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RESUMO

COSTA, Suely de Fatima. Alteracbes morfoldgicas induzidas por butirato,
propionato e lactato sobre a mucosa ruminal e epiderme de bezerros. 2003.
110p. Tese (Doutorado em Zootecnia)-Universidade Federal de Lavras, Lavras.*

Acidos graxos volateis podem causar alteracdes morfoldgicas em tecidos
epiteliais estratificados queratinizados de bovinos. Objetivou-se com este
trabalho avaliar o efeito de butirato, propionato e lactato sobre a morfologia da
parede ruminal, da epiderme no plano nasolabial, da epicera e do perioplum de
bezerros e validar a execucdo e interpretacdo de bidpsias tegumentares como
indicadores de alteracGes da mucosa ruminal. O rimen de 17 bezerros recém-
nascidos foi mantido afuncional por alimentacdo continua com dieta liquida.
Aos 45 dias de vida, cateteres foram cirurgicamente implantados no rimen e os
animais receberam infusdes intraruminais de butirato, propionato, lactato ou
salina (controle) entre os dias 52 e 89 de vida. A quantidade diaria infundida de
propionato e butirato foi 0,0744 moles/kg do peso metabolico e a quantidade de
lactato foi 0,0636. A insulina sorolégica foi dosada no 22° dia de aplicagdo dos
tratamentos nos tempos 0, 90, 180 e 360 minutos relativamente a infusdo diaria
da manhd. No final do periodo experimental, os animais foram abatidos e
fragmentos de tecidos foram coletados no saco cranial, recesso e saco cego
caudo-ventral do rdmen, na epiderme do plano nasolabial, na epicera e no
perioplum traseiro e dianteiro. Todos o0os AGV induziram aumento
proporcionalmente maior no peso do rumino-reticulo que no peso do omaso,
sendo o butirato aparentemente mais estimulador da massa do estdmago
aglandular que propionato e lactato. A infusdo de AGV tendeu a aumentar o
peso e a propor¢do de epitélio e conjuntivo subepitelial no saco cranial do
ramen; entretanto, esses reduziram o numero de papilas por cm” de parede
ruminal. Embora butirato tenha sido mais estimulador da secrecdo de insulina,
esse AGV foi incapaz de induzir ganho em &rea ou altura das papilas. Todos os
AGV aumentaram a proliferacdo das células da camada basal do epitélio
ruminal. Embora a infusdo de AGV tenha aumentado a &rea de células
metabolicamente ativas no rimen, somente o propionato tendeu a aumentar o
tamanho papilar no saco cranial do rimen. A resposta em mitose celular a
infusdo de lactato e butirato parece ter ocorrido em resposta a ruminite induzida
por AGV. O efeito da infusdo de AGV na epiderme do plano nasolabial foi
contrario ao efeito observado no rimen. Os AGV aumentaram o indice mitotico

! Comité Orientador: Prof. Marcos Neves Pereira — UFLA (Orientador), Prof. José
Camisédo de Souza— UFLA, Prof. Jodo Chrysostomo de Resende Junior — UFLA.



no perioplum traseiro, contrariamente ao efeito sobre o plano nasolabial e a
epicera. Nao foram observadas lesdes histopatologicas nos epitélios do plano
nasolabial, da epicera e perioplum, mostrando que essas sdo conseqiiéncias do
efeito direto dos AGV sobre o epitélio ruminal. Butirato e o lactato foram mais
indutores de alteracBes patoldgicas no epitélio ruminal. Os efeitos dos AGV
sobre a morfologia da mucosa ruminal e de outros tecidos queratinizados
sugerem que danos morfoldgicos no epitélio do rimen e de cascos podem ter
causa comum, explicando a ocorréncia simultdnea de anomalias nessas
estruturas em bovinos sujeitos & acidose ruminal. Biopsias tegumentares podem
ter utilidade como indicadores de alteracGes morfol6gicas da mucosa do rimen.



ABSTRACT

COSTA, Suely de Fatima. Lactate, propionate and butyrate induced
morphological alterations on calf ruminal mucosa and epidermis. 2003.
110p. Thesis (Doctor in Program in Animal Science)-Universidade Federal de
Lavras, Lavras."

Volatile fatty acids (VFA) may cause morphological alterations on
bovine keratinized stratified epithelial tissues. The objective was to evaluate the
effect of butyrate, propionate and lactate on ruminal wall, the epidermis of
nasolabial surface, the perioplum and the epicera of calves. Also, to validate the
procedure and interpretation of tegument biopsies as indicators of ruminal
mucosa alterations. Ruminal activity on 17 neonatal calves was lowered by
continuous liquid diet. At 45 days of age foley catheters were placed surgically
in the rumen. Daily infusions were 0.0744 and 0.0636 moles/kg of metabolic
weight for propionate and butyrate, and lactate, respectively. Serum insulin was
sampled on the 22" day from the beginning of treatments at, 0, 90, 180 and 360
minutes relative to the morning infusion. After slaughter tissue samples were
collected from ruminal cranial sac, recess and caudo-ventral sac, nasolabial
surface, epicera and perioplum from front and hindquarters. All VFA induced
greater increase on ruminal-reticulum proportionate weight than on omasum.
Butyrate was a greater stimulator of non-glandular stomach growth than lactate
and butyrate. VFA infusion tended to increase weight and proportion of ruminal
cranial sac epithelium and sub epithelial stroma, however they reduced papillae
number per ruminal wall square centimeter. Although butyrate stimulated more
insulin secretion, this VFA was not capable to induced gain on papillae area or
height. Although VFA infusion increased metabolically active ruminal cell area,
only propionate tended to increase ruminal cranial sac papillary area. Cellular
mitosis response to lactate and butyrate infusion seemed to have occurred in
response to induced VFA induced rumenitis. Nasolabial surface VFA infusion
effect was the opposite to that observed in the rumen. VFA increased hind
perioplum mitotic index, contrary to its effect on the nasolabial surface and
epicera. No histopathological lesions were observed on nasolabial surface,
epicera and perioplum, demonstrating that these are consequences of VFA direct
effect on ruminal epithelium. Butyrate and lactate were better pathological
alterations inducers on the ruminal epithelium. VFA effects on ruminal mucosa
morphology and on other keratinized tissues suggest that morphological damage

! Graduate Committee: Marcos Neves Pereira — UFLA (Major Professor), José
Camiséo de Sousa — UFLA, Jodo Chrysostomo de Resende Janior — UFLA.



on hoof and ruminal epithelium may have a common cause, which explains the
simultaneous anomaly occurrence on these structures from cattle subject to
ruminal acidosis. Tegumentary biopsies may be useful as ruminal mucosa
morphological alteration indicators.



1 INTRODUCAO

A fermentacdo microbiana e a producdo de &cidos graxos volateis
(AGV) no ramen sdo eventos nutricionalmente importantes em ruminantes, uma
vez que aproximadamente 70% da exigéncia energética nesses animais podem
ser atendidas por acetato, propionato e butirato (Bergman, 1990). Alta taxa de
producdo e absor¢do de AGV é requerida para o suprimento de nutrientes
necessarios para o desempenho satisfatério de ruminantes. No entanto, a
ingestdo de dietas ricas em carboidratos rapidamente fermentaveis no rimen
pode resultar em acimulo excessivo de AGV no fluido ruminal, desencadeando
um quadro de acidose (Barker et al., 1995). A acidose ruminal pode afetar
negativamente o desempenho e a satde animal mediante efeitos deletérios sobre
a motilidade do rumen (Leek & Harding, 1975; Crichlow & Chaplin, 1985), a
fermentacdo da fibra (Grant & Mertens, 1992; Krajcarski-Hunt et al., 2002), o
consumo de alimentos (Elliot et al., 1995; Krajcarski-Hunt et al., 2002) e a
morfologia da parede ruminal (Jensen et al., 1954; Ahrens, 1967). O estimulo da
capacidade de clearance de AGV pela parede do rdmen, por manipulacéo
dietética da morfologia papilar (Sutton et al., 1963; Gaebel et al., 1987) pode ser
uma estratégia alimentar plausivel em vacas leiteiras, propiciando alta absorgao

de energia sem induzir acimulo excessivo de AGV no fluido ruminal.

O tipo de AGV presente no contetdo ruminal pode afetar a resposta em
crescimento das células do epitélio. O propionato e o butirato parecem ser mais
estimuladores do crescimento papilar que o acetato (Sander et al., 1959, Vair et
al., 1960). A alta producdo ruminal de butirato, no entanto, parece ser
indesejavel do ponto de vista de integridade e atividade metabdlica da parede
ruminal em razdo dos efeitos diretos indesejaveis desse &cido sobre a
proliferacdo e a queratinizagdo das células epiteliais (Galfi et al., 1993). O efeito

direto do butirato sobre o epitélio ruminal parece ser inibidor de mitose e indutor



de diferenciacéo celular (Staiano-Coico et al., 1990). O propionato parece ser o

AGV responsavel pelo crescimento de papilas metabolicamente ativas.

O actimulo ruminal de lactato pode ocorrer por inducdo experimental de
acidose aguda em ruminantes (Hungate et al., 1952; Crichlow & Chaplin, 1985;
Harmon et al., 1985; Crichlow, 1988). No entanto, vacas leiteiras que receberam
dietas de alto contetido energético apresentam concentragdes plasmaticas de D-
lactato muito abaixo das observadas nesses experimentos (Oetzel et al., 1999;
Pereira et al., 1999). Apesar de a concentragdo plasmatica de lactato ser baixa
em vacas leiteiras de alta producdo, consumindo dietas tipicas para essa
categoria animal, a concentragdo plasmatica de D-lactato foi maior em dietas
com alto teor de amido e baixa forragem do que em dietas menos acidogénicas
formuladas com maior teor de forragem (Pereira et al., 1999). O papel do lactato
e de outros AGV na etiopatogenia da acidose em vacas leiteiras precisa ser mais
bem esclarecido para que medidas de controle tecnicamente fundamentadas

sejam adotadas.

Alteragdes microscopicas no processo de queratinizacdo sdo observadas
em bovinos com distarbios nos membros locomotores (Nilsson, 1963; MacLean,
1971; Andersson & Bergman, 1980; Singh et al., 1992). Distarbios de
queratinizacdo podem atuar como fator predisponente ao aparecimento de
afeccOes de casco, por alterar a morfologia e a dureza dos mesmos (Baggott et
al., 1988; Hendry et al., 1999). A inducdo de acidose em eqtiinos afetou tanto a
queratinizacdo dos cascos quanto das castanhas, sugerindo que a patologia pode
ter natureza sistémica. Apesar de a extragdo de butirato e propionato pelo figado
ser alta (Krehbiel et al., 1992), o teor plasmatico desses AGV aumenta apos a
alimentagdo em ovinos (Thye et al.,, 1970; Ross & Kitts, 1973). Danos
morfoldgicos no tecido epitelial do rimen e de cascos podem ter os AGV como
causa comum, possivelmente explicando a ocorréncia simultanea de anomalias

no rumen e nos cascos de bovinos sujeitos a acidose ruminal.



Conduziu-se este trabalho com o objetivo de avaliar o efeito de butirato,
propionato e lactato sobre a morfologia da mucosa ruminal, da epiderme no
plano nasolabial, da epicera’ e do perioplum? de bezerros, nos quais o
desenvolvimento do estdmago aglandular foi inibido experimentalmente por
manutencdo desses animais em dieta exclusivamente liquida. Por meio dos
resultados visa-se fornecer subsidios para melhor compreensao da etiopatogenia
da acidose em bovinos e validar a execucdo e interpretacdo de bidpsias

tegumentares como indicadores de altera¢cGes morfologicas da mucosa ruminal.

! Epicera é a epiderme localizada na base do corno, a qual apresenta caracteristicas
intermediarias entre as epidermes da pele e a de revestimento do corno (Nomina Hi
stologica, 1994).

2 Perioplum é a epiderme que cobre a borda coronaria do casco em ungulados. Ela
caracteriza a transicdo entre a epiderme da pele do membro e da parede do casco,
estruturalmente similar a epicera do corno (Nomina Histoldgica, 1994).

3



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Caracteristicas morfologicas da parede ruminal, da epiderme no plano

nasolabial, da epicera e do perioplum de bovinos
2.1.1 Aspectos morfoldgicos da parede ruminal
2.1.1.1 Aspectos anatdbmicos

O estdbmago dos ruminantes é constituido por quatro cdmaras distintas. A
parte aglandular é formada pelo rdmen, reticulo e omaso, e a parte glandular,
pelo abomaso. O rimen é o maior dos compartimentos do estbmago aglandular e
ocupa a maior parte da cavidade abdominal, especialmente o antimero esquerdo.
A superficie externa do rimen é marcada por varios sulcos de profundidade
variavel, os quais sdo representados internamente por espessamentos da camada
muscular da parede denominados pilares. Os sulcos, externamente, e os pilares,
internamente, delimitam os sacos cranial, dorsal, cego caudo-dorsal e saco cego
caudo-ventral. A extremidade cranial do saco ventral € denominada recesso do
ramen (FIGURA 1) (Nickel et al., 1981).

A superficie interna do rimen de um animal adulto é caracterizada
macroscopicamente pela presenca de inUmeras projecGes da mucosa, as papilas
ruminais, as quais aumentam a superficie interna do 6rgdo. As papilas se
projetam para o lume do érgdo, podendo apresentar formas e tamanhos variados
nas diferentes partes do ramen (Schnorr & Vollmerhaus, 1967; Henrikson,

1970). Elas sdo maiores e mais densas nas regides ventrais dos sacos ruminais.



2.1.1.2 Aspectos histologicos

A parede do rimen é formada pelas tanicas serosa, muscular, submucosa
e mucosa, citadas no sentido da cavidade abdominal para o lume ruminal. A
mucosa é constituida pelo epitélio, luminal & membrana basal, e pela ldamina
propria (LP) de natureza conjuntiva, serosal a membrana basal (Steven &
Marshall, 1970; Dellmann & Brown, 1982). A presenca da tunica submucosa no
rimen € questionavel, em funcdo da auséncia de uma camada muscular da
mucosa. Alguns autores definem todo o tecido conjuntivo abaixo do epitélio e
acima da camada muscular como lamina propria-submucosa (Banks, 1992).
Manualmente € possivel separar as tunicas serosa e muscular do restante da

parede, devido a natureza frouxa desse tecido conjuntivo.

O epitélio de revestimento do rimen é do tipo estratificado pavimentoso
queratinizado, de espessura variavel, formado por quatro camadas de células
distintas: basal, espinhosa, granulosa e cdrnea ou queratinizada, sendo
morfologicamente semelhante a epiderme da pele (Dellmann & Brown, 1982;
Banks, 1992). O epitélio é a parte metabolicamente ativa da mucosa e exerce as
funcdes fisioldgicas de absorcdo, metabolismo de AGV e protecdo (Sakata &
Tamate, 1979; Galfi et al.,, 1991). A camada queratinizada apresenta baixa
capacidade metabdlica devido a presenca de grande quantidade de queratina no
citoplasma e poucas organelas celulares (Baldwin & Jesse, 1991). Embora
permeavel, essa camada forma uma barreira protetora contra a ingesta abrasiva e
microorganismos. Ja as camadas mais profundas apresentam alta capacidade de
absorcdo e metabolizacdo de AGV (Henrikson & Stacy, 1971; Dellman &
Brown, 1982; Banks, 1992). A propor¢do entre o numero de células
metabolicamente ativas e o numero de células queratinizadas determina a

atividade metabdlica por unidade de massa de epitélio (Baldwin & Jesse, 1992).



Como ocorre em qualquer epitélio estratificado, a proliferagdo celular
sucede-se a partir da camada basal, onde as células entram em divisdo mitotica.
Essas, por sua vez, sofrem diferenciacdo (queratinizacdo) e migram para as
camadas superiores do epitélio até alcancar a camada cdrnea e descamar para
dentro do lume ruminal (Dellman & Brown, 1982; Banks, 1992). A velocidade
relativa dos processos de proliferacdo celular, diferenciacdo e descamacéo
determina o nimero de células em cada camada do epitélio. Se a velocidade de
proliferacdo das células epiteliais for proporcionalmente maior que a velocidade
de descamacdo, ocorrera aumento no numero de camadas de células no epitélio,

definido como hiperplasia (Jones et al., 2000).

Acantose é definida como a hiperplasia caracterizada por aumento no
numero de células das camadas basal e espinhosa do epitélio (Jones et al., 2000).
Hiperqueratose é a hiperplasia do epitélio caracterizada por aumento na
espessura da camada cornea, sendo um achado comum em bovinos alimentados
com dietas ricas em concentrados (Jensen et al., 1954; Mayer, 1986).
Paraqueratose ocorre quando nucleos picnoticos sdo retidos na camada cdrnea.
O epitélio ruminal é naturalmente paraqueratotico (Lavker et al., 1969; Lavker
& Matoltsy, 1970). Maior prevaléncia de paraqueratose ruminal também é
associada a dietas com alto teor de alimentos concentrados (Tamate & Kikuchi,
1978), provavelmente resultante da inducdo de alta taxa de proliferacdo e
migracdo celular sem tempo suficiente para completa diferenciacdo (Goodlad,
1981). Quando dietas ricas em alimentos concentrados sdo utilizadas, exigindo
alta capacidade de absorcdo de AGV pelo epitélio, a paraqueratose parece
compensar a hiperqueratose, mantendo uma camada de células queratinizadas
mais permeavel aos metabdlitos ruminais.

De acordo com Dellman & Brown (1982) e Banks (1992), a LP ¢
constituida por tecido conjuntivo, contendo fibras colagenas, elasticas e

reticulares, formando o eixo central de cada papila. O tecido conjuntivo denso da



LP é altamente vascularizado, contendo uma rede de capilares fenestrados logo
abaixo da membrana basal. A LP é desprovida de nddulos linfoides e é
aglandular. Na regido que poderia ser definida como submucosa, o tecido
conjuntivo frouxo é rico em fibras colagenas e elasticas que se mesclam com a
LP, e algumas fibras se projetam para o interior da papila. O tecido conjuntivo
submucoso também é bem vascularizado e apresenta nervos formando plexos

(plexos submucosos) constituidos por ganglios do sistema nervoso autébnomo.

