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1. INTRODUCAO

O coxim digital € uma das importantes estruturas presentes no interior do
casco equino, sendo responsavel pela absor¢do do impacto quando o animal
apoia o membro sobre o solo, bem como pelo bombeamento de sangue dando
estimulo ao retorno venoso do digito (BOWKER et al., 1998). Esta estrutura esta
localizada entre as cartilagens laterais da falange distal, dorsal a ranilha e tecido
epidérmico do casco (GUNKELMAN & HAMMER, 2017). Quando delgada,
constitui-se da associacdo de tecido adiposo e elastico e, quando espessa, de
tecido fibroso ou fibrocartilaginoso e elastico (BOWKER et al., 1998). Por estar no
interior do casco, o coxim tem intima relacdo com o aparelho podotroclear, que é
um conjunto de estruturas Gsseas, articulares, ligamentosas e tendineas, capazes
de permitir o funcionamento biomecanico da porcdo mais distal dos membros
(RIBEIRO, 2013).

A estruturacdo histoldgica do coxim digital equino é semelhante a de outras
espécies (RABER et al., 2006), sendo composto de células adiposas, fibras
elasticas e fibras colagenas que se organizam em um tecido conjuntivo denso néo
modelado, associado a tecido cartilaginoso, vasos e nervos (WILHELM et al.,
2005). Além da descricdo anatbmica, BOWKER et al. (1998) também
descreveram 0s tecidos microscopicos constituintes do coxim na espécie equina,
sendo uma das principais referéncias sobre a histologia dessa estrutura.

S&o escassos e recentes o0s estudos cientificos envolvendo o coxim digital
equino em termos de composicao tecidual e sua correlacdo com caracteristicas
fenotipicas dos animais. FARAMARZI et al. (2017) investigaram as regides axial
(dividindo esta em proximal — mais localizada em regido de taldes e ranilha — e
distal — mais proxima a terceira falange e a sola do casco) e abaxial (medial e
lateral). A regido axial distal destaca-se pela grande quantidade de fibras
colagenas em relacdo as demais, que, por sua vez, possuem moderada
quantidade de tecido fibroelastico junto com ampla rede vascular, reforcando a
hipotese do auxilio no bombeamento venoso, visto que vénulas sdo os vasos
sanguineos mais abundantes e com maior diametro no coxim digital. Em ambas
as regides abaxiais ndo ha diferencas teciduais significativas entre si, sendo mais
encontrados adipécitos e grandes quantidades de condrdcitos, diferente das
regides axiais. Essa arquitetura tecidual ndo difere entre membros toracicos e
pélvicos contralaterais (FARAMARZI et al., 2017). Os autores citam que ha
necessidade de ampliar as investigacbes com propoésito de identificar as
transformacdes teciduais do coxim digital em animais de diferentes grupos
geneéticos, categorias, atividades esportivas, entre outras caracteristicas.
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Apesar de ser uma estrutura ja estudada histologicamente atraveés das
técnicas de H&E, Van Gieson, Tricrémico de Masson e Weigert para identificacdo
principalmente dos tecidos adiposo, fibroelastico, cartilaginoso e de fibras
coldgenas (BOWKER et al., 1998; FARAMARZI et al., 2017), incluindo avaliacdes
guantitativas de feixes de fibras, nenhuma técnica de coloracao foi realizada para
diferenciacéo qualitativa dos tipos de fibras coldgenas, visto que o colageno tipo |
organiza-se em bandas nos sentidos longitudinal e transversal e possui grande
forca ténsil. Suas fibras apenas tém capacidade de se deformarem cerca de 5%
de seu comprimento, conferindo assim a essas fibras — e, consequentemente, ao
coxim digital - maior absor¢cdo de impactos (EURELL & VAN SICKLE, 2006).
Desta forma, o objetivo do presente estudo € descrever e definir se a técnica da
coloracdo de Picrosirius na analise histoldgica qualitativa do coxim digital de
equinos € determinante na identificacdo das fibras colagenas tipo I.

2. METODOLOGIA

Todos os procedimentos realizados foram aprovados pela Comissédo de
Etica em Experimentacdo Animal (CEEA) da Universidade Federal de Pelotas
(UFPel), sob nimero de aprovacdo 137/2019. O estudo foi realizado em duas
etapas. A etapa inicial foi destinada a coleta das amostras e foi realizada em
frigorifico dedicado exclusivamente ao abate de equinos, localizado no municipio
de S&o Gabriel, no estado do Rio Grande do Sul, Brasil. A segunda etapa foi
dedicada ao processamento e analise das amostras, sendo realizada no
Laboratdrio de Histologia do Departamento de Morfologia, ambos pertencentes ao
Instituto de Biologia da Universidade Federal de Pelotas.

