11U

UNIVERSIDADE FEDERAL DE LAVRAS

MARCADORES MORFOLOGICOS EM
PAPILAS RUMINAIS DE BOVINOS E
OVINOS

LUCIANO DA SILVA ALONSO

2002



LUCIANO DA SILVA ALONSO

MARCADORES MORFOLOGICOS EM PAPILAS RUMINAIS DE
BOVINOS E OVINOS

Dissertacdo apresentada a Universidade Federal de
Lavras, como parte das exigéncias do Curso de
Mestrado em Zootecnia, drea de concentracdo em
Produg@o Animal — Bovinos Leiteiros, para obten¢édo
do titulo de “Mestre”.

Orientador

Prof. Marcos Neves Pereira

LAVRAS
MINAS GERAIS - BRASIL
2002


eliana
New Stamp

eliana
New Stamp

eliana
New Stamp

eliana
New Stamp

eliana
New Stamp

eliana
New Stamp

eliana
New Stamp

eliana
New Stamp


Ficha Catalogrifica Preparada pela Divisdo de Processos Técnicos da
Biblioteca Central da UFLA

Alonso, Luciano da Silva

Marcadores morfologicos em papilas ruminais de bovinos e ovinos / Luciano
da Silva Alonso. -- Lavras : UFLA, 2002.

43 p.:il.

Orientador: Marcos Neves Pereira.
Dlssertag:ao (Mestrado) - UFLA.
. I B .' ma‘w @ . J.Zﬁf:}ﬂ**

l Apopt,gse 2 f' éllé‘rhmmaﬁ3 Morfologia. I. Universidade Federal de
Lavras. I1. Titulo.

CDD-636.2142
-636.31



eliana
New Stamp

eliana
New Stamp

eliana
New Stamp


LUCIANO DA SILVA ALONSO

MARCADORES MORFOLOGICOS EM PAPILAS RUMINAIS DE
BOVINOS E OVINOS

Dissertagiio apresentada & Universidade Federal de
Lavras, como parte das exigéncias do Curso de
Mestrado em Zootecnia, area de concentragdo em
Produgiio Animal ~ Bovinos Leiteiros, para obtengdo
do titulo de “Mestre”.

Aprovada em 26 de abril de 2002,
Prof. José Camisd@o de Sousa - UFLA
Prof. Julio Silvio de Sousa Bueno Filho - UFLA

Prof Lisete Chamma Davide - UFLA

Yoo . L

Prof. Marcos Neves Pereira
UFLA
(Orientador)

LAVRAS
MINAS GERAIS - BRASIL



DEDICO

A MEMORIA DE MEU PAI (VIVALDO) E DE MEU IRMAO (ROGERIO).



Agradecimentos
A Deus por consentir que este trabatho pudesse ser realizado.

Ao professor Marcos Neves Pereira pela capacidade e paciéncia em me
orientar € pelo exemplo como pesquisador.

Ao professor Jodo Chrysostomo de Resende Junior pela cessio dos
dados utilizados neste trabalho, pela incansavel e imprescindivel colaboragdo em
todas as ctapas deste, e pela amizade. Meus sinceros agradecimentos.

A académica de Medicina Veterinaria, Leandra Queiroz de Melo, pelo
laborioso trabalho na coleta de dados.

A professora Cristina Delarete Drummond pelas valiosas sugestes que
em muito enriqueceram este trabalho.

As professoras Suely de Fatima Costa e Lisete Chamma Davide pelo
desprendimento em cooperar sempre que foi necessario.

Aos professores José Camisdo de Sousa, Julio Silvio de Sousa Bueno
Filho ¢ a todos aqueles que de alguma forma colaboraram para a conclusdo
deste. Muito obrigado.

Ao professor Henrique Ribeiro Alves de Resende pelo apoio constante e
pela amizade.

Aos meus sogros, Sr. Aramis e Dona Gilda, por sempre terem acreditado
em mim, ¢ pela presenca, mesmo em momentos dificeis.

Ao meu sobrinho André Lucas pelo Carinho, ¢ aos meus irmios,
Adriana e Rodrigo, pelo Carinho ¢ Apoio em todos os momentos de minha vida.

A minha mie, Dona Nilce, pelo Amor, Carinho, Exemplo, e
Ensinamentos que, com certeza, foram a base de tudo o que hoje sou e
constituem meu maior estimulo para melhorar como Ser Humano. Minha sincera
gratidio e reconhecimento.

E dificil encontrar palavras para agradecer 4 minha esposa Marcela, pelo
Amor e dedicagdo, e também pelas longas horas ao meu lado, dividindo comigo
as tarefas para que este trabalho fosse concluido com sucesso. Meus mais
profundos votos de Amor e Gratidio.