A camada muscular é constituida por masculo liso formando as camadas
circular interna e longitudinal externa (Dellman & Brown, 1982; Banks, 1992).
O tamanho e tdnus da camada muscular parece ser dependente da intensidade do
trabalho fisico de digestdo. Nocek & Kesler (1980) observaram espessamento da
camada muscular do rimen em bezerros alimentados com feno por 14 semanas
comparativamente a animais alimentados com dieta peletizada. Plexos nervosos
com géanglios do sistema nervoso auténomo (plexos mioentéricos) estdo

localizados entre as camadas circular interna e longitudinal externa.

7

A camada serosa € composta por epitélio simples pavimentoso,
denominado mesotélio, voltado para a cavidade abdominal, e por uma faixa de
tecido conjuntivo, localizada internamente & primeira, € que contém vasos
sanguineos e linfaticos, nervos e tecido adiposo (Dellman & Brown, 1982 e
Banks , 1992).

2.1.1.3 Aspectos ultra-estruturais do epitélio ruminal

Morfologicamente semelhante as células da epiderme, as células do
epitélio ruminal apresentam caracteristicas ultra-estruturais relacionadas com a
biossintese de substancias queratinosas, e esse processo tem inicio na camada
basal com a diferenciagdo pds-mitética das células. O processo envolve duas

fases distintas, nas quais as células se diferenciam e se transformam em células



queratinizadas. A primeira fase envolve a sintese de produtos necessarios para a
queratinizacdo: filamentos, grénulos limitados por membrana e granulos de
queratohialina. A segunda fase envolve a conversao da célula altamente granular
em ceélula queratinizada constituida por um complexo amorfofilamentoso
envolto por uma membrana plasmatica espessada (Steven & Marshall, 1970;
Dellmann & Brown, 1982; Banks, 1992).

A camada basal apresenta células colunares ou cuboidais
esporadicamente intercaladas por células menores (Steven & Marshall, 1970;
Henrikson & Stacy, 1971; Dellmann & Brown, 1982; Banks, 1992). As células
colunares apresentam nucleo fortemente escuro e com contorno irregular ou
podem apresentar nucleo relativamente péalido e com limite linear. Grande
numero de mitocéndrias podem ser observadas proximas ao ndcleo, entremeadas
por ribosomas livres e reticulo endoplasmatico rugoso (RER). Complexos de
Golgi, corpos elétron-densos e vesiculas de pinocitose sdo encontrados no
citoplasma nd&o-perinuclear. Pequenos feixes de filamentos podem ser
observados paralelamente a membrana celular. A superficie celular lateral e a
superficie préoxima a membrana basal apresentam pregas. Essas sdo
prolongamentos do citoplasma que se projetam no espaco intercelular lateral ou
na direcdo da membrana basal. Na superficie celular oposta a membrana
ocorrem microvilos menos desenvolvidos que as pregas laterais e basais. Essas
projecdes do citoplasma na membrana celular podem estar funcionalmente
relacionadas a area de superficie celular para troca de metabdlitos. Tamate et al.
(1974) observaram que o numero de pregas basais foi reduzido ap6s jejum de

trés dias em ovinos.

7

Na camada espinhosa, a maioria das células é oval, com nucleo de
formato irregular rico em reentrancias e com projecdes citoplasmaticas unindo
uma célula a outra por desmosomas. O espaco intercelular é reduzido se

comparado ao espaco intercelular na camada basal e € preenchido por material



floculento. No citoplasma, ocorrem a presenca de feixes de fibrilas (tonofibrilas)
paralelamente dispostas na periferia da célula, poucas mitocondrias e granulos
ovais elétron-densos e limitados por membrana, medindo aproximadamente 0,2
um de didmetro,. Na proximidade das reentrancias nucleares, ha a presenca de
RER contendo cisternas ricas em material granular fino (Lavker, Chalupa,
Dickey, 1969; Dellmann & Brown, 1982; Banks, 1992).

A camada granulosa apresenta células dispostas paralelamente a
superficie luminal e com espacos intercelulares ainda menores que os da camada
espinhosa. Nessa camada, as células apresentam nicleos com sinais de
degeneragdo e freqlientemente deslocados para a extremidade da célula e RER
contendo material granular fino (proteina-RE). O citoplasma é moderadamente
elétron-denso, pois contém tonofibrilas, granulos de queratohialina, granulos
limitados por membrana e mitocondrias (Lavker et al., 1969). Granulos de
queratohialina sdo observados na regido perinuclear e sdo limitados por
ribosomas. A periferia das células € rica em pequenos granulos mucosos
envoltos por membrana, granulos mucosos maiores sdo observados proximos ao
nucleo. Feixes filamentosos podem ser visualizados por todo o citoplasma.
Grande numero de mitocondrias e ribosomas livres, complexos de Golgi e
algumas goticulas de lipides encontram-se espalhados por todo o citoplasma
(Lavker & Maltoltsy, 1970; Dellmann & Brown, 1982; Banks, 1992).

A transicdo da camada granulosa para a camada cornea, formada por
células queratinizadas, é abrupta. Durante os estagios iniciais de transformacédo
da célula granular em célula queratinizada, os granulos de queratohialina se
agregam, formando uma grande massa e feixes filamentosos e pequenos
granulos mucosos se acumulam na periferia da célula. As cisternas do RER
apresentam-se muito dilatadas e preenchidas por material granular fino
(proteina-RE). A queratinizacdo da célula granular é iniciada pela liberacdo de

enzimas hidroliticas oriundas de lisosomas. O aumento no niumero de lisosomas



estd relacionado a degradacdo gradual do nicleo, dos ribosomas, das
mitocéndrias, dos complexos de Golgi e dos granulos mucosos. Além disso,
ocorrem alteracGes marcantes na permeabilidade da membrana plasmatica,
fazendo com que quantidades significativas de conteddo celular atravessem a
membrana e se acumulem no espaco intercelular, formando uma massa amorfa.
Os filamentos sdo deslocados para a periferia da célula e os granulos de
queratohialina tornam-se dispersos, misturando-se com a proteina-RE no centro
da célula. Subsequentemente, o complexo proteina-RE-queratohialina infiltra-se
com o componente filamentoso, produzindo um conteddo amorfofibroso. A
perda de fluidos pela célula reduz o volume celular e condensa o material
intracelular. A célula queratinizada formada apresenta membrana plasmaética
espessada, com interdigitacdes profundas e presenca de canaliculos
intercelulares (Dellmann & Brown, 1982; Banks, 1992). Ocasionalmente séo
observadas goticulas lipidicas e restos celulares espalhados pelo citoplasma da

célula queratinizada (Lavker & Maltoltsy, 1970).

As células da camada basal estdo unidas a membrana basal pelos
hemidesmosomas, 0s quais apresentam uma distribuicdo irregular ao longo da
base da célula. Filamentos finos partem da placa de cada hemidesmosoma na
direcdo da membrana basal. Os tipos mais comum de juncdo entre células no
epitélio ruminal sdo os desmosomas (méacula de adesdo). Esses sdo menos
numerosos € mais simples na camada basal, porém, mais complexos e
abundantes nas camadas espinhosa e granulosa, podendo estar ausentes na
camada cornea. Na transicdo entre as camadas basal e espinhosa, as células sdo
unidas por desmosomas mais humerosos que 0s que unem as células da camada
basal, reduzindo o espaco intercelular. Esses desmosomas da camada espinhosa
séo freqiientemente situados nas extremidades das projecOes do citoplasma na
membrana celular, formando pontes intercelulares. Na camada granulosa, os

desmosomas sdo menos frequentes que na camada espinhosa, aumentando o
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espaco intercelular, mas esses se mantém mais estreitos que 0s espagos
intercelulares da camada basal. Tonofibrilas (citoqueratina) surgem dos
desmosomas e se projetam para dentro das células. Imediatamente antes da
transicdo da camada granulosa para a camada cornea, as tonofibrilas sdo
perdidas e os desmosomas desaparecem. Apenas alguns desmosomas persistem

na extremidade lateral da célula queratinizada (Steven & Marshall, 1970).

Pequenas éreas de fusdo de membrana ocorrem apenas proximas a regido
dos desmosomas nas camadas basal e espinhosa. Nas primeiras camadas de
células da granulosa, essas areas de fusdo tornam-se maiores e mais numerosas.
Nas células da granulosa préximas & camada cornea, os processos de fusdo de
membranas aumentam e os espacos intercelulares sdo obliterados pela formacéo
de jungdes muito estreitas denominadas zdnulas de oclusdo. Na transi¢do da
camada granulosa para a cornea, ocorre separacao das membranas fundidas. Na
camada cornea sdo observados espacos intercelulares, mas esses tém dimensdes
reduzidas suficientes para impedir a penetracdo de bactérias e outros
microrganismos através do epitélio. As zo6nulas de oclusdo podem ser
danificadas por descamacdo da camada de queratina, eliminando a barreira entre

o0 conteudo ruminal e a membrana basal (Steven & Marshall, 1970).

2.1.2 Aspectos histoldgicos da epiderme no plano nasolabial, da epicera e do

perioplum dos bovinos

O tegumento de mamiferos é formado por epiderme e derme. A
epiderme é a camada mais externa da pele e é constituida por epitélio
estratificado pavimentoso queratinizado. A epiderme pode ser dividida em
diferentes camadas, cujo nimero de células varia nas diferentes partes do corpo.

A derme situa-se abaixo da epiderme e pode ser constituida por tecido
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conjuntivo frouxo ou denso. Cascos e cornos de bovinos séo estruturas derivadas
da pele (Dellmann & Brown, 1982; Banks, 1992).

2.1.2.1 Estrutura epidérmica no plano nasolabial

No bovino, a pele das narinas €é lisa, desprovida de pélos e Umida,
podendo ou ndo ser pigmentada. A pele da narina se estende ventralmente em
direcdo a boca e forma o plano nasolabial (FIGURA 2) (Getty, 1981). A
epiderme nessas regides é espessa, altamente queratinizada e constituida pelas
camadas basal, espinhosa, granulosa, IGcida e coOrnea ou queratinizada
(Dellmann & Brown, 1982; Banks, 1992).

A camada basal é constituida por células cubdides ou prismaticas, as
quais repousam sobre nitida membrana basal que separa a epiderme da derme.
Essa camada apresenta intensa atividade mitotica, sendo responsavel pela

constante renovacao da epiderme (Dellmann & Brown, 1982; Banks, 1992).

A camada espinhosa € formada por células poligonais cuboides ou
ligeiramente achatadas, de ndcleo central com pequenas expansdes
citoplasméticas que contém tonofibrilas partindo de cada uma das células
adjacentes. [Essas expansdes citoplasmaticas sdo mantidas unidas por
desmosomas (Dellmann & Brown, 1982; Banks, 1992).

A camada granulosa é caracterizada pela presenca de células poligonais
com nucleo central, nitidamente achatadas, em cujo citoplasma sdo observados
granulos grosseiros de queratohialina. Além desses granulos, essas células
secretam outros, envolvidos por membrana, de substancia fosfolipidica
associada a glicosaminoglicanas. Esses granulos sdo expulsos das células e
formam uma camada de substancia intercelular que age vedando essa camada de
células, impedindo a passagem de compostos entre elas, inclusive a agua. As

células da granulosa e também as da parte mais alta da camada espinhosa
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apresentam uma camada protéica, presa a superficie interna da membrana
celular, que confere grande resisténcia a membrana da célula (Dellmann &
Brown, 1982; Banks, 1992).

A camada lucida é constituida por uma delgada camada homogénea de
células achatadas, eosindfilas, cujos nucleos e organelas desapareceram. O
citoplasma consiste em numerosos filamentos compactados e envolvidos por
material elétron-denso. Ainda sdo observados desmosomas entre as células
(Dellmann & Brown, 1982; Banks, 1992).

A camada coOrnea, relativamente espessa, € constituida por varias
camadas de células achatadas, mortas e sem nucleo. O citoplasma dessas células

é preenchido por queratina (Dellmann & Brown, 1982; Banks, 1992).

2.1.2.2 Estrutura tegumentar dos cascos

O 6rgao digital do ruminante é constituido pela epiderme, pela derme ou
tecido conjuntivo subjacente, pela hipoderme e pelos 0ssos e estruturas
associadas. A camada cdrnea do epitélio do casco € muito mais espessa que a
camada cornea de outros tecidos, podendo-se observar a presenca de queratinas
mole e dura. Distlrbios no processo de queratinizagdo sdo potencialmente
capazes de afetar a dureza do casco (Baggott el al., 1988). Como a epiderme é
avascular, as células epiteliais dependem do suprimento de oxigénio e de
nutrientes oriundos da microvascularizacdo da derme, que se difundem através

da membrana basal.

Anatomicamente, o casco do bovino pode ser dividido em trés regides:
parede, sola e bulbo (FIGURA 3). A parede do casco é formada por trés
camadas constituidas por células queratinizadas: extratos externo, médio e
interno. Histologicamente existem trés diferentes tipos de epidermes no casco: a

do perioplum, a coronaria e a laminar.
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As células da camada basal do epitélio do perioplum produzem queratina
mole e brilhante, que forma o extrato externo da parede e o bulbo, visiveis
externamente. A regido do perioplum é uma regido de transicdo entre a pele do
membro e o casco propriamente dito. Durante a diferenciacdo, as células do
perioplum migram da regido peridplica em direcdo a sola do casco (Andersson
& Bergman, 1980; Dellmann & Brown, 1982; Banks, 1992).

As células basais da epiderme coronaria localizam-se no sulco coronario,
formando o extrato médio. A epiderme coronaria ndo possui camada granulosa
nem camada llcida. Essas células também diferenciam-se no sentido
préximodistal. O extrato médio é formado por queratina dura tipica. Na camada
cérnea da epiderme coronaria, sdo encontradas queratinas do tipo tubular e
intertubular, as principais estruturas de sustentacdo da parede do casco. A
queratina tubular é mais resistente que a intertubular (Hoblet & Weiss, 2001). Os
tibulos estdo orientados paralelamente & superficie externa do casco e suas
células queratinizadas possuem disposicdo altamente ordenada. Os tubulos
apresentam uma regido central constituida por elementos frouxos (regido
medular) e uma cértex constituida por trés zonas: a interna, com células
queratinizadas compactadas em espiral ao redor da medula, a média, com células
em espiral soltas e a camada externa, que € também formada por células
compactadas em espiral. A queratina intertubular ocupa 0s espacos entre 0s
tubulos de queratina (Andersson & Bergman, 1980; Dellmann & Brown, 1982;
Banks, 1992).

As células basais da epiderme laminar localizam-se nas laminas
primarias presentes ao redor da superficie interna do casco, formadas pelo
epitélio que se interdigita na derme laminar. As ldminas primérias sao definidas
como o conjunto da prega epitelial (papila epidérmica) e o conjuntivo adjacente
(papila dérmica). A epiderme laminar nos bovinos é constituida apenas por

laminas primarias. O resultado da diferenciacdo dessas células-tronco é uma
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queratina dura, que forma o extrato interno da parede e a sola do casco. A
camada cérnea da epiderme laminar no extrato interno da parede é composta por
queratina ndo-tubular elaborada lentamente, em sentido perpendicular a
queratina do estrato médio. Na regido da sola do casco, essa camada cOrnea se
forma em sentido préximo distal e € constituida por substancias queratinizadas
tubular e intertubular. As camadas mais superficiais da sola ndo se apresentam
firmemente unidas e podem descamar (Andersson & Bergman, 1980; Dellmann
& Brown, 1982; Banks, 1992).

As células na camada basal da epiderme do casco produzem dois tipos
de proteina de queratina: proteinas filamentosas e proteinas associadas a
filamentos. As proteinas associadas a filamentos sdo caracterizadas pelo seu alto
contetido de cisteina. A estabilidade estrutural da queratina resulta da ligacdo de
complexos queratina-proteina realizada possivelmente por pontes dissulfetos
entre residuos de cisteina. O material intercelular produzido pelas células na
camada espinhosa da epiderme é constituido por glicoproteinas e complexo
lipidico. A porcdo glicoprotéica age como instrumento de ligacdo entre as
células em queratinizacdo. A porcdo lipidica confere permeabilidade ao casco,
permitindo a manutencdo da hidratacdo da queratina em diversas condi¢bes
ambientais (Hoblet & Weiss, 2001).

2.1.2.3 Estrutura epidérmica na epicera

Os cornos dos bovinos sdo constituidos por trés elementos: processo
cornual do osso frontal, a derme (tecido conjuntivo da derme tipica da pele) e a
epiderme, no sentido interior-exterior (Dellmann & Brown, 1982; Banks, 1992).
A epiderme possui uma espessa camada de queratina dura na forma tubular e
intertubular. Tanto a queratina tubular como a intertubular originam-se das

células da camada basal presentes na epiderme que se interdigita (papila

15



epidérmica) com as papilas dérmicas (derme). A proliferagdo das células basais

do corno é lenta, 0 que explica o alongamento lento do corno bovino.

Na base do corno, a epiderme, denominada epicera (FIGURA 4), produz
uma queratina mole similar a do perioplum. As células basais da epicera
formam uma delgada camada externa de queratina, que se torna escamosa e
sofre descamac0es, semelhantemente a do extrato externo dos cascos (Dellmann
& Brown, 1982; Banks, 1992).

2.2 Regulacéo da proliferacéo e diferenciacdo das células queratinizadas

Os tecidos epiteliais de revestimento estratificado do sistema digestivo e
da epiderme do sistema tegumentar sdo renovados pela proliferacdo de células
tronco. As células tronco sdo indiferenciadas e apresentam alta capacidade de
diviséo celular durante toda a vida do animal. A cada nova divisdo uma nova
célula a ser diferenciada (queratinizada) é gerada e outra célula-tronco emerge

para manter a populacdo de células germinativas (Alberts et al., 1994).

De acordo com Suter et al. (1997), nos epitélios estratificados, as
células-tronco estdo presentes na camada basal, em intima associacdo com a
membrana basal. Sugere-se que a regulacdo da divisdo celular nos epitélios
esteja relacionada aos processos reguladores da diferenciacéo celular As células
epiteliais em diferenciacdo expressam genes especificos de uma maneira bem
regulada e bastante organizada. Mudancas sequenciais no fendtipo celular
podem ser observadas ao longo da diferenciacdo: estruturas de adesdo celular,
componentes do citoesqueleto e do envoltério cornificado e estrutura e

organizacgdo da camada cornea.

