmetro e distancia dos tubulos corneos.

S&a0 necessarios mais estudos a respeito da histologia dos tubulos corneos e da
biomecanica do aparelho locomotor distal de bovinos e bubalinos criados nas
condi¢cBes nacionais.

Diferentes parametros fisiolégicos da espécie bubalina e em especial do seu
estojo cérneo devem ser aprofundados, tendo em vista o rebanho significativo presente

no Brasil e as habilidades que a espécie demonstra.
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