RESUMAO..........orriniineeieessssstesssssesssssstsssssssscsssssesescasesesssssssnssssaassssssassensane i
ABSTRACT ...ttt sereesstssesse e seessassessosasssassseensstsnssanns et asaes ii
LINTRODUGAO........commnevrivenmmessisnensisssssssssssassssssessssssssssssssessssssesammseaseassasssss 1
2 REFERENCIAL TEORICO.......ooooooeooiereeeseeeesevesessssssessassssessenssssesssenecresssnasneas 3
2.1 Morfologia do estdmago de ruminantes...............ocoeoceerecesmeesencriseessossesesessssenes 3
2.2 Efeito da dieta na morfologia das papilas ruminais ............cococeeervrcmnirnenrncnnn 3
2.3 Papilas ruminais e capacidade de absorgdio de AGV .........ccvcrnciniciininiinienns 11
2.4 Ciclo celular no epitélio ruminal ..............c.ooeviineiecirereieereeeeereerresesrennns 13
3 MATERIAL E METODOS ...........cccummmmmeeesssmmmsmmanssesesisseceseassssesssssasasssssoses 18
3.1 Locais de realizago dos trabalhos................cevermrrerecerceiescesessessessesesensnens 18
32EXPerimento 1 ...ttt et st e st b et srae s s e r s nsn s essenneses 18
33 EXPEIMENLO 2 ... reeenem e creenensasenessessnsnsassnsssssaassassasssonssessrsesen 19
3.4 Avaliages MOTFOIOZICAS ........c.ocovevrvevererasrenissseesessssesserssessasessseessesnsnees 20
3.4.1 INAICE MIOLICO -..ovvvvvveevevvverssennessessssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssseessessensseneses 20
3.4.2 IndiCE APOPEOLICO ....vvvvveseeeceeeceesccesseri s sssscs s sses s basssnsssessntennaons 20
3.4.3 Mensurag3es MICTOSCOPICAS ........cererereresersereressssssnsessessrnsassrsnesessssnssascenes 21
3.5 AnAlISES ESIASHICAS ........ccoverreurrrererearnsenrenerersesesransasensasessessstssssesesseasnasess 23
SS1EXPErMENO 1 ...ttt necrtecveaetssaereesssssasssersssaesnssnnanes 23
35.2EXPEriMENLO 2 .......c.coecireneeeneneeeieceevninneeersaeesesnnens senersesssnnesaessasssssassnaseas 24

3.5.3 Correlagdo entre mensuragio macroscopica e mensuragio microscopica.24
3.5.4 Comrelagdo entre os avaliadores do indice apoptético e indice mitético ...25
4 RESULTADOS E DISCUSSAQ .......ooovmerrreenrrrernessesessssmsssssssssssssssneemaneeens 26
5 CONCLUSAD ...t ss e ssssssssss e ssssasess b siassssssssssassssaneoss 35



RESUMO

ALONSQO, L. S. Marcadores morfolégicos em papilas ruminais de bovinos
e ovinos. 2002. 43 p. Dissertacio (Mestrado em Zootecnia) — Universidade
Federal de Lavras, Lavras.

A manipulagiio nutricional da capacidade de absor¢do de acidos graxos
volateis (AGV) pela parede do nimen pode ser uma estratégia para controlar a
acidose ruminal em vacas leiteiras. Indugiio nutricional de aumento na area das
papilas tem sido positivamente correlacionado a capacidade de absorgio de
AGYV pela parede ruminal. No entanto, nem sempre se observa resposta em
area papilar 4 variagio no plano nutricional. ImprecisGes na técnica de
mensuragdo da area papilar podem parcialmente explicar tal fendmeno. O
objetivo deste trabatho foi avaliar a resposta de alguns pardmetros
morfoldgicos das papilas ruminais de bovinos e ovinos a mudancgas agudas no
plano nutricional. Foram avaliados o indice mitético (IM), o indice apoptético
(IA), a largura das papilas, a largura do tecido conjuntivo, o nimero de cunhas
epiteliais € o numero de papilas dérmicas. Foram realizados 2 experimentos.
No experimento 1 (E1) foram utilizadas 7 vacas fistuladas no rumen e
alimentadas com concentrado 1 ou 4 vezes por dia durante 19 dias seguido de
um periodo de jejum de 72 horas. Bidpsias das papilas ruminais foram
realizadas nos dias 0, 4, 12 e 19 do periodo de alimentagdo ¢ 24, 48 ¢ 72 horas
apés o inicio do jejum. No experimento 2 (E2) foram realizados dois ensaios
nio simultineos, cada um com 3 ovinos fistulados no maimen. Nos dois ensaios
os animais foram abruptamente submetidos a 72 horas de jejum ap6s receberem
dictas contendo alfafa ¢ milho moido. Papilas ruminais foram coletadas por
biépsia no final do periodo de alimenta¢do e no final das 72 horas de jejum.
Nio foi detectado efeito significativo da freqiiéncia de alimentagdo concentrada
sobre 0 IA no El (P=0,95) e do jejum sobre esta mesma varidvel no E2
(P=0,29). Em uma segunda anilise realizada no E1 houve tendéncia (P=0,07)
de aumento no IA 72 horas ap6s o jejum comparativamente aos valores do 19°
dia de alimentagdo. No E2 o IM foi 0,73% no periodo de alimentagdo e 0,48%
no jejum (P<0,01), semelhante ao aumento previamente observado nesta
varidvel quando os animais foram alimentados 1 vez por dia no El. O efeito do
plano alimentar foi ndo significativo sobre qualquer das outras variaveis
estudadas (P>0,34 no El e P>0,13 no E2). Dentre os marcadores morfologicos
avaliados o IM mostrou ser a melhor variavel de resposta morfolégica do
epitélio & mudangas no plano alimentar. '