Tanto as células epiteliais como os fibroblastos do tecido conjuntivo
contribuem para a producdo dos diferentes constituintes da membrana basal. A

membrana basal é de extrema importancia para a integridade da camada basal do
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epitélio, pois ela atua na ancoragem e organizacdo do citoesqueleto das células
epiteliais. Uma interacdo altamente regulada entre os diferentes componentes
protéicos da membrana basal e entre esses componentes protéicos e 0s
receptores presentes nas células basais mantém o epitélio estratificado ancorado
ao conjuntivo subjacente. Além disso, a membrana basal pode influenciar tanto a

proliferacdo como a diferenciacéo das células epiteliais (Suter et al., 1997).

Na estrutura da membrana basal existem componentes protéicos de
matriz extracelular: laminina 1, 5 e 6, colageno tipos IV, V e VII (fibrilas de
ancoragem), dentre outros. As proteinas da matriz extracelular fornecem suporte
estrutural para a juncdo epitélio-conjuntivo e influenciam a proliferacdo e
diferenciagdo das células epiteliais, por atuarem como receptores de varios
fatores de crescimento. Os receptores da membrana basal podem transmitir
sinais intracelulares as células epiteliais, influenciando o fenétipo celular (Suter
et al., 1997). Sugere-se que a desintegracdo da membrana basal ou dano na sua
ligacdo as células da camada basal do epitélio possam ser eventos iniciais na
patogénese da laminite aguda em equinos (Pollitt, 1996). Qualquer condicédo

adversa capaz de afetar a membrana basal pode afetar a integridade do epitélio.

As juncOes celulares, hemidesmosomas e desmosomas sdo constituidas
por receptores que ligam a placa intracitoplasmatica conectada ao citoesqueleto
da célula a receptores extracelulares especificos. Tanto os hemidesmosomas,
como o0s desmosomas, sdo jungdes de ancoragem estaveis que se associam a
filamentos de queratina intracelular. Integrinas e caderinas sdo 0s possiveis
receptores que mediam a adesdo entre células e a adesdo entre células e a
membrana basal. Essas proteinas também sdo capazes de transmitir as células
epiteliais estimulos de fatores reguladores do crescimento e diferenciagao celular
atuantes sobre os receptores presentes na membrana basal. Na epiderme, as

integrinas estdo presentes predominantemente nas células basais e exercem
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papel importante na migracdo das células epiteliais para as camadas suprabasais,

induzindo eventos relacionados a diferenciacdo (Suter et al., 1997).

Sinais de diferenciacdo incluem a expressdo de diferentes tipos de
queratina, sintese de proteinas precursoras do envoltorio cornificado e suas
enzimas associadas (transglutaminases) e expressdo de diferentes moléculas de
superficie, incluindo as moléculas de adesdo. As queratinas sdo 0s principais
componentes do citoesqueleto das células epiteliais, sendo constituidas por
subunidades epitélio-especificas. Fatores que influenciam a diferenciacdo das
células epiteliais podem atuar sobre a sintese de queratinas especificas (Hendry
etal., 1997; Suter et al., 1997; Hendry et al., 2001).

A medida que as células alcancam a camada granulosa, elas param de
sintetizar as queratinas e comecam a produzir determinadas proteinas essenciais
para o arranjo final e formacdo de macrofilamentos de queratina altamente
resistentes. A filagrina, principal molécula sintetizada pelas células da granulosa,
é produzida na forma de uma molécula precursora inativa, fosforilada e rica em
histidina, denominada profilagrina. A diferenciacdo terminal dessa molécula é
um processo altamente regulado, envolvendo desfosforilagdo e protedlise da
profilagrina em filagrina. De uma maneira bastante especifica, a filagrina forma
ligagBes cruzadas transitérias com os filamentos de queratina, permitindo a
formac&o de ligagdes permantes por meio de pontes dissulfetos. Essa etapa é de
extrema importancia no processo de organizacao dos filamentos de queratina em
grandes macrofilamentos resistentes aos processos de destruigéo celular vigentes

na camada cornea (Suter et al., 1997).

O envoltorio cornificado € a membrana mais externa das células
epiteliais queratinizadas da camada cOrnea. Esse é constituido por ligacdes
cruzadas de material protéico insoluvel. As células superiores da camada
espinhosa e as da camada granulosa sdo as responsaveis pela producdo de

precursores do envoltorio cornificado e das enzimas que participam na ligacao
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cruzada entre substratos, as transglutaminases. Tem sido demonstrado que uma
grande variedade de proteinas atuam como substratos para as transglutaminases,
estando envolvidas na formacdo do envoltério cornificado: loricrina,

involucrina, cistatina A, tricohialina, entre outras (Suter et al., 1997).

A transicdo entre as camadas granulosa e cdrnea € caracterizada por uma
acentuada destruicdo de organelas e macromoléculas celulares, resultando na
formacdo de uma camada impermeavel constituida por células queratinizadas
unidas por material intercelular rico em lipides insollveis. Esses lipides se
dispdem em camadas paralelas, formando lamelas intercelulares. Na camada
granulosa, € formada uma barreira lipidica constituida por glicolipides, esterdis
livres e fosfolipideos; jA na camada cornea, a barreira lipidica constitui-se
principalmente de esfingolidieos. Essa alteracdo na composi¢do dos lipides é
mediada por lipases especificas e glicosidades que induzem a producdo de
componentes mais hidrofébicos. Enzimas hidroliticas, fosfatases &cida e
carboxipeptidases sdo as responsaveis pela descamacéo de células queratinizadas
(Suter et al., 1997).

Considerando que o mecanismo de diferenciacdo final das células
epiteliais envolve diversas alteragfes sequenciais no fenétipo celular, sua
regulacdo é, sem davida, bastante complexa. Em trabalhos in vitro tém sido
mostrado que varios fatores podem influenciar a proliferagdo e diferenciagdo das
células epiteliais, como: horménios (hidrocortisona, insulina, prolactina,
horménios tireoidianos), fatores de crescimento (Fator de Crescimento
Epidérmico, Fator de Transformagdo do Crescimento), micronutrientes
(vitamina Ds, acido retinGico) e microambientes celulares (membrana basal).
Fator de Crescimento Epidérmico, Insulin-like growth Factor, baixas
concentragdes de écido retindico (107 a 10" M), Fator de Crescimento de
Queratindcito, entre outros, podem estimular a proliferacdo das células epiteliais.

Entretanto, calonas de origens epidérmica, Fator de Transformagdo do
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Crescimento-B, vitamina Ds, altas concentracdes de acido retindico (10° M) e
butirato de s6dio inibem a proliferacdo e/ou podem estimular a diferenciacdo
celular (Staiano-Coico et al., 1990; Pollitt, 1996; Green, 1980 citado por Hendry
etal., 1997; Suter et al., 1997).

Considerando que o butirato de sodio induz diferenciacdo final e
formacdo do envoltério cornificado em células epiteliais humanas in vitro,
Staiano-Coico et al. (1990) avaliaram a possibilidade de esse efeito ser mediado
por mudangas na expressao de Fator de Transformacdo do Crescimento-o e do
Fator de Transformacdo do Crescimento-B em células epiteliais normais. Os
autores observaram que butirato de sddio aumentou a transcricdo do m-RNA
para Fator de Transformagdo do Crescimento (3 nas células epiteliais ndo basais,
levando a formagéo do envoltorio cornificado. As células epiteliais basais, que
sdo relativamente refratarias a formagdo do envoltério cornificado, néo
apresentaram qualquer aumento na transcricdo de m-RNA para Fator de
Transformacdo do Crescimento (3, em resposta ao tratamento com butirato. O
butirato ndo afetou os niveis de transcricgdo de m-RNA para Fator de
Transformacdo do Crescimento o.. O butirato também reduziu em 50% o nimero
de receptores para Fator de Crescimento Epidérmico nas células epiteliais,
reduzindo a resposta celular a estimulos proliferativos. Por meio desses dados
sugere-se que a acao indutora de diferenciacao celular do butirato pode ser pelo
menos parcialmente mediada pelo Fator de Transformagéo do Crescimento.

Gélfi et al. (1993) avaliaram a influéncia de componentes de matriz
extracelular (colagenos tipo | e 1V) e da suplementacdo do meio de cultura com
diferentes horménios (hidrocortisona, insulina e glucagon) e Na-n-butirato sobre
a proliferacdo e diferenciacéo de células do epitélio ruminal de ovinos in vitro.
Colagenos tipo | e IV estimularam proliferagdo celular, sendo o efeito
estimulatério mais pronunciado em meio contendo colageno tipo IV.

Suplementacdo do meio de cultura com insulina e glucagon aumentou o

20



crescimento celular apenas em culturas contendo colégeno tipo I. Em ambas as
culturas, a hidrocortisona estimulou o crescimento celular, enquanto butirato
inibiu a proliferacdo celular. Sinais de diferenciacdo ndo foram observados nas
células presas ao colageno, no entanto; sinais de diferenciacédo foram observados
nas células que se descamaram para 0 meio de cultura, mostrando que
componentes da matriz extracelular presentes em tecidos conjuntivos ou na
membrana basal podem modular o efeito de reguladores de crescimento e

diferenciagéo celular.

Hendry et al. (1997) avaliaram o efeito da insulina (10-5000 ng/ml), do
cortisol (10-5000 ng/ml), da prolactina (10-5000 ng/ml) e do Fator de
Crescimento Epidérmico (10-200 ng/ml) sobre a queratinizagdo e a proliferacéo
de células do casco bovino in vitro. A insulina estimulou a sintese de queratina,
medida pela incorporagio de aminoacidos marcados com *S, e a sintese de
DNA, medida pela incorporacdo de [°H] metil timidina. O cortisol inibiu a
sintese de queratina, enquanto a prolactina ndo afetou nem sintese proteica nem
a proliferacdo celular. O Fator de Crescimento Epidérmico, um potente inibidor
de queratinizacdo em outros 6rgaos, estimulou a sintese protéica nas células do
casco, mostrando que um mesmo fator regulador de diferenciagdo celular pode
atuar de maneira diferente em tecidos distintos do corpo. Os autores
evidenciaram que o processo de queratinizacdo do casco de bovino esta sob o

controle de hormonios e de fatores de crescimento.

2.3 Efeito dos AGV sobre o crescimento da mucosa do trato gastrointestinal

Por ocasido do nascimento, o0 bezerro apresenta 0s quatro
compartimentos gastricos, tendo o rimen e o reticulo 30% do volume total e
omaso e abomaso 0s 70% restantes. No animal adulto, o rimen e o reticulo

perfazem mais de 80%, e 0 omaso e abomaso, menos de 20% (Getty, 1981).
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O rimen de bezerros recém-nascidos é afuncional, apresentando mucosa
com papilas rudimentares e uma microbiota pobremente estabelecida (Warner,
1991). O tipo de dieta define a velocidade de desenvolvimento funcional do
estdbmago. E sabido de longa data que o consumo de alimentos solidos é o fator
estimulador do desenvolvimento morfoldgico e metabdlico da parede ruminal
(Brownlee, 1956; Warner, 1991).

As papilas aumentam a &rea de superficie do ramen disponivel para
absorcdo de AGV (Baldwin & Jesse, 1991; Warner, 1991; Greenwood et al.,
1997). A habilidade do ramen de absorver AGV foi baixa logo apdés o
nascimento e ndo mudou significantemente nos seis primeiros meses de vida em
animais que foram alimentados apenas com leite. Bezerros que receberam
alimento solido tiveram papilas ruminais alongadas e maior capacidade de
absorver AGV que animais alimentados exclusivamente com dieta liquida
(Sutton et al., 1963). O desenvolvimento da camada muscular do rimen parece
ser desencadeado pelo trabalho mecénico de digestdo de alimentos sélidos
(Nocek & Kesler, 1980; Nocek et al., 1984) enquanto os AGV, produtos da
fermentacdo ruminal, seriam os desencadeadores do crescimento papilar e da

capacidade de absorcdo (Flatt et al., 1958).

O desenvolvimento papilar aumenta a area de células epiteliais, sendo
influenciado pela taxa mitotica das células, bem como pelo periodo transcorrido
entre as mitoses e a morte celular (Sakata & Tamate 1978; Tamate & Feel,
1977). O numero de camadas celulares do epitélio determina a capacidade
metabdlica e absortiva do 6rgéo, sendo influenciado por efeitos dietéticos sobre
as taxas de proliferacéo celular, diferenciacdo e descamagéo (Goodlad, 1981). O
indice mitdtico tem sido usado para expressar a atividade proliferativa do
epitélio ruminal (Sakata & Tamate, 1974; Tamate et al., 1974; Sakata & Tamate,
1978; Tamate & Feel, 1977; Sakata & Tamate, 1979; Sakata et al., 1980;
Goodlad, 1981; Gélfi et al., 1986; Resende Junior, 1999; Alonso, 2002).
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Tem sido sugerido que o efeito estimulatério dos AGV sobre o
desenvolvimento papilar seria mediado por inducdo de maior fluxo sanguineo
(Sander et al., 1959; Hinders & Owen, 1965; Barnes, 1983), trabalho funcional
de metabolismo dos AGV (Bergman, 1990), ou por maior suprimento de energia
as células epiteliais (Tamate et al., 1974; Sakata & Yajima, 1984). Hamada
(1975) sugeriu que a absorcdo de AGV ruminais pode causar uma leve reacao

inflamatdria no tecido epitelial do ramen, levando a proliferacéo celular.

A infusdo de AGV em ratos com fistula ileal estimulou a proliferagdo
celular tanto jejunal quanto cecal (Sakata, 1987). No mesmo experimento, 0s
AGV inibiram a proliferacdo de células cecais in vitro. Butirato foi o maior
inibidor do crescimento in vitro e o maior estimulador in vivo. O efeito inibitdrio
dos AGV sobre a proliferacdo celular in vitro e o efeito estimulatério em
segmentos proximais do trato digestivo em relacdo ao local de infuséo in vivo
sugerem que o efeito estimulatério dos AGV sobre o crescimento epitelial do
trato digestivo envolve um mecanismo indireto, provavelmente por mediacdo

humoral .

A infusdo de uma mistura de AGV (acetato, 75; propionato, 35; butirato,
20 mM) no cdlon proximal de ratos anestesiados estimulou o indice mitético
nesse local e em locais do trato digestivo localizados proximalmente, sem
contato direto com a solugdo de AGV infundida. Entretanto, ndo foi detectado
efeito da mistura de AGV sobre o indice mitético nas regides do duodeno, ceco,
cblon distal e epiderme da orelha desses animais (Sakata & Engelhardt, 1983). A
insensibilidade da epiderme da orelha aos AGV infundidos no cdlon sugerem
que a estimulagdo mitética dos AGV esté restrita a certos tecidos. A razdo para

essa especificidade ndo € conhecida.

A insulina e o glucagon sdo provaveis mediadores do crescimento
epitelial no rimen. Quando insulina mais glicose foram injetados na veia jugular

externa de ovinos, houve maior proliferacdo de células epiteliais do ruamen,
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comparado a infusdo isolada de glicose (Sakata et al., 1980). Observou-se
estimulo no crescimento das células epiteliais ruminais in vitro quando essas
foram incubadas em meio contendo 1,6 x 10° M de insulina, independentemente
da acdo inibitéria de acido butirico presente no meio de cultura. Entretanto,
quando as células foram incubadas em meio contendo 3,0 x 10 ™ M de
glucagon, observou-se proliferacdo celular apenas na auséncia de butirato (Galfi
et al., 1993). Mediante esses resultados, infere-se que a insulina seja 0 mediador

da estimulacdo mitética causada pelos AGV in vivo.

Propionato e butirato parecem ser mais estimuladores do crescimento
papilar em bezerros do que acetato (Sander et al., 1959; Vair et al., 1960;
Tamate et al., 1962; Warner, 1991). Considerando-se que 0 mecanismo de a¢do
se dé por efeito indireto sobre a secrecdo de insulina (Galfi et al., 1991), butirato
seria 0 maior estimulador do crescimento papilar, j& que em ovinos, infusdo
sanguinea de menor quantidade de butirato foi requerida para desencadear a
mesma resposta em insulina plasmatica que propionato (Sano et al., 1995a, Sano
et al., 1995b). No entanto, a a¢do direta do butirato sobre o epitélio ruminal e de
outros tecidos é inibidora de crescimento (Galfi et al., 1981; Neogrady et al.,
1989; Galfi et al., 1993) e indutora de queratinizacao (Staiano-Coico et al., 1990;
Gélfi et al., 1993).

O perfil de variagdo na concentragdo ruminal dos AGV pode afetar a
resposta em crescimento das células epiteliais ruminais. Infusdes continuas de
butirato no rdmen ndo aumentaram o indice mitético de células epiteliais em
ovinos, enquanto infusdes de curta duracdo da mesma quantidade de butirato
levaram a aumento no indice mitético (Sakata & Tamate, 1976, Sakata &
Tamate, 1978). Pulsos de propionato no rimen causaram aumento nos niveis de
propionato periférico e nos niveis de insulina; entretanto, a infusdo continua de
propionato resultou em concentracdo plasmatica de insulina relativamente

constante (Istasse et al., 1987). O fornecimento de concentrado uma, em vez de
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quatro vezes ao dia a vacas néo-lactantes, aumentou a concentracdo de insulina
plasmética e o indice mitdtico na camada basal do epitélio ruminal (Resende
Janior, 1999). No mesmo experimento, jejum de 24 a 72 horas induziu queda na
insulina plasmatica, aumento no pH ruminal, atrofia papilar e queda no nimero
de células em mitose na camada basal do epitélio ruminal. Por esses dados,
sugere-se que a quantidade de AGV produzida no rimen pode ndo ser a Unica
determinante da proliferacdo celular, mas também a taxa ou variacdo da taxa de
producdo de AGV.