As amostras foram obtidas de 60 equinos adultos (Equus caballus), sendo
21 machos e 39 fémeas, com peso médio de 374,73 + 56,64 kg. Todos os
animais foram abatidos no frigorifico por concussao cerebral, seguida por sec¢ao
da veia jugular, de acordo com método de insensibilizacdo autorizado pelo MAPA.
De cada individuo foram coletados um membro toracico e um pélvico apos
desarticulacdo em nivel das articulacbes intercarpicas e intertarsicas, sendo
identificados e acondicionados em sacos plasticos e refrigerados em isopor com
gelo para o transporte imediato até a cidade de Pelotas, RS.

Cada peca foi seccionada com uma serra elétrica de fita, em nivel da coroa
do casco, preservando as estruturas internas do mesmo, com o0 intuito de
padronizacdo proporcional das amostras. Posteriormente, cada casco foi
submetido a uma secc¢édo sagital central, exatamente na linha mediana do casco,
aqui denominada como eixo de apoio, para a obtencdo de dois antimeros
simétricos por peca. Por fim, esta estrutura foi removida por completo dos dois
antimeros de cada casco (Figura 1).
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Figura 1 — Vista abaxial de coxim digital equino de um antimero de casco de membro toracico esquerdo apos
sua remocado completa através de dissecagdo anatbémica.
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As amostras de coxim digital foram aparadas para padronizar as
dimensdes das pecas histoldgicas em 5x5x5 mm, resultando em blocos de 5 mms.
As pecas foram identificadas e acondicionadas individualmente em frasco de boca
larga com tampa de rosca e capacidade para 12 ml de volume, adequada fixag&o
em formol 10% durante 24 horas e processamento histoldgico para inclusédo em
parafina.

Para os cortes histolégicos, foi utilizado microtomo Leica® RM225. Os
cortes foram seriados (trés cortes por bloco) e posicionados um corte por lamina.
Cada lamina foi submetida a coloracdo de Picrosirius. O protocolo de coloracao
das laminas seguiu o descrito por RITTIE (2017). As imagens histolégicas foram
realizadas utilizando lente objetiva de 4x e ocular de 10x, totalizando um aumento
de 40x. As imagens foram capturadas com microscopio da marca Nikon®, modelo
Eclipse E200, acoplado a camera digital Moticam, com resolu¢cdo de cinco
megapixels e software de captura Motic Image Plus 2.0.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As fibras colagenas do tipo | foram coradas em vermelho intenso,
diferenciando-se de outros tecidos (como fibras elasticas e adipdcitos). Na maior
parte das laminas, os feixes de fibras coldgenas se encontravam unidos,
dispostos transversalmente. As fibras colagenas tipo Ill foram encontradas na
parede interior dos vasos, corando-se com tonalidade amarelo clara (Figura 2),
gue ficam esverdeadas quando na microscopia polarizada.
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Figura 2 - Fibras colagenas tipo | coradas em vermelho intenso (*) e tipo Il em amarelo-esverdeado no
interior dos vasos (+). Aumento de 40x.

Para identificacdo das fibras colagenas, o método de coloracdo de
Picrosirius permitiu avaliacdo qualitativa da area e diferenciacdo do colageno tipo
| | (proteina esta com capacidade de resisténcia de forca ténsil) das fibras tipo IllI-
(BEDOYA et al., 2016). O uso da técnica de coloracdo de Picrosirius para o
estudo histolégico de amostras de coxim digital dos equinos € inédito, visto que
apenas a coloragdo do Tricrbmio de Masson ja fora utlizado de forma
quantitativa, técnica esta, que apenas quantifica proporcdo de feixes de fibras
coldgenas sem diferenciacdo do tipo de proteina instituida nas amostras de
tecidos de coxim digital desta espécie (FARAMARZI et al., 2017).
A descricdo da técnica é de grande importancia, visto que recentemente
estudos vém sendo realizados associando a area e a composicao dos tecidos do
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coxim digital equino com teor de gordura subcutanea (PIZZI et al., 2020) e grau
dos escores de condig&o corporal.

4. CONCLUSOES

A coloracdo de Picrosirius é uma técnica alternativa para mensuragdes
qualitativas de fibras colagenas tipo | no coxim digital equino.
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