Comité orientador: Marcos Neves Pereira — UFLA (Orientador), Cristina
Delarete Drummond — UFLA e Lisete Chamma Davide — UFLA.



ABSTRACT

ALONSQ, L. S. Bovine and Ovine Ruminal Papillae Morphologic Markers.
Lavras: UFLA, 2002. 43 p. (Disscrtation — Master Program in Animal Science)

Nutritional manipulation of ruminal wall volatile fatty-acid (VFA)
absorption capacity, may be a strategy to control ruminal acidosis in dairy
cattle. Nutritional induction to increase papillae area has been positively
correlated to the ruminal wall VFA absorption capacity. However, papillae area
responses induced by nutritional plan variations are not always observed.
Papillac area measurement technique imprecision may partially explain this
fact. The objective of this experiment was to evaluate responses of a few
bovine and ovine ruminal papillae morphologic variables to acute changes on
the nutnitional plan. Mitotic index (MI) and apoptotic index (Al), papillae
widths, and numbers of epithelial pegs and ,dermal papillac were evaluated. In
experiment 1 (E1), seven rumen cannulated cows fed concentrate once or four
times a day for 19 days, followed by a 72 h fasting period. Ruminal papillae
biopses were performed on days 0, 4, 12 and 19 of the feeding trial period and
24, 48 and 72 hours after the beginning of the fasting period. In experiment 2
(E2), two non simultaneous trials were done, each with 3 rumen cannulated
sheep. In both trials, after receiving alfalfa and cracked com diets, the animals
were abrupt submitted to a 72 hours fasting period. Ruminal papillae were
biopsed at the end of the feeding period and after the 72 h fasting period. Al
was neither affected by concentrate feeding frequency in E1 (P = 0.95) nor by
fasting in E2 (P = 0.29). Further comparison between Al values at 72 h post
fasting and 19" day feeding trial period values, showed an effect of fasting (P =
0.07). In E2, MI was 0.73 % during the feeding period and 0.48 % during
fasting (P < 0.01). This finding was similar to the previously observed MI
increase, when animals were fed once a day in E1. Alimentary plan did not
affect any other variable (P > 0.34 and P > 0.13 in El and E2, respectively).
Among the morphological markers evaluated, MI was the best epithelial
morphologic response variable induced by alimentary plan changes.

Graduate Committee: Marcos Neves Pereira — UFLA (Major Professor),
Cristina Delarete Drummond — UFLA and Lisete Chamma Davide - UFLA.



1 INTRODUCAO

A conversio microbiana de carboidratos em acidos graxos volateis
(AGV) ¢é uma caracteristica da fisiologia digestiva dos ruminantes. Os AGV
constituem a maior fonte de energia para o animal (Bergman, 1990). Vacas
leiteiras de alta produgdio recebem dietas com alto teor de energia logo apds o
parto, como uma maneira de adequar a dieta consumida a demanda metabolica
da lactagdio. Dietas energéticas sdo ricas em carboidratos rapidamente
fermentaveis no rimen. Quando fornecidas aos animais, estas dietas podem
resultar em acimulo de AGV no fluido ruminal, caso a mucosa nio esteja apta a
absor¢do rapida. Aciimulo de AGV no rimen caracteriza 0 quadro de acidose
ruminal (Elam, 1976) que pode afetar negativamente o desempenho e a saude
animal através de efeitos deletérios sobre a motilidade do ramen (Crichlow &
Chaplin, 1985), a fermentagido da fibra (Grant & Mertens, 1992), o consumo de
alimentos (Elliot et al, 1995) ¢ a morfologia da parede ruminal (Elam, 1976).
Priticas de manejo que estimulem o desenvolvimento morfolégico do estdmago
de ruminantes podem ser utilizadas para promover maior capacidade de
absorgdio de AGV pela parede do rimen, constituindo um fator potencialmente
capaz de reduzir a incidéncia de acidose no pés-parto de vacas leiteiras (Dirksen
etal, 1985).