2.4 Efeito dos AGV sobre a morfologia das papilas ruminais

O butirato parece resultar em hiperqueratose do epitélio ruminal e atrofia
papilar (Galfi et al., 1991; Galfi et al., 1993), sinais patologicos freqlientemente
relacionados a excesso de concentrados na dieta (Jensen et al., 1954; Jensen et
al., 1958; Haskins et al., 1969; Weigand et al., 1975; McGavin & Morril, 1976;
Landsverk, 1978; Nocek & Kesler, 1980; Goodlad, 1981; Gaebel et al., 1987;
Greenwood et al., 1997; Coelho, 1999; Coimbra, 2002). A concentragdo de
AGV no meio de cultura que inibiu 50% do crescimento das células epiteliais
ruminais in vitro, comparado a controles, foi menor para butirato (0,28 mM) que
para propionato (1,47 mM) e B-OH-butirato (>5 mM). Acetoacetato e acetato
ndo tiveram efeito sobre o crescimento epitelial (Gélfi et al., 1991). Quando uma
mistura de sais de butirato e propionato foi incorporada ao concentrado de
bezerros recém-nascidos e foi fornecida por 39 dias, observaram-se
hiperqueratose da mucosa ruminal, perda da camada de queratina em algumas
regiGes do rimen e aglomeracéo de papilas (Gilliland et al., 1962).

Tamate & Kikuchi (1978) avaliaram a ultra-estrutura do epitélio ruminal
de bovinos em confinamento recebendo dietas ricas em concentrado, e

observaram a presenca de feixes de tonofibrilas na camada basal, auséncia de
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RER e auséncia de ribosomas agrupados. Pelo aumento observado na quantidade
de feixes de tonofibrilas nas células da camada espinhosa, sugere-se que a taxa
de diferenciacdo poOs-mitdtica foi acelerada nesse tipo de dieta, pois essas
estruturas sdo predominantemente observadas na camada granulosa do epitélio.
Pela retencdo de ndcleo e presenca de rede fibrosa na camada cdrnea, alteracdes
que caracterizam a paraqueratose, inferem-se alteracGes nas atividades das
enzimas lisossdmicas. O aumento no numero de pregas basais nas células da
camada basal indicou que a ingestdo de concentrados estimulou 0 aumento no
metabolismo celular da camada basal. Os autores concluiram que as alteragdes
no epitélio com paraqueratose podem ser devidas a sintese precoce de queratina,
possivelmente decorrente da agdo queratinizante de butirato (Staiano-Coico et
al., 1990; Galfi et al., 1993).

Kutas et al. (1983) observaram menor incidéncia de aglomeracdo e
crescimento anormal de papilas em ovinos suplementados com monensina. Os
autores concluiram que o efeito positivo da monensina sobre a morfologia
papilar pode estar associado a alteracdo no perfil de fermentacdo ruminal, uma
vez que 0s animais tratados com monensina apresentaram concentraces de

butirato inferiores aos animais nédo-tratados.

Adicéo de butirato de sédio (5 mM/I) a uma cultura de células epiteliais
do ramen causou duplica¢éo do conteudo protéico e aumento a incorporacéo de
“C-glicina pelas células epiteliais, evidenciando que a queratinizacdo foi
estimulada. Também foram observados aumento da formacdo e maior
descamacdo de células queratinizadas no meio de cultivo, semelhantemente ao
que ocorre na camada cornea do epitélio. Nas culturas tratadas com butirato,
também foram observadas maiores freqiéncias de alteragfes ultra-estruturais
tipicas do processo de queratinizagdo, como: aumento quantitativo de feixes
filamentosos, formacdo de granulos semelhantes aos de queratohialina,

degeneracdo do nucleo e de certas organelas citoplasmaticas e espessamento da
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membrana celular. Ao contrério, a adigdo de D(-) lactato (5 mM/L) ndo exerceu
influéncia mensuréavel sobre a queratinizacdo. Com esses dados sugere-se que 0
butirato exerce papel importante na inducéo de alteracdes patoldgicas no epitélio
ruminal, freqlientemente observadas em animais submetidos a dietas ricas em
concentrado, e que é pouco provavel que o lactato exerca alguma funcéo direta

sobre a morfologia do epitélio ruminal (Galfi et al., 1983).

Entretanto, alguns autores tém observado o acimulo de acido lactico no
ramen em casos de inducao experimental de acidose aguda por superalimentacao
com gréos de cereais de alta taxa de fermentacdo (Harmon et al., 1983; Harmon
et al., 1985). Ahrens (1967) induziu sobrecarga alimentar em dois novilhos
fistulados fornecendo 12 Kg de trigo triturado ad libitum e 16 Kg via fistula
ruminal. O autor observou aumento da concentracdo de lactato ruminal e
diminuicdo no pH do ramen. As avaliagdes microscopicas das papilas ruminais
revelaram perda da camada de queratina, vacuolizacdo e ruptura das células
epiteliais, formacdo de microvesiculas, acompanhadas por infiltrado de
neutrofilos. As alteracdes epiteliais foram reproduzidas pela adi¢do de solucédo

isotonica de acido lactico no rimen vazio.

2.5 Relagdo entre queratinizacgdo e distlrbios nos membros locomotores

AlteracGes histopatoldgicas foram observadas nos estdgios iniciais da
laminite aguda em equinos, evidenciando defeitos de gqueratinizagdo no casco e
também nas epidermes perioplica e da castanha de equinos (Obel, 1948). Um
fator predisponente para a incidéncia de alteragdes nos locomotores de bovinos
pode ser a producdo de queratina de baixa qualidade nos cascos. Distdrbios
microscopicos de queratinizacdo sdo observados em bovinos com disturbios nos
locomotores (Nilsson, 1963; Andersson & Bergman, 1980; Ossent et al., 1997).
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Os eventos fisiopatoldgicos que induzem a producdo de queratina de
baixa qualidade ainda ndo sédo bem entendidos. Contudo, o que tem sido mais
aceito é a possibilidade de mdltiplos fatores, atuando isoladamente ou em
conjunto, afetarem a habilidade da célula epitelial de sintetizar proteinas de
queratina e substancia intercelular. O aumento na taxa de diferenciacéo celular
pode resultar em queratinizacdo incompleta ou prematura das células epiteliais
(disqueratose), resultando em producdo de queratina de qualidade inferior
(Budras et al., 1996). A duracdo do ciclo celular no epitélio ruminal de ovinos
foi reduzida de 24 para 17 horas, quando os animais foram mudados de uma
dieta com 25% de grdo de cevada para uma dieta com 100% de cevada
(Goodlad, 1981). O tempo de renovacdo do epitélio foi em torno de 10 dias com

a dieta rica em gréos e 16 dias na dieta rica em forragem.

Processos inflamatdrios na derme ou sistémicos, traumas localizados em
torno das células-tronco ou da membrana basal ou deficiéncia de nutrientes
(zinco, biotina, enxofre ou cisteina) também podem atuar negativamente sobre o
processo de queratinizacdo. A resposta das células epiteliais a agressdes é néo-
especifica e pode resultar na producdo de queratina de baixa qualidade. A
queratina de baixa qualidade pode ser macia e, portanto, mais predisposta a
danos fisicos ou desintegracdo (Hoblet & Weiss, 2001). Distdrbios de
queratinizacdo podem atuar como fator predisponente de problemas de casco em

bovinos.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local de conducéo do experimento

Este experimento foi conduzido no Setor de Bovinocultura de Leite do
Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Lavras (UFLA). O
periodo experimental de coleta de dados foi de mar¢o a outubro de 2000. Os
animais foram abrigados desde o nascimento até 89 dias de idade em bezerreiros

individuais suspensos com piso ripado (FIGURA 5).

3.2 Animais e alimentacéo no periodo experimental de coleta de dados

Foram utilizados dezessete bezerros da raca Holandesa, oriundos de
rebanhos diversos e transportados para o local do experimento apds a ingestéo
de colostro e 0 umbigo tratado. Ao longo de todo o periodo experimental, 0s
animais foram alimentados diariamente com quatro litros de leite integral
fornecido em duas alimentagdes as 7 e as 19 horas e com acesso continuo a
agua. Os animais ndo tiveram acesso a alimento solido, visando a inibir o
desenvolvimento mecanicamente estimulavel do estdmago aglandular. Foi
assumido que qualquer alteracdo morfoldgica observada no ramen foi decorrente

dos tratamentos.

3.3 Implantacdo cirargica de catéteres no rimen

Aos 45 dias de vida, todos os animais tiveram catéteres implantados
cirurgicamente no rimen (FIGURA 6). Foi realizada tricotomia ampla da regido
da fossa paralombar esquerda, seguida por anti-sepsia com iodo Povidine. Os

animais foram sedados com Cloridrato de Xilasina (Rompun®) na dose de 0,1
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ml/kg de peso vivo, posicionados em mesa cirurgica em decubito lateral direito e

receberam anestesia local infiltrativa (Lidocaina 2%).em “L” invertido.

Apbs nova anti-sepsia, foi realizada uma laparotomia pela fossa
paralombar esquerda com uma incisdo de 10 cm de extensdo, iniciando-se
aproximadamente 15 cm ventral as apdfises transversas das vértebras lombares e
5 c¢cm caudal a ultima costela. Em seguida, procedeu-se a localizacdo e
exteriorizagdo do saco dorsal do rimen, onde foi feita uma sutura em bolsa de

tabaco nas camadas sero-musculares, utilizando-se fio cirdrgico Prolene 0.

Foi realizada uma pequena incisdo na pele préxima a tuberosidade coxal
do ileo, por onde foi introduzida uma sonda de gastrostomia humana (Ross
Flexiflo 20 French, Abbot Laboratérios do Brasil Ltda, Sdo Paulo, SP). A sonda
percorreu o tecido subcutdneo em direcdo ventral até cerca de 4 cm dorso-
caudalmente a incisdo, onde a mesma foi introduzida na cavidade abdominal por
meio de incisdo dos musculos da parede abdominal lateral. Em seguida, uma
incisdo puntiforme foi feita no centro da sutura em bolsa de tabaco por onde foi
introduzida a sonda, tomando-se o cuidado para que ndo ocorresse queda de
contetido estomacal na cavidade abdominal. O baldo na extremidade da sonda
foi inflado com 15 ml de solugéo salina (FIGURA 7). Em seguida, executou-se a

ligadura da sutura em bolsa de tabaco.

Para melhor fixagdo do rimen a parede da cavidade abdominal, foram
empregados quatro pontos simples separados em torno da insercdo da sonda,
realizando-se a ruminopexia. A cavidade abdominal foi, em seguida, suturada
em trés planos de sutura, empregando-se fio cirirgico Categut 1 nos planos
musculares e fio de nylon monofilamentado n°1 para a sutura de pele. A base da
sonda que foi exteriorizada proxima a tuberosidade coxal do ileo ficou voltada
cranialmente e foi fixada a pele por meio de pontos simples com fio de nylon
monofilamentado n°1.
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Ap0s a cirurgia, foi administrada Penicilina Benzatina na dose de 22.000
Ul/kg de peso vivo, por via intramuscular, com intervalo de 48 horas entre
aplicacdes, perfazendo um total de trés aplicacBes. A sutura da pele foi retirada

14 dias apds a cirurgia.

3.4 Tratamentos experimentais

Utilizou-se um delineamento experimental inteiramente casualizado.
Aos 52 dias de idade (sétimo dia pds-cirdrgico), os animais foram
aleatoriamente alocados a um de quatro tratamentos por 37 dias: Infusdo de
butirato no ramen (B, quatro animais), infusdo de lactato no ramen (L, cinco
animais), infusdo de propionato no ramen (P, quatro animais) ou infusdo de
salina no ramen (S, quatro animais). A infusdo de salina foi utilizada como

tratamento-controle.

Uma hora apdés o aleitamento da manhd os animais receberam
diariamente infusdes intraruminais com 500 ml de salina (cloreto de sddio 0,9%)
ou 0 mesmo volume de solucdes contendo propionato (Acido Propidnico 99%,
Farmalabor Comercial Ltda, Sdo Paulo, SP), lactato (Acido latico 85%
Alimenticio, Farmalabor Comercial Ltda, Sdo Paulo, SP) ou butirato (Acido
butirico 99%, Farmalabor Comercial Ltda, Sdo Paulo, SP). Uma hora apds o
aleitamento da tarde, o mesmo volume de solucdo foi novamente infundido em
todos os animais. O pH das solugdes foi ajustado para 6,1 com Hidroxido de
Sédio PA Chemo (Alguimia Comércio de Materiais para Laboratérios Ltda.,
Campinas, SP). A quantidade diaria infundida de propionato e butirato foi

0,0744 moles/kg de peso metabélico (peso vivo®™

) e a quantidade de lactato foi
0,0639 moles/kg de peso metabolico. A cada trés dias, os animais foram pesados

e a quantidade infundida, ajustada para a variagdo no peso vivo.
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3.5 Amostras de sangue e dosagem de insulina soroldgica

Amostras sangiiineas para dosagem de insulina soroldgica foram obtidas
no 22° dia de aplicacdo dos tratamentos nos tempos 0, 90, 180 e 360 minutos
relativamente a infusdo diaria da manh&. As amostras foram coletadas na veia
jugular externa com tubos vacuntainer 13 x 75 mm, com capacidade para 5 ml
(Becton Dickinson, Curitiba, PR). Apoés a coleta, os tubos foram mantidos em
temperatura ambiente por aproximadamente trés horas. As amostras foram
centrifugadas a 1.500 g por cinco minutos em temperatura ambiente e o

sobrenadante foi congelado a -20° C, para posterior analise de insulina.

A insulina soroldgica foi dosada por radioimunoensaio em fase sélida
pelo procedimento do kit para analise de insulina Coat-A Count (DPC Medlab
Produtos Meédico-Hospitalares Ltda, Sdo Paulo, SP), modificado (Vaughn,
Grummer, Bertics, 1993). Uma sequéncia de padrbes contendo quantidades
conhecidas de insulina ndo marcada foi preparada: 0, 2,6, 9,3, 26,6, 54,0, 1120 e
200 pUl/ml. Os padrdes de insulina foram divididos em aliquotas e congelados
para serem utilizados em dois ensaios de dosagem de insulina em dias distintos.
Os padrdes e as amostras de soro de cada animal em cada tempo (300 pl) foram
inseridos em duplicata em tubos de polipropileno revestidos internamente com
anticorpos anti-insulina. Foi adicionado 1 ml de insulina iodada (***1) em todos
0s tubos. Os tubos foram, em seguida, incubados por 22 horas em temperatura
ambiente. A porcentagem de ligacdo entre a insulina das amostras e 0s
anticorpos presentes na parede do tubo foi mensurada em um contador de raios
gama (Gamma Cord Brand-AMES, S&o Paulo, SP).

Foram necessarios dois ensaios para a determinacao da insulina em todas
as amostras de soro. As amostras mensuradas em cada ensaio foram escolhidas
aleatoriamente. A variacdo na concentracdo de insulina em uma amostra

escolhida aleatoriamente e analisada nos dois ensaios foi 56,6%. A variagdo
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média entre as duas repeticdes de cada amostra de soro analisadas em um
mesmo ensaio foi 1,5% no ensaio 1 e 2,6% no ensaio 2. O r? das regressoes
tracadas com os padrdes foi superior a 0,98 em ambos o0s ensaios. Devido a
grande variacdo na concentracdo de insulina entre os dois ensaios e a baixa
variacdo média intra-ensaio, foi realizado um ajuste nos valores de insulina do

ensaio 2, aplicando-se um fator de correcdo igual a 57%.

3.6 Dados morfoldgicos

Aos 89 dias de vida, uma hora apds a primeira infusdo, os animais foram
pesados e sacrificados in extremis. As seguintes variaveis morfoldgicas foram
avaliadas: peso do rumino-reticulo, do omaso e do abomaso; peso de mucosa e
do restante da parede ruminal; nimero de papilas por cm? de mucosa ruminal;
altura e area das papilas ruminais; areas de epitélio total e de queratina nos
epitélios do ramen e do plano nasolabial; indice mitético das células da camada
basal nos epitélios queratinizados do rimen, do plano nasolabial, da epicera e do

perioplum e caracteristicas histoldgicas e ultra-estruturais do epitélio ruminal.

3.6.1 Macroscopia do rumen

Os animais foram eviscerados, imediatamente apds o abate, e 0S
compartimentos do estdmago foram isolados: rumino-reticulo, omaso e
abomaso. Apds limpeza e remocdo do excesso de tecido conjuntivo circundante,
0s oOrgdos foram abertos, esvaziados, lavados em agua corrente e pesados em

balanga de preciséo.

Amostras de aproximadamente 3 cm® foram obtidas das paredes do
recesso e do saco cranial do rimen. Essas amostras foram imediatamente

colocadas em frascos contendo solucdo de tampédo fosfato (PBS = 0,79 g de
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NacCl; 0,223 g de Na,HPO,; 0,0524 g de NaH,PO,; H,0O gsp 100 ml), 0,1 M, pH
7,4 e mantidas por trés dias em geladeira até a realizacdo das mensuragdes
macroscépicas da parede. O nimero de papilas por cm? de mucosa ruminal foi
avaliado nas duas regides do rimen. Em cada regido do rimen, um marcador de
metal foi utilizado para delimitar trés areas aleatdrias de mucosa com area de 1
cm?. A contagem de papilas em cada 4rea delimitada foi realizada com uma lupa
estereoscdpica em aumento 6 X. O nimero de papilas contabilizadas por animal
foi, em média, 268,9 + 189,7 no recesso e 369,7 + 107,5 no saco cranial
(FIGURA 8).

O peso de mucosa e dos demais tecidos da parede ruminal foi
determinado em fragmentos circulares com 1 cm de didmetro obtidos das
amostras das paredes do recesso e do saco cranial mantidas em PBS e resfriadas
por trés dias. Para a obtencdo dos fragmentos, foi utilizado um cortador circular
metalico com 1 cm de didmetro. Em cada fragmento, a mucosa foi separada
manualmente dos demais componentes da parede ruminal. Os fragmentos de
mucosa e dos demais tecidos foram pesados apds secagem com papel
absorvente.