Marcadores morfolégicos nas papilas ruminais sdo necessdrios em
estudos de indugdo da capacidade de absor¢io de AGV pela parede do nimen
por permitirem avaliar o potencial de absorgfio da mucosa. Além de estarem
correlacionados a capacidade de absorgdo, os marcadores morfoldgicos devem,
ao mesmo tempo, ser sensiveis a mudangas no plano nutricional da maneira mais
aguda possivel, visando reduzir a necessidade de duragdo dos experimentos. Os
AGYV sido indutores de proliferagio do epitélio ruminal (Sakata & Tamate,



1978a) € a capacidade de absorgio parece estar corrclacionada positivamente
area epitelial (Sutton et al., 1963). No entanto, nem sempre se tem observado
efeito simultineo da dieta sobre o tamanho papilar e sobre a capacidade de
absorgdo do 6rgdo (Gibel et al., 1993). ImprecisSes nas técnicas de avaliagdo da
capacidade de absorgdio e¢/ou nas técnicas de avaliagio morfolégica podem
explicar tal fato.

O objetivo deste trabatho foi avaliar a resposta morfolégica aguda do
epitélio ruminal de bovinos e ovinos a mudan¢as no plano alimentar, visando
definir marcadores morfologicos utiliziveis em estudos de manipulagdo
nutricional da capacidade de absor¢io de AGV pela parede do nimen. Foram
avaliados o indice apoptodtico, o indice mitético, a largura das papilas, a largura
do tecido conjuntivo das papilas, o nimero de cunhas epiteliais € o nimero de

papilas dérmicas.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 — Morfologia do estdmago de ruminantes

O estémago dos ruminantes ¢ composto por quatro camaras distintas. O
pré-ventriculo, revestido por mucosa aglandular, é formado pelas trés primeiras
cAmaras: ramen, reticulo ¢ omaso. O abomaso, também conhecido como
ventriculo ou estdmago quimico, constitui a quarta camara, possuindo mucosa
do tipo glandular. O rimen, assim como outros drgdos cavitarios do sistema
digestdrio, apresenta quatro camadas ou tunicas constituindo sua parede. Estas
tunicas sdo, no sentido da cavidade do abdomen para o interior do drgdo, a
serosa, a muscular, a submucosa ¢ a mucosa. A tinica mucosa do rimen
caracteriza-se pela presenga de inimeras proje¢Ges, as papilas ruminais, que
aumentam a superficie de absor¢do. O epitélio da tunica mucosa ¢ do tipo
estratificado pavimentoso queratinizado, estando apoiado em uma membrana
basal ou ldmina propria, ¢ constitui-se de quatro camadas de células: basal ou
germinativa, espinhosa, granulosa e comea. Estas sdo denominadas a partir da
cavidade do abdomen para a luz do 6rgdo (Lavker et al, 1969). O epitélio
apresenta projegdes em diregdo a lamina propria denominadas cunhas epiteliais.
Estas por sua vez delimitam reentrincias do tecido conjuntivo em diregdo ao
epitélio, as papilas dérmicas (Lavker & Gedeon Matoltsy, 1970). :

2.2 Efeito da dieta na morfologia das papilas ruminais
Desde as primeiras pesquisas sobre desenvolvimento estrutural do

estomago de ruminantes, foi possivel observar a importincia da dieta em
promover respostas morfoldgicas no orgdo. Brownlee (1956) pesquisou o



desenvolvimento papilar no rimen de bezerros alimentados com varias dietas ¢
sugeriu que este ndo era um evento pré-determinado. O valor energético da dieta
ou a rapidez com que os alimentos eram degradados em fragdes absorviveis
eram responsdveis pelo crescimento das papilas do rimen segundo suas
observagdes. Flatt (1955), Flatt et al. (1958) ¢ Wamer et al. (1959) sugeriram
que o desenvolvimento do tecido do pré-ventriculo, particularmente o
desenvolvimento papilar, ocorria em resposta aos estimulos quimicos dos
produtos finais da fermentagdo. Flatt et al. (1958) obtiveram sucesso em
promover desenvolvimento papilar em uma érea limitada do raimen de bezerros
que receberam infusdio de AGV no nimen por um periodo de 12 semanas. Em
estudos posteriores, Sander et al. (1959) conseguiram estimular o
desenvolvimento papilar em uma area mais extensa da mucosa ruminal fazendo
infusdes de sais de propionato e butirato no mimen.