3.6.2 Microscopia éptica das papilas ruminais, da epiderme do plano

nasolabial, da epicera e do perioplum

Para avaliagcdo histoldgica das papilas, foram coletados fragmentos de
parede no saco cranial, no recesso e no saco cego caudo-ventral do rimen. Essas
amostras foram fixadas por 12 horas em liquido de Bouin (Luna, 1968). Foram
também obtidos fragmentos da epiderme do plano nasolabial, da epicera direita,
do perioplum do terceiro dedo do membro dianteiro direito e do quarto dedo do
traseiro direito. As amostras das epidermes foram fixadas em formalina a 10%

por 24 horas e mantidas em alcool etilico a 70% até serem processadas.
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Todo o material fixado foi desidratado em série crescente de alcool
etilico, diafanizado em xilol, infiltrado e incluido em parafina histolégica. Os
blocos de parafina foram seccionados em micrétomo manual (Micrétomo
Rotativo 781, Ancap Equipamentos Eletro-Eletrénicos Ltda, Sdo Paulo, SP),
obtendo-se sec¢des de 7 um de espessura. Para andlise morfométrica da altura e
area das papilas ruminais e determinacdo do indice mitético das células da
camada basal dos epitélios do rumen, do plano nasolabial, da epicera e do
perioplum, as ldminas foram coradas com Hematoxilina-Eosina (H.E), segundo
Luna (1968) (FIGURAS 9 a 13). Para mensurages das areas de epitélio total e
de queratina nos epitélios do ramen e do plano nasolabial, os cortes foram
corados com Tricrémico de Masson (Luna, 1968) (FIGURAS 14, 15, 18, 19, 20
e 22).

A avaliacdo histolégica foi baseada nos exames histoldgicos realizados
nas regides do saco cranial, recesso e saco cego caudo-ventral. O exame
histologico constou de uma avaliacdo de todo corte histologico presente na
lamina de cada animal por tratamento nas diferentes regiGes do rimen (quatro
laminas para infusdo de butirato; cinco laminas para infusdo de lactato; quatro
laminas para infusdo de propionato; quatro ldminas para infusdo de salina em
cada regido do ramen). O epitélio ruminal foi caracterizado de acordo com
Coelho (1999), porém, com algumas modificacbes. Foi utilizada a seguinte
classificagdo: normal, desproporgdo entre as camadas com formagdo de
vacuolos, desproporgdo entre as camadas com formacéo de vacuolos e infiltrado
inflamatorio polimorfonuclear, desproporcdo entre as camadas com intensa
formacéo de vacuolos e infiltrado inflamatorio polimorfonuclear, desproporgédo
entre as camadas com intensa formacdo de vacutolos, infiltrado inflamatério
polimorfonuclear e areas de erosdo. As alteragdes histologicas no epitélio
ruminal foram avaliadas apenas quanto a porcentagem de alteragBes por

tratamento.
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A altura e a area das papilas ruminais foram mensuradas com o software
KS300 contido em um analisador de imagens (Kontron Elektronic/Carl Zeiss,
Carl Zeiss do Brasil, Sdo Paulo, SP). As imagens de cada corte foram captadas
por uma microcdmera (JVC TK-1270/RGB, JVC do Brasil, Zona Franca de
Manaus, AM) para posterior digitalizacdo em aumentos de 4X ou 10X,
dependendo do tamanho da papila. A altura de cada papila em pum foi definida
como sendo a linha reta tracada da base ao apice da papila. Todas as papilas
presentes em dois cortes histologicos de cada regido do ramen de cada animal
foram mensuradas. Nas mesmas papilas onde foi mensurada a altura, também foi
mensurada a &rea papilar por delimitagdo computadorizada da papila. O nimero
de papilas mensuradas por animal foi, em média, 27,4 + 8,6 no saco cranial, 25,0
+ 15,4 no recesso e 26,2 + 12,9 no saco cego caudo-ventral. As areas de epitélio
total e de queratina no epitélio das diferentes regides do rimen e na epiderme do
plano nasolabial também foram geradas a partir das imagens obtidas pelo
computador. Esse procedimento foi executado em apenas um corte histologico
por animal. O nimero de areas mensuradas de epitélio total e de queratina por
animal foi, em média, 13,6 + 2,4 no saco cranial, 11,9 + 2,2 no recesso, 14,9 +
6,9 no saco cego caudo-ventral e 18,0 + 5,6 no plano nasolabial. A metodologia
empregada para captar imagens e definir estratégias morfométricas foi descrita
por Caliari (1997).

Para determinacdo do indice mitotico, utilizou-se microscépio dptico
(Jenamed-Carl Zeiss Jena, Carl Zeiss do Brasil, Sdo Paulo, SP), em aumento de
400X. Nos dois cortes histologicos de cada regido do rdmen e do plano
nasolabial e no corte de epicera e do perioplum dianteiro e traseiro, foram
contados todos os nucleos das células da camada basal do epitélio e todas as
células com nucleo apresentando figuras mitéticas. O indice mitotico (IM) foi
calculado dividindo-se o nimero de ndcleos com figuras mitéticas pelo total de

nlcleos contados. Dois avaliadores independentes executaram as contagens e 0
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IM de cada animal foi a média dessas avaliagbes. O numero médio de nucleos
contados em cada regido anatémica foi: 12.111,2 + 3.975,4 no saco cranial do
ramen, 3.969,5 + 2.273,8 no recesso do ramen, 4.177,9 + 1.919,5 no saco cego
caudo-ventral, 3.906,3 + 1.305,0 no plano nasolabial, 3.351,7 + 737,7 na
epicera, 5.869,1 + 1.705,9 no perioplum dianteiro e 5.622,0 + 2.739,3 no

perioplum traseiro.

3.6.3 Microscopia eletrdnica de transmisséo do epitélio ruminal

Amostras independentes da parede do recesso e saco-cego caudo-ventral
do ramen foram obtidas para avaliar caracteristicas ultra-estruturais do epitélio
em microscopia eletronica de transmissdo. O material foi processado de acordo
com Camargos & Neto (1995). Os fragmentos ruminais foram submetidos a
fixacdo priméaria com glutaraldeido a 2,5% (MERCK S.A IndUstrias Quimicas,
Belo Horizonte, MG) em tampdo fosfato 0,1 M (1:1, NaH,.HPO,H,O :
NaH.HPO,.12H,0), pH 7,4, em temperatura de 4°C. Apdés 60 minutos de
fixacdo, o material foi cortado em fragmentos de aproximadamente 1 mm,
permanecendo no fixador por mais 8 horas. Apds a fixacdo, o material foi
mantido em solugéo-tampéo-fosfato 0,1 M, pH 7,4, a 4°C sem glutaraldeido até

a fixacao secundaria.

Baseado no exame histologico, foi realizada a selecdo de uma amostra
representativa de cada tratamento nas regides do recesso e saco cego caudo-
ventral para avaliacdo ultra-estrutural. As amostras selecionadas pré-fixadas
foram lavadas em tampdo-fosfato 0,1 M, pH 7,4, por trés vezes, antes de se
proceder & fixacdo secundaria com Tetroxido de Osmio 1% (MERCK S. A
IndUstrias Quimicas, Belo Horizonte, MG) em tamp&o fosfato 0,1 M, pH 7,4,
por duas horas a temperatura ambiente. Apds a fixacdo secundaria, 0s

fragmentos foram desidratados em solu¢des com concentragfes crescentes de
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alcool etilico (50%, 70%, 95% e 100%), seguido por duas passagens em acetona
PA (MERCK S.A Industrias Quimicas, Belo Horizonte, MG). Em seguida, 0s
fragmentos foram pré-infiltrados em solucdo de resina Epon-acetona na
proporcdo de 2:1 (Polybed 812, Polycienses Inc., Warring, PA, EUA) em
temperatura ambiente por uma noite. O material foi posteriormente infiltrado em
resina plena a base de Epon (Polybed 812, Polyscienses Inc., Warring, PA,
EUA) sem polimerizador, por duas horas a temperatura de 45°C. Em seguida,
procedeu-se a inclusdo em resina plena com polimerizador (DMP-30,
Polyscienses Inc., Warring, PA, EUA), em moldes de plastico, por uma hora em

estufa a 40°C e, posteriormente, por mais quatro dias em estufa a 60°C.

Os blocos foram manualmente preparados para microtomia e, em
seguida, cortados em ultramicrétomo automético com navalhas de vidro (Sorvall
MT-2, Lodan Comércio e RepresentacGes Ltda, S0 Paulo, SP). Os cortes
semifinos (150 nm de espessura) foram corados com Solugdo de Azul de
Toluidina e Borato de Sddio (Luna, 1968) e observados ao microscopio 6ptico
para orientacdo e selecdo das areas a serem estudadas. Ap6s a selecdo das areas
desejadas, os blocos foram microtomizados com navalhas de diamante em cortes
ultrafinos (90 nm de espessura). Esses foram duplamente contrastados com

acetato de uranila a 2% e citrato de chumbo (Camargos & Neto, 1995).

Para estudo ultra-estrutural e obtencdo de micrografias eletronicas,
utilizou-se o microscopio eletrdnico de transmissdo (EM.10 Zeiss, Carl Zeiss do
Brasil, Sdo Paulo, SP). As micrografias eletronicas foram obtidas em filme
fotografico PSD Lito-Ortocromatico (Foto Atacado Ltda, Belo Horizonte, MG)
e reproduzidas em papel fotogréafico Ilford Multigrade (Foto Atacado Ltda, Belo
Horizonte, MG).
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3.7 Analises estatisticas

Os dados morfolégicos foram analisados pelo procedimento GLM do

pacote estatistico SAS (1985), utilizando o seguinte modelo:

Yi=p+Ti+e
Em que:

u = média geral
T; = efeito de tratamento (i=B, L,PeS)
g; = residuo assumido identicamente e aleatoriamente distribuido em uma

distribuicdo normal com média p e variancia o°.

A concentracdo de insulina soroldgica ao longo do tempo foi analisada
pelo procedimento MIXED do pacote estatistico SAS (Little et al. 1996)

utilizando o seguinte modelo:

Yi=p+T, +Pj +Ti*Pj+ €ij
Em que:
u = média geral
T; = efeito de tratamento (i=B, L,PeS)
P; = efeito de tempo de amostragem (j = 0, 90, 180, 360)

Ti*P; = interacao entre tratamento e tempo de amostragem
e = residuo.

O quadrado médio do efeito de bezerro dentro de tratamento foi utilizado
como medida de erro para testar o efeito de tratamento.

Em todas as andlises descritas acima, foram testados trés contrastes
ortogonais com um grau de liberdade: Butirato versus Salina, Lactato versus

Salina e Propionato versus Salina.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos os AGV induziram aumento, proporcionalmente maior no peso do
rumino-reticulo que no peso do omaso, sendo butirato aparentemente mais
estimulador da massa do estdmago aglandular que propionato e lactato
(TABELA 1). Nesses animais, ndo-amamentados ad libitum e abatidos aos 89
dias de idade, as infusfes de AGV induziram uma relacdo intermediaria entre 0s
pesos do rumino-reticulo e os pesos do omaso e abomaso (TABELA 1),
comparativamente a observada para bezerros abatidos com 30 ou 60 dias de
idade e que tiveram acesso continuo e irrestrito a alimentos concentrados do
nascimento a desmama aos 30 dias (Coelho, 1999). A propor¢do de estbmago
aglandular nos animais infundidos com salina (TABELA 1) foi similar a de
animais em torno da desmama (Coelho, 1999). Animais com 90 dias de idade
tiveram 72% de massa do rumino-reticulo e 15% de massa abomasal
proporcionalmente & massa total do estbmago (Coelho, 1999). A infusdo de
AGV neste experimento foi capaz de induzir diminuigdo do peso estomacal
comparativamente menor que a observada em animais de mesma idade

alimentados convencionalmente.
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TABELA 1: Peso dos compartimentos que comp8em o estdbmago de bezerros
mantidos em dieta exclusivamente liquida e recebendo infusGes
intra-ruminais de butirato (B), lactato (L), propionato (P) ou salina

(S).

B L P s EpM _°, BY LY pus

Peso (gramas)
Rumino-reticulo 718 599 642 419 43 <0,01 <0,001 0,01 <0,01
Omaso 154 109 118 93 10 <001 0,001 0,29 0,12
Abomaso 279 303 255 278 18 033 098 033 040
Estdbmago total 1150 1010 1015 791 63 <0,05 <0,01 0,03 0,03

% do peso vivo
Rumino-reticulo 1,402 0,974 1,278 0,796 0,052 <0,001 <0,001 0,03 <0,001
Omaso 0,297 0,176 0,234 0,179 0,010 <0,001 <0,001 0,85 <0,01
Abomaso 0,546 0,491 0,511 0,530 0,023 035 063 023 0,57
Estdbmago total 2,245 1,642 2,023 1,505 0,062 <0,001 <0,001 0,14 <0,001

% do estbmago
Rumino-reticulo 62,4 59,3 63,0 52,7 13 <0,001 <0,001 <0,01 <0,001
Omaso 133 10,8 11,7 12,0 0,6 008 017 019 0,76
Abomaso 243 299 253 353 10 <0,001 <0,001 <0,01 <0,001

! Erro-adréo da média. ?Probabilidade para efeito de tratamento. 3 Probabilidade para os
contrastes ortogonais, butirato versus salina (B vs S); lactato versus salina (L vs S) e

propionato versus salina (P vs S).

O aumento no peso do estbmago aglandular ndo foi dependente do

trabalho mecénico de digestdo, desde que os animais foram mantidos em dieta

liquida durante todo o periodo experimental. Rompala et al. (1990) observaram

que material inerte presente no rimen ndo induziu hipertrofia do 6rgéo,

enquanto material inerte passando por todo o trato digestivo foi efetivo. O efeito

positivo da ingestdo de alimentos sélidos sobre o crescimento ruminal de

bezerros (Warner, 1991) pode ser mais dependente dos produtos finais da
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fermentacdo e de outros fatores humorais que do estimulo & motilidade do érgéo.
Coelho (1999) observou que a adicdo de feno a dieta de bezerros em
aleitamento, alimentados exclusivamente com concentrados, ndo afetou a
anatomia estomacal. O trabalho mecénico de digestdo ruminal pode ndo ser o

fator majoritéario para o desenvolvimento anatdmico do estdmago aglandular.

Propionato e butirato induziram aumento na massa do omaso em relagéo
ao tratamento-controle (TABELA 1). O fato de muito pouco AGV chegar ao
abomaso (Barcroft et al., 1944) e de néo ter sido observado efeito de tratamento
sobre a massa do estdbmago glandular (TABELA 1) possivelmente indica que a
resposta em peso estomacal ocorreu apenas em compartimentos do orgdo onde
houve absor¢do de AGV. Pode ser que a absorcdo e metabolizacdo de AGV pela
parede do omaso tenham sido to participativas no metabolismo dos AGV
produzidos no rimen quanto o metabolismo pelo epitélio ruminal, desde que
cerca de 50% do clearance dos AGV produzidos no rumino-reticulo de
ruminantes adultos ocorram por passagem com a fase fluida ruminal (Peters et
al., 1990; Resende Junior, 2003). Excesso de AGV na digesta abomasal pode
causar hipomotilidade do 6rgdo (Svendsen, 1969; Bolton et al., 1976). Atuacdo
sobre a morfologia omasal pode ser tdo efetiva no controle de distdrbios
digestivos decorrentes da producdo e acumulo excessivo de AGV no rdmen
(Bueno et al., 1972) quanto a manipulacdo da capacidade de absorcdo da parede
ruminal por atuacdo sobre a morfologia papilar (Dirksen et al., 1984). Nao foram
encontrados dados publicados sobre metabolismo de AGV pela parede do omaso
e tentativas de manipulacdo da capacidade de absorcéo daquele érgéo.

A infusdo de AGV aumentou 0 peso e a propor¢do de epitélio e
conjuntivo subepitelial na parede do rimen (TABELA 2). Butirato teve efeito
significativo sobre a mucosa do saco cranial, enquanto o0s outros AGV
aumentaram apenas numericamente a massa de mucosa ruminal, sem, no

entanto, ter havido poder estatistico para detectar diferencas significativas

42



(P>0,29). A mucosa foi proporcionalmente maior integrante da parede ruminal
no saco cranial do que no recesso do ramen. Assumindo que a média na
proporcdo de mucosa nos dois fragmentos ruminais seja representativa da
porcentagem de mucosa na parede do ramen, foi estimado que a massa de
mucosa ruminal, calculada por multiplicacdo da porcentagem de mucosa
(TABELA 2) pelo peso do rimen (TABELA 1), foi trés vezes superior ao

controle no tratamento B e duas vezes superior nos tratamentos L e P.

TABELA 2: Peso de fragmentos circulares de mucosa com 1 cm de didmetro
retirados nas regides do saco cranial e recesso do rimen de
bezerros mantidos em dieta exclusivamente liquida e recebendo
infusBes intra-ruminais de butirato (B), lactato (L), propionato (P)
ou salina (S).

B L P S EPM! PTrat? BvsS® LvsS PvsS

Peso de mucosa (gramas)
Saco Cranial 0,46 022 030 020 008 0,17 005 080 041
Recesso 021 015 0,22 011 0,06 0,64 0,33 0,67 0,29

Mucosa (% da parede)
Saco Cranial 54 36 39 30 9 0,38 0,11 067 0,53
Recesso 25 27 25 22 8 0,98 082 067 0,80

! Erro-padréo da média. 2 Probabilidade para efeito de tratamento. * Probabilidade para os
contrastes ortogonais, butirato versus salina (B vs S); lactato versus salina (L vs S) e
propionato versus salina (P vs S).

Embora os AGV tenham aumentado a massa de mucosa ruminal
(TABELA 2), esses reduziram o nimero de papilas por cm® de parede ruminal
(TABELA 3). Em relacéo a outros estudos, as papilas ruminais foram menores
proporcionalmente & idade dos animais (TABELA 3). Coelho (1999), utilizando
técnica de mensuragdo papilar semelhante a utilizada neste trabalho, observou

que a altura papilar em bezerros com acesso continuo a alimentos concentrados
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foi 400 wm ao desmame com 30 dias de idade, 1.500 um aos 60 dias e 2.000 um
aos 90 dias de idade. Naquele trabalho a area papilar foi 80.000 pm? & desmama,
800.000 um?® aos 60 dias e 1.200.000 um?® aos 90 dias. O crescimento papilar
induzido por propionato (TABELA 3) foi semelhante ao observado para
bezerros com acesso irrestrito a alimentos sélidos por 30 dias apds a desmama.
O ganho diério de peso, calculado por regressdo linear do peso mensurado a
cada trés dias durante os 37 dias do periodo de infusGes, foi (média + DP): 0,380
+ 0,060 kg para Lactato; 0,278 + 0,136 kg para Butirato; 0,284 + 0,063 kg para
Propionato e 0,169 + 0,065 kg para Salina (P = 0,02 para tratamento; P = 0,003
para o contraste Lactato versus Salina). O manejo alimentar e a freqiiéncia de
infusbes adotada neste experimento podem ter determinado o pequeno tamanho

papilar proporcionalmente a idade dos animais.
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TABELA 3: Area e altura das papilas e nimero médio de papilas por cm? nas
regides do saco cranial, recesso e saco cego do rumen de bezerros
mantidos em dieta exclusivamente liquida e recebendo infusdes
intra-ruminais de butirato (B), lactato (L), propionato (P) ou salina

(S).
B L P s EPM! _P ., BvsS® LvsS Puss
Trat
Area (um?)

Saco Cranial 219,707 428,704 770,179 204,842 220,296 0,35 0,97 0,46 0,11
Recesso 24,173 79,255 76,857 165,106 72,194 0,63 0,21 0,42 0,43
Altura (um)

Saco Cranial 568 950 1,323 581 279 0,27 0,98 0,32 0,09
Recesso 195 484 379 353 134 053 044 050 0,9
NGmero de papilas/cm?

Saco cranial 328 291 392 519 34 <0,01 <0,01 <0,001 0,04
Recesso 257 338 375 426 84 0,72 0,31 0,43 0,66

! Erro-padrdo da média. 2 Probabilidade para efeito de tratamento. * Probabilidade para os
contrastes ortogonais, butirato versus salina (B vs S); lactato versus salina (L vs S) e propionato
versus salina (P vs S).

Assumindo que a massa de mucosa ruminal reflita em parte a area total
de parede, desde que a porcentagem de mucosa nha parede ruminal foi pouco
diferente entre tratamentos (TABELA 2), o nimero total de papilas ruminais
seria maior nos animais que receberam infusbes de AGV que nos animais que
receberam salina. O nimero de papilas por cm? foi cerca de 1,5 vez maior no
tratamento S que nos tratamentos com AGV; no entanto, a massa de mucosa
ruminal foi de duas a trés vezes inferior nesse tratamento-controle, como ja foi
discutido (TABELA 3). O maior niimero de papilas por cm? no tratamento S
pode ter sido o resultado da concentragcdo de papilas em uma menor area de
parede ruminal. Julgando-se por esse parametro, os AGV foram estimuladores

do desenvolvimento papilar.
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A infusdo de butirato, apesar de ter resultado em aumento no nimero
calculado de papilas ruminais, foi incapaz de induzir ganho em area ou altura
das papilas (TABELA 3). O propionato, além de ter sido menos inibidor do
nimero de papilas por cm? que butirato e lactato, também tendeu a aumentar o
tamanho papilar no saco cranial do radmen. Os efeitos inibitorios de butirato e
estimulatérios de propionato sobre o desenvolvimento papilar sdo semelhantes a
observac@es in vitro (Gélfi et al., 1981; Neogrady et al., 1989; Galfi et al., 1993),
sugerindo que a acdo direta dos AGV sobre as células epiteliais pode ter
predominado sobre mecanismos humorais. O fato de maiores concentracdes
plasmaticas de insulina no tratamento com butirato terem sido acompanhadas
por baixo tamanho papilar, 0 oposto do observado para propionato (FIGURA
16), também suporta tal suposi¢do. A insulina é sabidamente estimuladora do
desenvolvimento papilar (Sakata et al., 1980; Galfi et al., 1991; Gaélfi et al.,
1993).

Todos os AGV induziram aumento na proliferacdo das células da
camada basal do epitélio do ramen (TABELA 4). Entretanto, maior proliferacdo
celular ndo se refletiu em maior tamanho papilar (TABELA 3). A frequéncia de
lesGes histoldgicas foi acentuada nos tratamentos L e B (TABELAS 6 a 8). A
resposta em mitose celular a infusdo de lactato e butirato pode ter ocorrido
devido a ruminite induzida por AGV (Hamada, 1975). As lesGes
histopatoldgicas causadas por propionato foram moderadas (TABELAS 6 a 8).
A resposta em tamanho papilar foi inversamente proporcional a frequéncia de
lesGes no epitélio e ndo foi correlacionada ao IM. Nas FIGURAS 15, 17, 18, 19,
20, 21 e 22 verificam-se cortes histoldgicos da parede ruminal em cada um dos

tratamentos.
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TABELA 4: indice mit6tico na camada basal do epitélio ruminal, da epiderme
no plano nasolabial, da epicera e do perioplum de bezerros
mantidos em dieta exclusivamente liquida e recebendo infusdes
intra-ruminais de butirato (B), lactato (L), propionato (P) ou salina

(S).
B L P S EPM! PTrat? BvsS® LvsS PvsS
Indice mitético (%)

Saco cranial 0,75 087 0,78 054 0,10 0,24 0,23 0,05 0,18
Recesso 053 056 051 028 011 036 017 011 021
S:rc]?ral cego caudo- 4y 67 056 048 012 063 023 057 081
Plano nasolabial 0,26 024 041 039 042 0,28 0,24 0,17 0,86
Epicera 033 051 089 1,04 014 002 001 003 055
Perioplum dianteira 030 055 039 049 008 023 016 062 014
Perioplum traseira 042 032 065 023 005 <001 004 030 <0,001

! Erro-padrdo da média. % Probabilidade para efeito de tratamento. ® Probabilidade para os
contrastes ortogonais, butirato versus salina (B vs S); lactato versus salina (L vs S) e propionato
versus salina (P vs S).

Os AGV aumentaram a &rea de epitélio total e a area de células
metabolicamente ativas no epitélio ruminal (TABELA 5). Esses dados também
ndo sdo coerentes com 0s dados de tamanho papilar (TABELA 3), pois sugerem
que todos os AGV foram igualmente capazes de induzir crescimento de tecido
epitelial metabolicamente ativo. Essa incoeréncia nos resultados pode ser
explicada pelo fato de o butirato ter induzido o crescimento epitelial sem, no
entanto, induzir o desenvolvimento de papilas. A mensura¢do morfométrica da
area de epitélio foi executada em toda a superficie epitelial presente nos cortes
histol6gicos e ndo apenas no epitélio papilar. O butirato foi visualmente incapaz
de estimular o desenvolvimento papilar, enquanto lactato e propionato foram
mais efetivos. Os fatores reguladores da formacgdo das papilas ruminais podem

ndo atuar de maneira idéntica aos fatores determinantes do crescimento epitelial.
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O desenvolvimento papilar pode ndo ser um indicador preciso da capacidade de
metabolizacdo de AGV pela parede do rumen. Bovinos que receberam
concentrados e com alta capacidade ruminal de absor¢do de AGV (Sutton et al.,
1963; Gabel et al., 1993; Perrier et al., 1994; Weiss, 1994) podem apresentar
hiperqueratose e atrofia papilar (Haskins et al., 1969; Weigand et al., 1975;
McGavin & Morrill, 1976). Varias respostas a infusdo de AGV, principalmente
butirato (TABELAS 1, 2, 4, e 5), contrastam-se a resposta ndo observada em
tamanho papilar (TABELA 3) e aparentemente suportam essa Suposi¢ao.
Butirato aparentemente ndo estimulou o desenvolvimento papilar, mas estimulou

o crescimento epitelial, apesar de esse crescimento ter sido patolégico.
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TABELA 5: Areas de epitélio total, queratina e diferenca entre area de epitélio
total e area de queratina e porcentagem de queratina nos epitélios
do rimen e plano nasolabial de bezerros mantidos em dieta
exclusivamente liquida e recebendo infusdes intra-ruminais de
butirato, lactato, propionato ou salina.

B L P S  EPM! TPZ BvsS® LvsS PvsS
rat
Epitélio total (um ?)
Saco Cranial 214747 219425 268,082 146146 2090 003 007 003 <001
Recesso 150,868 123,603 162,083 76171 1376 <001 <001 0,03 0,001
iﬁﬁi’m cego  caudo- oes g7 147701 147969 100,104 4327 006 001 045 047
Plano nasolabial 393540 432,272 378,498 529170 3551 006 002 008 0,01
Queratina (pm?)
Saco Cranial 13012 4429 22560 7,396 468 010 047 067 007
Recesso 9589 3713 9203 6793 210 021 039 032 044
Saco cego  caudo- 45700 4691 14919 4655 4640 019 011 099 0,16
ventral
Plano nasolabial 41,748 43801 36628 37,514 510 072 059 040 090
Epitélio total - queratina(um?)
Saco Cranial 201,735 214,996 245522 138749 2115 005 009 003 0,01
Recesso 141,280 119,889 152,790 69,377 1396 <001 <001 002 0,001
\S/;irC\?ral Cego  caudo- neg 384 143010 133051 95450 41,49 007 001 043 055
Plano nasolabial 351,792 388470 362,952 491,655 3648 008 002 007 0,03
Queratina (%)
Saco Cranial 6,65 211 843 438 227 028 055 050 029
Recesso 624 309 628 914 220 028 037 006 038
Saco cego  caudo- g g 301 1231 550 330 030 086 060 0,19
ventral
Plano nasolabial 1092 1020 961 729 125 026 007 012 023

! Erro-padrdo da média. ® Probabilidade para efeito de tratamento. ® Probabilidade para os contrastes
ortogonais, butirato versus salina (B vs S); lactato versus salina (L vs S) e propionato versus salina (P vs S).

No tratamento B, o epitélio ruminal foi mensurado apenas nas regides do

corte histoldgico onde o epitélio ndo tinha erosdo (TABELA 5). Subjetivamente,

no méaximo 10% do epitélio fixado no tratamento B ndo foi ndo-sujeito as
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mensuragdes em consequiéncia dessas lesbes. Nos tratamentos P e S, as
mensuragdes foram executaveis em todos os segmentos de epitélio, pois todas as
areas tinham epitélio integro. Os dados do tratamento L devem ser interpretados
com cautela. Nesse tratamento, em todas as regides de todos o0s cortes
histoldgicos, o epitélio tinha degeneracdo hidrépica. Nao existia epitélio integro
no tratamento L, mas esse tinha o contorno epitelial definido, tornando-o apto de
ser mensurado. Apesar da resposta positiva em crescimento de células
metabolicamente ativas a infusdo de lactato, o epitélio foi completamente
danificado por esse AGV (TABELAS 6 a 8) e grande parte da area epitelial era
composta por vactolos e células vacuolizadas (FIGURAS 18, 19 e 20).
Degeneracdes hidropicas foram relatadas em novilhas sujeitas a inducédo
experimental de acidose latica e ap6s infusdo intraruminal de lactato (Ahrens,
1967). Lesdes histopatologicas ndo foram observadas nos cortes dos epitélios do
plano nasolabial, epicera cornual e regido perioplica do casco, mostrando que

essas sdo conseqliéncias do efeito direto dos AGV sobre o epitélio ruminal.

O lactato reduziu a queratinizacdo do epitélio ruminal (TABELA 5). A
menor propor¢do de queratina no epitélio apds infusdo de lactato foi
conseqliéncia tanto da pequena area de tecido queratinizado quanto do aumento
na area total de epitélio, em conseqliéncia da vacuolizacao das células epiteliais.
Butirato resultou em queratinizacdo similar a propionato. Esse achado nédo era
esperado, ja que butirato é sabidamente estimulador de diferenciacdo celular em
epitélios estratificados (Staiano-Coico et al., 1990; Galfi et al., 1993). No
entanto, nos cortes histoldgicos dos animais que receberam butirato, foram
freqlientemente observadas camadas de queratina desprendidas do epitélio e
essas ndo foram incluidas nas mensuragbes de area (FIGURA 21).
Hiperqueratose € reconhecidamente uma conseqiiéncia de dietas ricas em
concentrados (Jensen et al., 1954) e esse achado é frequentemente associado a

perda in vivo da camada de queratina (Gilliland et al., 1962; Tamate & Kikuchi,
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1978). As técnicas histoldgicas utilizadas podem ndo ter sido as mais adequadas
para quantificar possiveis diferencas de queratinizagdes do epitélio ruminal em

resposta a infuséo de butirato no ramen.

A area de epitélio ndo-queratinizado no plano nasolabial foi reduzida
pela infusdo de AGV (TABELA 5). Tanto lactato como butirato reduziram
numericamente o IM das células da camada basal da epiderme da pele na regido
do focinho (TABELA 4). A maior porcentagem de queratina em resposta a
infusdo de AGV ndo resultou do aumento na &rea de queratina e sim da redugéo
na érea de tecido ndo-queratinizado (TABELA 5). O efeito da infusdo de AGV
nesse tecido foi contrario ao efeito observado no rimen. N&o ficou evidente se o
efeito indireto dos AGV sobre o epitélio do plano nasolabial poderia ter sido
mediado por insulina, j& que a maior concentragdo soroldgica de insulina no
tratamento B (FIGURA 16) ndo resultou em resposta diferenciada a esse AGV
(TABELAS 4 ¢5).

O efeito dos AGV sobre o IM na epicera foi semelhante ao efeito
observado no plano nasolabial (TABELA 4). Butirato e lactato foram inibidores
de mitose. Contrariamente ao efeito sobre o plano nasolabial e epicera, os AGV
aumentaram o IM no perioplum traseiro dos cascos (TABELA 4). O efeito dos
AGV sobre o perioplum dianteiro foi ndo significativo (TABELA 4). Esse
achado merece consideragéo, pois a incidéncia de problemas nos locomotores de
bovinos é prevalente nos membros posteriores (Nilsson, 1963; Weaver et al.,
1981; Tranter & Morris, 1991), mais responsivos, neste trabalho, a infusdo
intraruminal de AGV. Disturbios de queratinizagdo podem atuar como fator
predisponente de problemas de casco por atuar sobre a morfologia e a dureza
dos cascos bovinos (Budras et al., 1996; Hendry et al., 1999). Parece que
bidpsias extra-ruminais podem ser utilizadas para detectar efeitos de AGV sobre
0 epitélio estratificado do rimen. Essas técnicas sdo menos invasivas que 0

acesso cirurgico ao ramen de animais canulados. Julgando-se pela similaridade
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na resposta, parece que o perioplum traseiro tem potencial como representante
da resposta ruminal em IM. No entanto, como indicador de integridade do
epitélio ruminal, biopsias na epicera podem ser interessantes, julgando-se pela
similaridade em IM entre os tratamentos P e S e 0 menor IM nos tratamentos B e
L, esses Ultimos também causadores de danos histopatologicos na parede
ruminal. Apesar de ndo ter sido detectado efeito significativo de tratamento
sobre 0 IM no plano nasolabial, a similaridade numérica entre a resposta nesse
tecido e a resposta na epicera tornam bidpsias no focinho promissoras, tanto
pela facilidade de execucdo quanto pelo fato de bidpsias na epicera ndo serem
executaveis em bovinos leiteiros descornados. A interpretacdo de tal biopsias

como representante de eventos ruminais requer validacdes futuras.

Suter et al. (1997) revisaram a regulacdo do crescimento e diferenciacéo
celular em tecidos queratinizados. Esses autores citam que baixas concentra¢des
de 4cido retindico (107 a 10™ M) podem ser estimulatérias da proliferagdo
celular em células epiteliais humanas, enquanto altas concentragbes (10° M)
podem ser inibitérias em camundongos, mostrando que a resposta de epitélios
estratificados a moduladores de divisdo celular pode ser inversa e dependente da
espéecie e da concentragdo soroldgica. A infusdo de uma mistura de AGV no
co6lon proximal de ratos anestesiados estimulou o IM nesse local e em locais
proximais do trato digestivo sem contato direto com a solucdo de AGV
infundida. Entretanto, ndo foi detectado efeito dos AGV sobre o IM nas regides
do duodeno, ceco, cdlon distal e epiderme da orelha desses animais (Sakata &
Engelhardt 1983), sugerindo que a estimulacdo mitética dos AGV pode estar

restrita a certos tecidos.
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4.1 Descricao histopatoldgica do epitélio ruminal
4.1.1 Salina

Nos quatro animais infundidos com salina, a mucosa ruminal estava
integra e com papilas de contorno regular (FIGURA 15). Os exames
histoldgicos do saco cranial, recesso e saco cego caudo-ventral revelaram
epitélio sem alteracBes nas camadas celulares, com fina camada de células

queratinizadas apresentando ou ndo ndcleos achatados.

A avaliacdo ultra-estrutural do epitélio ruminal nas regides do recesso e
saco cego caudo-ventral dos animais no tratamento-controle revelou a presenca
de caracteristicas relacionadas com a biossintese de substancias queratinosas
(FIGURAS 23 a 27) similares as descritas na literatura (Steven & Marshal,
1970; Dellmann & Brown, 1982; Banks, 1992). As células da camada basal
apresentaram ndcleos ovoides e vesiculosos e citoplasma contendo ribosomas
livres e algumas mitocondrias alongadas com cristas proeminentes.
Ocasionalmente, foram visualizados cisternas de RER, vesiculas de tamanhos
variados e materiais finos filamentosos. O espaco intercelular apresentou-se
relativamente amplo, vazio e com jungdes desmosdmicas dispostas
intermitantemente entre membranas celulares vizinhas. Houve presenca de
grande quantidade de hemidesmosomas dispostos ao longo das membranas das
células basais faceando a membrana basal, que se apresentou ligeiramente

pregueada.

Proximo a transigdo das camadas basal e espinhosa, as células da camada
espinhosa apresentaram formato poligonal e com aspecto espinhoso, devido aos
inimeros processos citoplasméticos (FIGURA 26). Observaram-se cisternas de
RER, mitocondrias arredondadas e grande quantidade de ribosomas livres
dispersos pelo citoplasma. Pequenos granulos arredondados contendo material

finamente granular foram visualizados préximo a regido perinuclear. Células
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vizinhas apresentaram-se unidas por diversos desmosomas, dispostos em
intervalos regulares. As membranas celulares entre as jungfes mostraram-se
altamente pregueadas e com prolongamentos projetando-se para 0 espaco
intercelular. Numerosos feixes de delicadas fibrilas foram visualizados em todo

o0 citoplasma, sem qualquer associac¢ao definida com os desmosomas.