Tamate et al. (1962) estudaram o efeito de varias dietas sobre o
desenvolvimento morfolégico do estdmago de bezerros. Para isto utilizaram 27
bezerros, que distribuiram em 3 grupos diferentes. No grupo A, os bezerros
receberam somente leite. No grupo B, a dieta consistiu de leite acrescido de feno
e ragdo inicial ad libitum. O grupo C recebeu leite e infusGes de AGV
diretamente no raimen. Os abates ocorreram em varias etapas e, nesta ocasido,
amostras da mucosa ruminal foram coletadas do saco ventral do nimen e do saco
cranial. Foram determinados os comprimentos maximo ¢ médio das papilas
ruminais ¢ o nimero de papilas por centimetro quadrado de mucosa. Os autores
encontraram, em bezerros de 0 (zero) a 3 dias de vida, papilas razoavelmente
desenvolvidas, que sugeriram ser resposta aos AGV oriundos do sangue matermo
via placenta. Bezerros alimentados somente com leite apresentaram papilas
involuidas. Bezerros que tiveram infusdes de leite diretamente no rimen
apresentaram algum desenvolvimento papilar. Maior desenvolvimento de

papilas foi observado na mucosa dos animais que receberam infusdes de AGV.



No grupo em que foi encontrado maior desenvolvimento papilar ocorreu
também um menor nimero de papilas por centimetro quadrado, ocasionado,
segundo os autores, provavelmente pela fusdo de papilas para formar outras
maiores. '

Schnorr & Vollmerhaus (1968) fizeram ampla descrigdo morfolégica
das papilas ruminais. Descreveram as varias formas de papilas que podem ser
encontradas nas diferentes regides do ramen de animais adultos. Citaram formas
como “verruga”, “achatada”, “lingua”, “bastio”, “lanca” e “folha”. Os autores
citaram que os motivos da existéncia de varios tipos morfolégicos de papilas ndo
eram conhecidos. Os mesmos autores, Shnorr & Vollmerhaus (1968), fizeram
estudo macroscopico da arquitetura vascular do rimen e uma descrigdo
detalhada da ultraestrutura dos capilares sangilineos no interior da papila
ruminal. Neste estudo, apesar de ndo quantificada, foi citada a importincia da
microcirculagio no metabolismo da mucosa ruminal, por receberem os produtos
absorvidos e metabolizados pelo epitélio ruminal.

McGavin & Morril (1976) utilizaram bezerros neonatos para estudar os
efeitos da forma do alimento e quantidade oferecida sobre a morfologia papilar,
em um periodo experimental de até 6 semanas. As diferengas entre os grupos
foram evidentes com 6 semanas. Com 4 semanas foram similares, porém em
menor grau. ModificagSes na dieta alteraram pouco o formato de papila na
regido do saco cranial do rimen. As outras regides mostraram-se mais
susceptiveis 3 apresentagio de diferentes tipos morfolégicos de papila.

Apesar das evidéncias de que a composigio ¢ a forma da dieta eram
fundamentais no desenvolvimento morfolégico da papila ruminal e de que
infusdes de AGV foram eficientes em promover desenvolvimento papilar, pouco
se sabia sobre os efeitos da dieta no epitélio ruminal. Bullough (1972)
corrclacionou tamanho papilar e proliferagdo do epitélio ruminal.



Investigando o efeito da freqiiéncia alimentar sobre o epitélio da papila
ruminal, Sakata & Tamate (1974) alimentaram dois cameiros com dietas
contendo a mesma relagiio forragem: concentrado, em duas freqii€ncias diérias.
O indice mitético (IM) do epitélio ruminal foi estimado dividindo-se o mimero
de nucleos de células basais mostrando figuras mitéticas, pelo mimero total de
nucleos das células basais contados. O IM foi significativamente maior nas
amostras oriundas do cameiro alimentado intermitentemente do que no cameiro
que vinha sendo alimentado de forma regular.

Em outro experimento, Tamate et al. (1974) trabalharam com um
cameiro adulto com fistula ruminal. Os autores observaram que a baixa
freqiiéncia alimentar foi mais eficiente em promover a proliferagiio do epitélio
ruminal em detrimento da freqiiéncia aumentada. Especulou-se que a causa deste
resultado foi a variagdo brusca da taxa de produgdo intraruminal de AGV.
Durante o jejum a produc¢io de AGV diminuiu, € com a realimentagdo, ocorreu
um aumento stbito na produgdo destes. Em contrapartida, a produ¢do continua,
resultante da alimentagio freqiiente, nfo foi igualmente capaz de estimular a
proliferagdo do epitélio.

Buscando avaliar o comportamento do epitélio ruminal em cameiros
recebendo infusGes de AGV, Sakata & Tamate (1976) submeteram dois
camneiros machos adultos a um experimento com 3 ensaios. No periodo
experimental, os animais ficaram em jejum com agua e minerais ad libitum. Um
carneiro recebeu solugio de butirato de sédio através de fistula ruminal. O outro
cameiro foi utilizado como controle, recebendo apenas solugdo salina
intraruminal. O butirato de sédio estimulou o indice mitético da camada basal do
epitélio das papilas do nimen em todos os ensaios. Em nenhum dos ensaios
houve estimulagdo do indice mitético papilar do cameiro utilizado como

controle.



Em outro experimento, Sakata & Tamate (1978 b) trabalharam com 4
camneiros fistulados no nimen em quatro ensaios diferentes. Em cada um dos
ensaios, os animais foram submetidos a um periodo pré experimental de pelo
menos 2 semanas, no qual os animais foram alimentados, para suprir a
mantenga, com feno e concentrado fornecidos 1 vez ao dia, € a um periodo
experimental no qual os animais receberam apenas dgua e minerais. Os animais
receberam infusdes intraruminais de solugfio aquosa de butirato de sédio a 10%
ede sohiqﬁo salina a 0,9%. A velocidade de administragio das solugdes variou
de rapida (10 segundos) a lenta. Papilas ruminais foram coletadas por bidpsia
antes de cada infusdo ¢ 24 horas apés a ultima infusio da série. InfusGes rdpidas
de butirato promoveram um aumento significativo no indice mitético da camada
basal do epitélio das papilas do rimen a partir do primeiro dia apés o inicio das
infusGes em todos os ensaios. O indice mitdtico manteve-se alto até o quinto dia
apés as infusdes, voltando a valores similares ao inicial no sexto dia do ensaio
com infuses rapidas de butirato. Os autores concluiram que, uma vez atingida a
massa epitelial necessaria para absorver ¢ metabolizar AGV ruminal em maior
volume, a taxa de divisdo celular retorna a valores iniciais, apenas para manter a
renovagio celular normal. InfusGes lentas de butirato de sédio nio estimularam o
aumento do indice mitético da camada basal do epitélio das papilas do nimen
em nenhum dos ensaios. Além dos resultados observados no indice mitdtico, as
preparages histologicas também demonstraram que as cunhas epiteliais do
ramen desenvolveram-se marcadamente nos carneiros que receberam infusdes
rapidas de butirato, sugerindo que o aumento no indice mitético levou ao
aumento do nimero de células do epitélio (Sakata & Tamate, 1978 b).

Os achados eram conclusivos quanto ao potencial do aumento subito de
butirato em promover a proliferagiio do epitélio. Entretanto ainda nio havia sido
determinado se propionato ¢ acetato também eram capazes de induzir
proliferagdo do epitélio da papila ruminal. Sakata & Tamate (1979) delinecaram



um experimento com 4 cameiros adultos; fizeram infusGes intraruminais com
butirato, propionato e acetato e avaliaram o efeito de cada acido no epitélio
ruminal, apds bidpsias de papilas realizadas antes e apos as infusGes. Os autores
concluiram que butirato ¢ mais eficiente em estimular proliferagdo do epitélio,
seguido por propionato ¢ por iltimo, por acetato.

Desde 0 momento em que pesquisadores iniciaram a investigagdo do
epitélio ruminal em resposta a mudancgas no plano alimentar ou apés infuses
intraruminais de AGV, pode-se perceber o efetivo papel que os picos de AGV
exerciam no nimen quanto a proliferacdo do epitélio. Entretanto, pouco se sabia
sobre o efeito depressor da falta de AGV sobre o epitélio ruminal. Tamate &
Fell (1978) trabalhando com 2 cameiros adultos fistulados no nimen, coletaram
papilas por bidpsia durante um periodo em que os animais recebiam alimento ¢
ap6s um periodo de redugdio alimentar, constituido de fornecimento de feno em
quantidade restrita. Os autores observaram que, no periodo de restrigdo
alimentar, células isoladas morreram (apoptose celular) ¢ encontraram
fragmentages por perda celular espontinea intensa, particularmente na regido
das cunhas epiteliais. Células necréticas isoladas, fagocitose por células de
Langerhans e por células epiteliais basais apareceram um dia apds a mudanga da
dieta de concentrado para feno em quantidade restrita e foram encontradas com
maior freqi€ncia nas ultimas amostras de bidpsia. Este experimento mostrou que
a resposta celular a um menor nivel alimentar € rapida no epitélio ruminal.