Proximo a camada granulosa, as células tornaram-se achatadas e
contendo maior quantidade de material filamentoso (FIGURA 25). Grande
quantidade de grénulos limitados por membrana foram observados proximos a
membrana apical da célula. A camada granulosa constituiu-se de duas a trés
fileiras de células achatadas contendo nucleo alongado e com heterocromatina
compactada. O citoplasma apresentou-se moderadamente elétron-denso, com
maior quantidade de fibrilas e apresentando granulos de queratohialina. As
membranas celulares mostraram-se menos pregueadas e apenas salpicadas com
desmosomas. O espaco intercelular apresentou-se preenchido com material
floculento e com algumas vesiculas vazias. Proximo a jungdo com a camada
cornea, as membranas das células granulosas mostraram-se mais espessas e
escuras. Desmosomas, embora menos freqlientes, mantiveram sua estrutura
tipica.

A camada clrnea constituiu-se de trés a quatro fileiras de células
queratinizadas, com consideravel variagdo nos seus constituintes celulares
(FIGURA 26). Frequentemente, as células mostraram-se preenchidas por
material amorfofilamentoso associado a granulos de queratohialina e restos

celulares. O epitélio paraqueratético foi considerado normal.

4.1.2 Propionato

Nenhuma 4&rea avaliada dos epitélios do ramen de animais que

receberam infusbes de AGV foi considerada normal, devido & presenca de lesdes
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celulares, as quais sugeriram processos degenerativos (TABELAS 6, 7 e 8). O
epitélio nas diferentes regifes do rimen dos animais que receberam propionato
apresentou lesfes leves ou moderadas (FIGURA 17). Visualmente, as papilas
ruminais mostraram-se mais desenvolvidas que nos animais-controle e
ligeiramente ramificadas. No saco cranial e recesso do rimen de um dos quatro
animais que receberam propionato, foi observada desproporc¢éo entre as camadas
celulares do epitélio relativamente ao tratamento-controle, sendo o mesmo
observado no saco cego caudo-ventral em trés desses animais. Nessas,
apresentando desproporg¢do entre as camadas do epitélio, as células da camada
granulosa apresentaram halos claros perinucleares e citoplasma ligeiramente
vacuolizado. O saco cego caudo-ventral de um animal apresentava lesdes
moderadas, definidas pela presenca de infiltrado inflamatorio polimorfonuclear,
associado as lesbes ja descritas. Papilas mais desenvolvidas foram mais

ramificadas e com maior proporcao de células vacuolizadas.

As células basais no epitélio ruminal de animais que receberam infusées
de propionato apresentaram caracteristicas ultra-estruturais semelhantes as dos
animais que receberam o tratamento S (FIGURAS 28 a 30). Entretanto, maior
guantidade de mitocondrias arredondadas com cristas proeminentes, ribosomas
livres e agrupados, cisternas de RER e feixes de filamentos finos foram
observados espalhados pelo citoplasma, sugerindo que o propionato estimulou

aumento no metabolismo celular da camada basal.

A camada espinhosa apresentou-se bem desenvolvida e com
caracteristicas morfoldgicas também similares as do tratamento S, porém
observou-se maior quantidade de feixes filamentosos espalhados pela célula.
Células granulares apresentaram ndcleos achatados com caracteristicas
degenerativas e maior quantidade de granulos de queratohialina que os animais
no tratamento S. Ocasionalmente foram observados nucleos contendo cromatina

compactada, sugerindo a presenca de corpos apoptoticos, sinais morfoldgicos de
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morte celular por apoptose (FIGURA 29). O aumento da quantidade de feixes
filamentosos nas camadas basal e espinhosa e a grande quantidade de granulos
de queratohialina indicam que houve sintese de queratina completa na camada

espinhosa e acelerada taxa de diferenciacdo pos-mitotica.

A camada coOrnea apresentou-se relativamente espessa e formada por
células bem achatadas contendo restos nucleares e material fibrilar (FIGURA
30). Em algumas éreas, observou-se a presenga de desmosomas. O espago
intercelular mostrou-se amplo e vazio. A retengdo de nucleo e a presenca de rede
fibrosa na camada cdrnea sugerem alteracfes nas atividades das enzimas
lisosdmicas. O propionato aparentemente causou ruminite quimica branda com
sintese precoce de queratina, caracterizando um quadro de disqueratose,

hiperqueratose e paraqueratose tipica de ruminantes (Tamate & Kikuchi, 1978).

4.1.3 Lactato

Em todos animais do grupo que recebeu infusdes intra-ruminais de
lactato, as alteracdes ruminais foram consideradas graves (TABELAS 6, 7 e 8).
Em todos os animais, foram observadas papilas bem ramificadas e com
desproporgéo entre as camadas celulares, comparado ao tratamento S
(FIGURAS 18, 19 e 20). As camadas espinhosa e granular apresentaram-se
bastante espessadas e constituidas por células com halos claros perinucleares.
Observou-se intensa vacuolizacdo citoplasmatica, podendo-se observar também
a presenca de grandes vacuolos intra e extracitoplasmaticos e espaco intercelular
aparentemente aumentado. A camada coOrnea apresentou-se descontinua e
formada apenas por algumas células queratinizadas e com nucleos em
degeneracdo. Essas alteracdes estdo de acordo com a descri¢do microscdpica das
lesGes observadas no epitélio ruminal de novilhos fistulados submetidos a

sobrecarga alimentar com cereais (Ahrens, 1967).
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A infusdo intra-ruminal de lactato aumentou a quantidade de ribosomas
livres e agrupados e causou degeneracdo de mitocondrias nas células da camada
basal (FIGURA 31). Hemidesmosomas e desmosomas foram pouco

evidenciados e a presen¢a de membrana basal integra foi pouco frequente.

A camada espinhosa constituiu-se de vérias fileiras de células também
poligonais, com nucleo ovdide e heterocromatina formando massas compactas
(FIGURAS 32, 33 e 34). Observaram-se no citoplasma dessas células muitas
cisternas dilatadas de RER, ribosomas agrupados e vacutolos intercalados com
feixes de filamentos finos. O espaco intercelular mostrou-se bastante amplo,

sugerindo retracdo celular e menor quantidade de desmosomas.

As células da camada granulosa mostraram-se bastante vacuolizadas,
contendo mitocéndrias em degeneracdo, pequenos granulos limitados por
membrana, algumas vesiculas sugerindo a presenca de goticulas lipidicas
entremeadas com granulos de queratohialina e material fibrilar (FIGURA 34). O
espaco intercelular mostrou-se ligeiramente reduzido e preenchido por material
finamente granular. Em algumas regides, observou-se a presenca de

desmosomas.

As células queratinizadas mostraram-se elétron-densas, preenchidas com
restos de organelas degeneradas associadas a material amorfo-fibrilar e com
poucas regides de contato entre céelulas (FIGURA 35). O espaco intercelular
apresentou-se bastante aumentado e com poucas regides unidas por
desmosomas. Observaram-se estruturas esféricas entre as células queratinizadas,
sugerindo a presenga de protozoarios, um indicador de dano na barreira fisica
entre o conteddo ruminal e a membrana basal (FIGURA 35).

A diminuicdo da atividade da bomba de ions sddio-potéssio € seguida
por um influxo de sodio, calcio e 4gua para dentro da célula, e pela difuséo de
potéssio e magnésio para fora da célula (Jones, Hunt, King, 2000). O lactato

pode ter alterado o funcionamento da bomba de ions, necessario para a
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manutencdo da pressdo osmética intracelular. Consequientemente, 0 aumento do
contetido de agua provocou dilatacdo de organelas, desarranjo da membrana
celular com relacdo ao citoesqueleto e progressiva tumefacdo celular. Esse
quadro foi classificado como ruminite quimica com degeneracdo hidropica.
Desde que maior atividade mitdtica ndo tenha resultado em maiores dimensdes
papilares (TABELA 3), que o lactato tenha induzido proliferacdo celular,

objetivando renovacao celular e reestruturacéo do epitélio ruminal lesado.

4.1.4 Butirato

Em dois dos quatro animais infundidos com butirato, foram visualizadas
alteraces muito graves no recesso e saco cego caudo-ventral do rdmen
(TABELAS 7 e 8). O epitélio apresentou desproporcdo entre as camadas
celulares, grandes vacuolos intracitoplasmaticos, infiltrado inflamatdrio
polimorfonuclear e areas de erosdo (FIGURAS 21 e 22). Observaram-se grandes
areas preenchidas por material amorfoeosinofilico com desarranjo na arquitetura
epitelial. Em algumas regides, as células apresentaram nicleos pequenos e
condensados (picnéticos) ou fragmentados (cariorrexe), ou mesmo anucleadas
(caridlise). Essas alteragdes foram diagnosticadas como ruminite quimica severa
ulcerativa associada a necrose. Nos outros dois animais, as lesées no recesso e
saco cego caudo-ventral foram classificadas como graves, assim como as lesdes
do saco cranial em todos os animais (TABELAS 6 a 8) (FIGURAS 21).

A camada basal mostrou-se bastante desorganizada, ndo apresentando
um padrdo morfologico constante em sua estrutura (FIGURA 36). Algumas
células apresentaram nucleo vesiculoso e de contorno regular, enquanto outras
apresentaram nucleo irregular e com heterocromatina dispersa. O citoplasma
mostrou-se repleto de ribosomas livres, filamentos finos e mitocdndrias

vacuolizadas. O espacgo intercelular apresentou-se amplo, com presenca de
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processos citoplasmaticos estirados e poucos desmosomas preservados. A
membrana basal em algumas &reas mostrou-se ligeiramente tortuosa e

descontinua.

A camada espinhosa constituiu-se de células poligonais com numerosos
processos citoplasméticos ocasionalmente unidos por desmosomas (FIGURA
37). O nucleo apresentou-se também irregular e com cromatina ligeiramente
condensada. Foram observadas grandes quantidades de ribosomas livres e
agrupados, cisternas de RER e mitocéndrias vacuolizadas com contorno
irregular. Pequenos grénulos elétron-densos limitados por membrana foram
ocasionalmente observados. O espago intercelular apresentou-se amplo e vazio.
As células localizadas nas proximidades da camada granulosa mostraram-se
achatadas e com nucleo contendo cromatina fragmentada (FIGURA 38). O
citoplasma apresentou-se repleto de feixes filamentosos e com pequenos
granulos elétron-densos limitados por membrana dispostos na periferia da célula.
Mitocondrias em degeneracdo foram ocasionalmente observadas, com vacuolos
vazios e outros cheios, sugerindo a presenca de goticulas lipidicas. A membrana
plasmatica mostrou-se bastante espessada e o0 espaco intercelular apresentou-se

reduzido e contendo material granular fino.

A camada granulosa constituiu-se de trés a quatro fileiras de células
achatadas e com padrdo morfolégico bastante varidvel (FIGURAS 39 e 40). O
nacleo de algumas células apresentou envoltorio nuclear irregular e com
heterocromatina formando massas compactas. Foram observados grandes
vacuolos intracitoplasmaticos associados a mitocondrias em diversas fases de
degeneracdo. Feixes filamentosos mostraram-se dispostos paralelamente a

membrana plasmatica, que se mostrou bastante espessada.

A infusdo de butirato no rdmen induziu danos estruturais da parede
ruminal caracterizada por ruminite quimica ulcerativa necrosante associada a

hiperqueratose e paraqueratose ruminal.
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TABELA 6: Avaliagdes histoldgicas expressas em porcentagem de ocorréncia
no saco cranial do rdmen de bezerros mantidos em dieta
exclusivamente liquida, recebendo infusdes intra-ruminais de
butirato, lactato, propionato ou salina.

Alterac0es (%)

Tratamentos
1 2 3 4 5
Butirato 0 0 0 100 0
Lactato 0 0 0 100 0
Propionato 0 100 0 0 0
Salina 100 0 0 0 0

1- epitélio normal, 2- desproporcédo entre as camadas com formacao de vacuolos (lesao
leve), 3- desproporcdo entre as camadas com formacdo de vacUolos e infiltrado
inflamatorio polimorfonuclear (lesdo moderada), 4- desproporcao entre as camadas com
intensa formacdo de vacuolos e infiltrado inflamatério polimorfonuclear (lesdo grave),
5- despropor¢do entre as camadas com intensa formacdo de vacuolos, infiltrado
inflamatorio polimorfonuclear e areas de erosdo (lesdo muito grave).

TABELA 7: AvaliacGes histoldgicas expressas em porcentagem de ocorréncia
no recesso do rimen de bezerros mantidos em dieta
exclusivamente liquida, recebendo infusbes intra-ruminais de
butirato, lactato, propionato ou salina.

Alteracoes (%0)

Tratamentos
1 2 3 4 5
Butirato 0 0 0 50 50
Lactato 0 0 0 100 0
Propionato 0 100 0 0 0
Salina 100 0 0 0 0

1- epitélio normal, 2- desproporcédo entre as camadas com formacao de vacuolos (lesao
leve), 3- desproporgdo entre as camadas com formacdo de vaclolos e infiltrado
inflamatorio polimorfonuclear (lesdo moderada), 4- desproporgdo entre as camadas com
intensa formacdo de vacuolos e infiltrado inflamatério polimorfonuclear (lesdo grave),
5- despropor¢do entre as camadas com intensa formacdo de vacuolos, infiltrado
inflamatorio polimorfonuclear e areas de erosdo (lesdo muito grave).
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TABELA 8: Avaliagdes histoldgicas expressas em porcentagem de ocorréncia
no saco cego caudo-ventral do ramen de bezerros mantidos em
dieta exclusivamente liquida, recebendo infusdes intra-ruminais
de butirato, lactato, propionato ou salina.

Alteracdes (%)
Tratamentos
1 2 3 4 5
Butirato 0 0 0 50 50
Lactato 0 0 0 100 0
Propionato 0 75 25 0 0
Salina 100 0 0 0 0

1-epitélio normal, 2- desproporgdo entre as camadas com formagdo de vacuolos (lesao
leve), 3- desproporcdo entre as camadas com formacdo de vacUolos e infiltrado
inflamatorio polimorfonuclear (lesdo moderada), 4- desproporcao entre as camadas com
intensa formacdo de vacuolos e infiltrado inflamatério polimorfonuclear (lesdo grave),
5- despropor¢do entre as camadas com intensa formacdo de vacuolos, infiltrado
inflamatorio polimorfonuclear e areas de erosdo (lesdo muito grave).
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6 CONCLUSOES

O crescimento anatdbmico do estdbmago aglandular foi induzido pela
presenca de AGV, sem a necessidade de trabalho mecénico de digestéo.

Dentre os AGV estudados, butirato e lactato foram os maiores indutores
de alteragdes patoldgicas no epitélio ruminal.

O propionato foi 0 AGV responsavel pelo crescimento fisiologico de
papilas metabolicamente ativas.

Os efeitos direto e indireto dos AGV sobre a morfologia da mucosa
ruminal e de outros tecidos gueratinizados sugerem que danos morfologicos no
epitélio do rumen e de cascos podem ter causa comum, explicando a ocorréncia
simultdnea de anomalias nessas estruturas em bovinos sujeitos a acidose
ruminal.

Bidpsias tegumentares podem ter utilidade como indicadores de

alteracBes morfoldgicas da mucosa do ramen.
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FIGURA 27: Micrografia eletrbnica das camadas espinhosa (CE), granular
(CG) e cornea (CC) do epitélio ruminal de bezerro que recebeu
infusdes intra-ruminais com salina a 0,9%. Observar célula da
camada espinhosa com nucleo alongado e, grande quantidade de
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ruminal de bezerro que recebeu infusdes intra-ruminais com
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FIGURA 30: Micrografia eletronica da transicdo da camada granular (CG)
para camada cornea (CC) do epitélio ruminal de bezerro que
recebeu infusdes intra-ruminais com propionato. Células da
camada granular mostram-se bastante elétron-densas e contendo
granulos de queratohialina de tamanhos variados. A camada
cérnea apresenta-se formada por células achatadas com
membrana plasmatica espessada e preenchidas por material
amorfo-filamentoso. 7.760X. ......cccocevrireieirisse e 100

FIGURA 31: Micrografia eletronica da camada basal (CB) do epitélio
ruminal de bezerro que recebeu infusdes intra-ruminais de
lactato. Observar a presenca de mitocdndrias de contorno
irregular e tumefatas (M). A seta indica a membrana basal
pouco nitida e descontinua. Espaco intercelular (E) e lamina
Propria (LP). 12.880X. ...ccccoveieieiriiniiiierieeeiee e 101

FIGURA 32: Micrografia eletronica da camada espinhosa (CE) do epitélio
ruminal de bezerro que recebeu infusdes intra-ruminais de
lactato. Observar a presenca de espagos claros (E) entre as
células da camada espinhosa em d&reas onde essas células
perderam contatos celulares. Visualiza-se na célula espinhosa
nucleo de contorno irregular e com heterocromatina formando
massas compactas aderidas ao envoltorio nuclear. O citoplasma
dessas células apresenta-se repleto de material amorfo-fibrilar e
com mitocondrias sofrendo degeneracdo. Evidenciam-se
grandes vacuolos (V) e goticulas lipidicas (L) no citoplasma da
Célula espiNh0Sa. 7.760X. ...cccvevveiireieiesieceese e 102

FIGURA 33: Micrografia eletronica da camada espinhosa (CE) do epitélio
ruminal de bezerro que recebeu infusdes intra-ruminais de
lactato. Observar a presenca de espacgos claros (E) entre as
células da camada espinhosa e desmosomas nas regifes de
contatos dessas células (cabeca de seta branca). A seta preta
indica a presenca de filamentos inseridos na placa
desmos6mica. Presenca de granulos envoltos por membrana
intercalados com material amorfofibrilar intracitoplasmético
(seta branca). 16.032X. ....ccviverreieieire e 103
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FIGURA 34: Micrografia eletrbnica das camadas espinhosa (CE), granular
(CG) e cornea (CC) do epitélio ruminal de bezerro que recebeu
infusBes intra-ruminais de lactato. Observar a presenca granulos
envoltos por membrana (seta branca) e goticulas lipidicas (L)
nos citoplasmas das células espinhosa e granular. Visualizar na
célula granular a presencga de grandes vacuolos (V) e granulos
de queratohialiuna (GQ) citoplasmaticos intercalados com
material finamente granular. A seta preta indica mitocondria em
degeneracdo. Na transicdo com a camada cOrnea 0 espago
intercelular (E) torna-se dilatado e preenchido com bastante
material elétron-denso. 7.760X. ........ccccovereririenerienenirese e 104