Apos varios estudos sobre proliferagio celular no epitélio ruminal em
resposta a picos de AGV no nimen, pesquisadores voltaram a correlacionar
proliferagdo celular ¢ crescimento das papilas do rimen. Goodlad (1981)
delinecu um experimento em que cameiros recebiam uma de trés dietas
formuladas para resultar em diferentes propor¢des de AGV no nimen. Houve
hipertrofia das papilas ruminais, quando os cameiros foram alimentados com
dieta a base de grios, detectada tanto macroscopica quanto histologicamente.



Foram detectados, também, sinais de paraqueratose (diferenciagdo precoce de
células para a camada cdrnea) e hiperqueratose (espessamento da camada cornea
devido a pouca esfoliagiio), mas a mudanga observada mais marcante foi o
crescimento e a ramificagio das papilas. As mudangas no epitélio foram
acompanhadas por extensio da 1amina propria. O autor concluiu que o aumento
no indice mitético provavelmente esta associado ao aumento no tamanho € a
modificacio da morfologia papilar. Quando a dieta foi modificada para
forragem, houve queda acentuada no indice mitético da camada basal do epitélio
das papilas do rimen.

Muitos delineamentos experimentais permitiam pesquisar efeitos da
dicta sobre o epitélio ruminal in vivo. Considerando que um sistema in vitro
poderia ser de grande aplicabilidade nas pesquisas sobre metabolismo do epitélio
ruminal por fomecer um sistema homogéneo ¢ com condigdes controladas,
Baldwin & Jesse (1991) coletaram papilas do saco ventral de carneiros entre 12
¢ 24 secmanas de vida, avaliaram a capacidade metabolica do epitélio pela
conversdo de butirato em B-hidroxibutirato ¢ observaram que células oriundas da
camada cémea mostraram baixa capacidade metabdlica (5,37 + 0.72
nmol/120min/mg de células). Fragdes celulares obtidas das ultimas séries de
digestdo por tripsina apresentaram células da camada basal, as quais se
mostraram altamente vidveis (75 a 95%) e com grande capacidade de converter
butirato em B-hidroxibutirato (33,6 + 6,7 nmol/120min/mg de células). Os
pesquisadores presumiram que a capacidade metabélica das células do estrato
comeo ¢ relativamente baixa pela presenca de grandes quantidades de fibras de
queratina, com concomitante redu¢fio das demais organelas celulares.

Para avaliar o efeito da administragio continua de AGV no epitélio
ruminal de cameiros recém-nascidos, visto que isto havia sido testado apenas em
carneiros adultos, Lane & Jesse (1997) implantaram catéteres cirurgicamente no
rimen de cameiros neonatos. Os autores infundiram AGV (acetato, propionato e



butirato) ou solugfo salina continuamente & taxa de 1ml por minuto. Mantiveram
também um grupo que ndo recebeu infusio. Cameiros infundidos com AGV
tenderam, segundo comentdrios dos autores, a ter papilas mais longas do que
aqueles infundidos com solugéo salina ou ndo infundidos (P=0,23).

Greenwood et al. (1997) trabatharam com doze bezerros fornecendo-
lhes dietas com os mesmos ingredientes, mas com tamanhos de particulas
diferentes. Os autores observaram que o comprimento das papilas ruminais
aumentou quando o tamanho de particulas da dieta diminuiu, 0 mesmo
acontecendo com o percentual de queratina em relagio as demais camadas
epiteliais. O pH ruminal foi mais baixo nas dietas com particulas menores mas
nio existiram diferengas significativas entre as concentragSes ruminais de AGV.

Beharka et al. (1998) estudaram o efeito da forma fisica da dieta sobre o
desenvolvimento morfolégico do ramen. Os autores relataram que visualmente
nio observaram diferengas dbvias na forma, distribui¢io ¢ comprimento das
papilas ruminais entre as dietas. Entretanto o exame microscopico mostrou que
papilas oriundas do saco cranial do rimen apresentaram menos alteragdes de
forma e comprimento como resposta a dieta do que aquelas oriundas de outras
regides do rumen. Os autores especularam que este resultado ocorreu,
provavelmente, porque na regiio do saco cranial as particulas do alimento
tendem a flutuar, promovendo um estimulo fisico menor na mucosa ruminal.