FIGURA 35: Micrografia eletronica das camadas granular (CG) e cornea
(CC) do epitélio ruminal de bezerro que recebeu infusdes intra-
ruminais de lactato. Visualizar no citoplasma da célula
granulosa grandes vacuolos (V), restos nucleares e granulos de
queratohialina. A seta indica a presenca de estruturas esféricas
no espaco intercelular (E), sugerindo a presenca de
microorganismos ciliados intra-epiteliais. 12.880X. ..........c..cc..... 105

FIGURA 36: Micrografia eletronica das camadas basal (CB) e espinhosa
(CE) do epitélio ruminal de bezerro que recebeu infusdes intra-
ruminais de butirato. Observar a presenca de nicleo de contorno
irregular e com heterocromatina bastante dispersa na célula
basal. Visualizar no citoplasma dessas células grande
guantidade de ribosomas livres, filamentos finos e mitocdndrias
(M) vacuolizadas. O espaco intercelular mostra-se dilatado e
com processos citoplasmaticos estirados. Lamina prépria (LP).
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FIGURA 37: Micrografia eletronica da camada espinhosa (CE) do epitélio
ruminal de bezerro que recebeu infusBes intra-ruminais de
butirato. Observar célula espinhosa apresentando nucleo
irregular e heterocromatina ligeiramente condensada. O
citoplasma mostra grandes quantidades de ribosomas livres e
agrupados, cisternas de reticulo endoplasméatico rugoso,
vactolos (V), e mitocobndrias (M) em degeneragdo.
Desmosomas sdo evidenciados nas regifes de contatos
celulares. Espago intercelular (E). 4.048X. .......ccovvvvivrencnennn. 107
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FIGURA 38: Micrografia eletrnica da transicdo da camada espinhosa (CE)
para camada granular (CG) do epitélio ruminal de bezerro que
recebeu infusdes intra-ruminais de butirato. Observar células
achatadas contendo ndcleos com cromatina fragmentada. O
citoplasma dessas células mostra feixes de filamentos grosseiros
(seta preta) e finos, vacuolos (V), goticulas lipidicas (L) e
numerosos ribosomas livres. O espago intercelular (E)
apresenta-se bastante reduzido e contendo material amorfo e
elEtron-dens0. 16.032X. ...ccvveiereriereieeie e 108

FIGURA 39: Micrografia eletrénica da camada granular (CG) do epitélio
ruminal de bezerro recebendo infusbes intra-ruminais de
butirato. Observar célula granulosa contendo nucleo de
contorno irregular e heterocromatina formando massas
compactas. O citoplasma evidencia numerosas mitocéndrias em
degeneracdo (M), vacuolos (V) e feixes de filamentos finos
dispostos na periferia da célula. 10.272X. ......cccoceverrviricinneninn. 109

FIGURA 40: Micrografia eletronica das camadas granular (CG) e cornea do
epitélio ruminal de bezerro recebendo infusdes intra-ruminais
de butirato. Visualizam-se grénulos de queratohialina
associados a grandes vacuolos (V) e restos de organelas no
citoplasma das células das camadas granulosa e cérnea. Espaco
intercelular (E). 7.760X. ......cccovivevierece e 110
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FIGURA 1: Corte sagital do rimen e do reticulo (esquematico). Os asteriscos
mostram os locais de coleta de fragmentos da parede ruminal.

FIGURA 2: Desenho esquemaético da superficie do plano nasolabial de bovino.
O asterisco mostra o local de coleta do fragmento de pele.
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Perioplum
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FIGURA 3: Desenho esquematico do 6rgdo digital posterior de bovino. A seta
indica o local de coleta do fragmento no perioplum.

Epicera
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FIGURA 4: Desenho esquematico da cabeca de bezerro. A seta indica o local
de coleta do fragmento na epicera.
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FIGURA 5: Animais mantidos em bezerreiros individuais com piso ripado.

‘.r_.. /

FIGURA 6: Animal com cateter de infusio no rdmen durante o periodo
experimental.
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FIGURA 7: Cateter no rimen mostrando o baldo de fixacdo inflado ap6s o
abate do animal.

FIGURA 8: Delimitacao da &rea (1 cm ?) para contagem do ndmero de papilas
na parede do recesso e saco cranial do rimen.
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FIGURA 9: Corte histolégico longitudinal da papila na regido do saco cego

caudo-ventral do ramen de bezerro que recebeu infusbes de
salina. As setas indicam figuras de mitose na camada basal do
epitélio. A cabeca de seta indica ndcleos achatados na camada
cérnea evidenciando paraqueratose tipica dos ruminantes.
Hematoxilina-eosina.400x.

e % " g

FIGURA 10: Corte histoldgico longitudinal de pele espessa na regido do plano
nasolabial de bezerro que recebeu infusdes de salina. Notar as
diversas camadas do epitélio estratificado pavimentoso
queratinizado da epiderme. Camada cornea (CC). Hematoxilina-
eosina.100x.
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FIGURA 11: Corte hlstologlco Iongltudmal da eplcera (eplderme) e derme
cornual de bezerro que recebeu infusdes de lactato. Notar as
diversas camadas do epitélio estratificado pavimentoso
queratinizado da epicera cornual. Camada cornea (CC).
Hematoxilina-eosina.100x.
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FIGURA 12: Corte hlstologlco Iongltudmal da eplderme e derme da regido

perioplica dianteira do casco de bezerro que recebeu infusGes de
salina. Notar as diversas camadas do epitélio estratificado
pavimentoso queratinizado da epiderme. A seta indica papila
epidérmica interdigitada com papila dérmica, formando as
papilas primarias. Hematoxilina-eosina.100x.
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FIGURA 13: Corte histolégico longitudinal da epiderme e derme da regido
perioplica traseira do casco de bezerro que recebeu infusdes de
propionato. Notar as diversas camadas do epitélio estratificado
pavimentoso queratinizado da epiderme. A seta indica papila
epidérmica interdigitada com papila dérmica, formando as
papilas primarias. Hematoxilina-eosina.200x.

FIGURA 14: Corte histolégico longitudinal de pele espessa na regido do plano
nasolabial de bezerro que recebeu infusGes de salina. Notar as
diversas camadas do epitélio estratificado pavimentoso
queratinizado da epiderme. Camada cornea corada em vermelho
(CC). A seta indica ductos de glandulas sudoriparas presentes na
derme. Tricrdbmico da Masson.100x.
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FIGURA 15: Corte histologico longitudinal da mucosa no saco cranial do
ramen de bezerro que recebeu infusGes de salina. Observar a
presenca de papilas com contorno regular e fina camada de
queratina corada em vermelho. L&mina propria (LP). Tricrémico
de Masson.100x.
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FIGURA 16: Insulina plasmética de bezerros que receberam infusdes intra-
ruminais de butirato, lactato, propionato ou salina nos tempos 0,
90, 180, 360 pds-infusdo. (P<0,05 para o efeito de tratamento;
P=0,0001 para efeito de tempo; P=0,07 para interacdo entre
tratamento e tempo).
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FIGURA 17: Corte histologico longitudinal de papila com contorno irregular
na regido do recesso do rumen de bezerro que recebeu infusdes
de propionato. Observar a presenca de espessa camada
cdrnea.Lamina propria (LP). Hematoxilina-Eosina.100x.

FIGURA 18: Corte histologico longitudinal de papila com contorno irregular
na regido do saco cranial do ramen de bezerro que recebeu
infusdes de lactato. Observar a presenca de apenas poucas células
queratinizadas, coradas em vermelho, no epitélio ruminal.Lamina
prépria (LP). Tricrémico de Masson.100x.
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FIGURA 19: Corte histoldgico longitudinal de papila ramificada na regido do
recesso do ramen de bezerro que recebeu infusbes de lactato.
Observar a presenca de apenas poucas células queratinizadas,
coradas em vermelho, no epitélio ruminal.L&mina propria (LP).
Tricrdmico de Masson.100x

FIGURA 20: Corte histolégico longitudinal de papila na regido do saco cego
caudo-ventral do rimen de bezerro que recebeu infusbes de
lactato. Notar a presenca de varias células vacuolizadas e
grandes vacuolos intercelulares no epitélio ruminal. La&mina
prépria (LP). Hematoxilina-eosina.200x
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FIGURA 21: Corte histolégico longitudinal da mucosa ruminal na regido do

FIGURA 22: Corte histo

recesso do rumen de bezerro que recebeu infusGes de butirato.
Observar a presenca de epitélio espesso, paraqueratotico porém,
sem crescimento papilar. A seta indica camada espessa de
queratina sofrendo descamacdo para 0 lume ruminal.
Hematoxilina-Eosina.100x.
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I6gico longitudinal da mucosa ruminal na regido do
saco cego caudo-ventral do rumen de bezerro que recebeu
infusdes de butirato. Observar a extensa area de erosao epitelial,
e fina camada de queratina corada em vermelho sugerindo
intensa descamacdo. Tricrdmico de Masson. 100x
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FIGURA 23: Micrografia eletronica da camada basal (CB) do epitélio ruminal
de bezerro que recebeu infusbes intra:ruminais com salina.
Observar a presenca de vactolos (V) intracitoplasmaticos e
hemidesmosomos ao longo das membranas das células basais
faceando a lamina prépria (LP). As setas indicam a membrana
basal ligeiramente tortuosa. Fibrilas colagenas (FC). 7.760x.
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FIGURA 24: Micrografia eletrdnica da camada basal (CB) do epitélio ruminal
de bezerro que recebeu infusbes intra:ruminais com salina.
Observar a presenca de numerosos ribosomas livres e feixes
filamentosos (*) espalhados pelo citoplasma da célula basal. O
espaco intercelular (E) apresenta:se amplo e com projecdes
citoplasmaticas. A cabeca de seta branca indica a presenca de
desmosoma. Vacuolos (V), hemidesmosomos (cabeca de seta
preta) e lamina propria (LP). 32.064x.
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FIGURA 25: Micrografia eletronica da transicdo da camada espinhosa (CE)

para camada granular (CG) do epitélio ruminal de bezerro que
recebeu infus@es intra:ruminais com salina a 0,9%. A seta indica
a presenca de granulos limitados por membrana localizados na
superficie apical da célula da camada espinhosa. O espaco
intercelular (E) apresenta:se dilatado e contendo material
ligeiramente floculento. Observar a presenca de célula em
degeneracdo na camada granulosa. 7.760x.
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FIGURA 26: Micrografia eletronica das camadas basal (CB) e espinhosa (CE)

do epitélio ruminal de bezerro que recebeu infusdes
intra:ruminais com salina a 0,9%. Observar na camada espinhosa
presenca de maior quantidade de desmosomos (cabeca de seta
branca) unindo uma célula a outra e, espaco intercelular bastante
reduzido. Vacuolos (V) e lamina prépria (LP). 6.320x.
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FIGURA 27: Micrografia eletrbnica das camadas espinhosa (CE), granular
(CG) e cornea (CC) do epitélio ruminal de bezerro que recebeu
infusbes intra:ruminais com salina a 0,9%. Observar célula da
camada espinhosa com nucleo alongado e, grande quantidade de
granulos de queratohialina (GQ) espalhados pelo citoplasma das
células das camadas granular e cornea. O espaco entre as células
granulares apresenta:se amplo e contendo material finamente
granular. A seta indica membrana plasmatica espessa de célula
queratinizada.10.272x.
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FIGURA 28: Micrografia eletrdnica da camada basal (CB) do epitélio ruminal
de bezerro que recebeu infusdes intra:ruminais com propionato.
Observar a presenca de grande quantidade de mitocéndrias
arredondadas e com cristas proeminentes (M), cisternas de
reticulo endoplasmatico rugoso e ribosomas livres e agrupados
distribuidos pelo citoplasma da célula basal. Filamentos podem
ser visualizados formando desenvolvidos feixes. O espago
intercelular  apresenta:se amplo, vazio e com longos
interdigitacdes citoplasmaticas. A seta branca indica a presenga de
desmosoma unindo duas células vizinhas. A membrana basal
apresenta:se integra (seta preta) e salpicada por hemidesmosomas
(cabeca de seta preta). Lamina propria (LP). 16.032x.
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FIGURA 29 Mlcrografla eletronlca da camada granular (CG) do epltello
ruminal de bezerro que recebeu infusBes intra:ruminais com
propionato. Presencga de célula granular com ndcleo alongado e
apresentando massas compactas de heterocromatina (*),
sugerindo a presenca de corpos apoptoticos. A seta indica feixes
filamentosos intracitoplasmaticos e a cabeca de seta branca
evidencia a presenca ainda de desmosomas na camada granular.
Vacuolos (V). 12.880x.
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FIGURA 30: Micrografia eletronica da transicao da camada rnula (CG) ’bara

camada cornea (CC) do epitélio ruminal de bezerro que recebeu
infusdes intra:ruminais com propionato. Células da camada
granular mostram:se bastante elétron:densas e contendo granulos
de queratohialina de tamanhos variados. A camada coOrnea
apresenta:se formada por células achatadas com membrana
plasmética  espessada e  preenchidas por  material
amorfo:filamentoso. 7.760x.

100



A o iy o ’huh I-l o

FIGURA 31: Micrografia eletrénica da camada basal (CB) do epitélio ruminal
de bezerro que recebeu infusbes intra:ruminais de lactato.
Observar a presenca de mitocondrias de contorno irregular e
tumefatas (M). A seta indica a membrana basal pouco nitida e
descontinua. Espago intercelular (E) e lamina propria (LP).

12.880x.
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FIGURA 32: Micrografia eletrbnica da camada espinhosa (CE) do epitélio
ruminal de bezerro que recebeu infusBes intra:ruminais de
lactato. Observar a presenca de espacos claros (E) entre as
células da camada espinhosa em areas onde essas células
perderam contatos celulares. Visualiza:se na célula espinhosa
nucleo de contorno irregular e com heterocromatina formando
massas compactas aderidas ao envoltério nuclear. O citoplasma
dessas células apresenta:se repleto de material amorfo:fibrilar e
com mitocéndrias sofrendo degeneracdo. Evidenciam:se
grandes vacuolos (V) e goticulas lipidicas (L) no citoplasma da

célula espinhosa. 7.760x.
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FIGURA 33: Micrografia eletronica da camada espinhosa (CE) do epitélio
ruminal de bezerro que recebeu infusBes intra:ruminais de
lactato. Observar a presenca de espacos claros (E) entre as
células da camada espinhosa e desmosomas nas regifes de
contatos dessas células (cabeca de seta branca). A seta preta
indica a presenga de filamentos inseridos na placa
desmosbmica. Presenca de granulos envoltos por membrana
intercalados com material amorfofibrilar intracitoplasmatico
(seta branca). 16.032x.
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FIGURA 34: Micrografia eletronica das camadas espinhosa (CE), raular

(CG) e cornea (CC) do epitélio ruminal de bezerro que recebeu
infusBes intra:ruminais de lactato. Observar a presenca granulos
envoltos por membrana (seta branca) e goticulas lipidicas (L) nos
citoplasmas das células espinhosa e granular. Visualizar na célula
granular a presenca de grandes vacuolos (V) e granulos de
queratohialiuna (GQ) citoplasmaticos intercalados com material
finamente granular. A seta preta indica mitocondria em
degeneracdo. Na transicdo com a camada cOrnea 0 espaco
intercelular (E) torna:se dilatado e preenchido com bastante
material elétron:denso. 7.760x.
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FIGURA 35:
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Micrografia eletronica das camadas granular (CG) e cornea (CC)
do epitélio ruminal de bezerro que recebeu infusBes intra:ruminais
de lactato. Visualizar no citoplasma da célula granulosa grandes
vacuolos (V), restos nucleares e granulos de queratohialina. A seta
indica a presenca de estruturas esféricas no espago intercelular
(E), sugerindo a presenca de microorganismos ciliados
intra:epiteliais. 12.880x.
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FIGURA 36: Micrografia eletronica das camadas basal (CB) e espinhosa (CE)
do epitélio ruminal de bezerro que recebeu infusBes intra:ruminais
de butirato. Observar a presenca de ndcleo de contorno irregular e
com heterocromatina bastante dispersa na célula basal. Visualizar
no citoplasma dessas células grande quantidade de ribosomas
livres, filamentos finos e mitocdndrias (M) vacuolizadas. O
espaco intercelular mostra:se dilatado e com processos
citoplasmaticos estirados. Lamina propria (LP). 7.760x.
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FIGURA 37: Micrografia

letrbnica da camada espinhosa (CE) do epitélio
ruminal de bezerro que recebeu infusdes intra:ruminais de
butirato. Observar célula espinhosa apresentando nucleo
irregular e heterocromatina ligeiramente condensada. O
citoplasma mostra grandes quantidades de ribosomas livres e
agrupados, cisternas de reticulo endoplasmatico rugoso,
vactolos (V), e mitocondrias (M) em degeneracao.
Desmosomas sdo evidenciados nas regides de contatos
celulares. Espaco intercelular (E). 4.048x.
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FIGURA 38: Mlcrograﬂa eletronlca da transu;ao da camada espmhosa (CE)
para camada granular (CG) do epitélio ruminal de bezerro que
recebeu infusdes intra:ruminais de butirato. Observar células
achatadas contendo ndcleos com cromatina fragmentada. O
citoplasma dessas células mostra feixes de filamentos grosseiros
(seta preta) e finos, vactolos (V), goticulas lipidicas (L) e
numerosos ribosomas livres. O espago intercelular (E)
apresenta:se bastante reduzido e contendo material amorfo e
elétron:denso. 16.032x.
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FIGURA 39:
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Micrografia eletrdnica da camada granular (CG) do epitélio

ruminal de bezerro recebendo infusdes intra:ruminais de
butirato. Observar célula granulosa contendo ndcleo de
contorno irregular e heterocromatina formando massas
compactas. O citoplasma evidencia numerosas mitocondrias em
degeneragdo (M), vacuolos (V) e feixes de filamentos finos
dispostos na periferia da célula. 10.272x.
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FIGURA 40: Micrografia eletrénica das camadas granular (CG) e cornea do
epitélio ruminal de bezerro recebendo infusdes intra:ruminais de
butirato. Visualizam:se granulos de queratohialina associados a
grandes vacutolos (V) e restos de organelas no citoplasma das
células das camadas granulosa e cornea. Espaco intercelular (E).
7.760x.
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