Resende Junior (1999), em um experimento feito com vacas secas € n2o
gestantes, estudou o efeito da freqiiéncia alimentar sobre o desenvolvimento
morfolégico da papila ruminal. O autor observou que o fornecimento de
alimento 1 vez por dia foi mais eficiente em estimular o indice mitético da
camada basal do epitélio ruminal do que o seu fornecimento 4 vezes ao dia. O
autor explicou que isto provavelmente ocorreu porque o fornecimento continuo

ao longo do dia niio induziu a formagio de picos de AGV, deixando de estimular
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o desenvolvimento do epitélio. Entretanto o autor ndo observou diferengas

macroscOpicas na morfologia papilar entre os tratamentos.
2.3 Papilas ruminais e capacidade de absor¢éio de AGV

Logo nas primeiras pesquisas sobre desenvolvimento papilar em
resposta a mudangas no plano alimentar foi possivel observar que o maior
tamanho de papilas estava correlacionado com a maior capacidade de absor¢ao
de AGV pelo rimen. Sutton et al. (1963) fomeceram leite, feno e concentrado
para um grupo de bezerros holandeses ¢ apenas leite para outro grupo. Animais
alimentados com leite, feno e concentrado tiveram bom desenvolvimento papilar
j& na quarta semana de vida, ¢ com 13 semanas apresentaram mucosa
semelhante a de um ruminante adulto. Comparativamente, animais que
receberam somente leite ndo desenvolveram papilas de forma significativa. A
capacidade de absorg¢io do rumen pela taxa fracional de absorgiio de acido
acético foi mensurada. No grupo alimentado com dicta concentrada, a absorgéio
aumentou significativamente durante as 13 semanas, mas nio mudou naqueles
animais alimentados somente com leite.

Dirksen et al. (1985) avaliaram a relagdo entre crescimento das papilas
do rimen e capacidade de absorgio de AGV em vacas leiteiras. Trabalhando
com 2 novilhas holandesas, alteraram a composigdo energética da dieta em 3
periodos experimentais de 7 a 14 dias cada. O periodo de dieta rica em ehergia
foi caracterizado por papilas ruminais aumentadas e por capacidade de absorgiio
de 4cidos acético, butirico e propibnico 5 vezes mais rdpida € em uma
quantidade 3 vezes maior que aquela observada nos periodos de restricio
alimentar. Em outro ensaio, utilizando vacas holandesas no periodo peri-parto,
os autores reduziram o aporte energético da dicta abruptamente no inicio do
periodo seco. Duas semanas antes do parto alteraram para uma dieta lactacional
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rica em energia. Bidpsias da mucosa ruminal em 6 ocasiSes, em intervalos de
uma a duas semanas a partir de 8 a 9 semanas antes do parto até 8 semanas pos
parto, foram efetuadas. As amostras foram avaliadas morfometricamente por
microscopia éptica e eletronica. Nas amostras coletadas no periodo seco, com
dieta pobre em energia, foi observada a redugio progressiva da mucosa ruminal.
A introdugdo da dieta rica em energia, 14 dias antes do parto, promoveu intenso
desenvolvimento da mucosa ruminal que atingiu o tamanho maximo 4 a 5
semanas apds o parto.

Gacbel et al. (1987) pesquisaram o efeito do pH no ambiente ruminal
sobre a absorgio de ions (Na*, CI', Mg™) e 4gua, pelo epitélio do nimen. Os
autores observaram que a redugdo do pH de 6,78 para 4,79 reduziu a capacidade
de absorgdo do epitélio ruminal. Os mecanismos exatos ndo foram citados mas
os autores aventaram a hipétese de que o baixo pH tenha afetado o metabolismo
das células epiteliais, reduzindo a capacidade de absorgdo.

Procurando entender o efeito do jejum na involugio do epitélio ruminal,
Gaebel et al. (1993) utilizaram 6 cameiros com fistulas ruminais. Forneceram
feno ad libitum e concentrado aos animais ¢ depois os deixaram em jejum por
dois dias. O jejum ndo afetou a area superficial das papilas mas diminuiu a
capacidade de absorgio de minerais e AGV pela mucosa ruminal. Estes dados
podem implicar que a capacidade de absorgio da parede ruminal ndo ¢
correlacionada 3 morfologia papilar, contrariamente a outros relatos da literatura
(Dirksen et al, 1985; Sutton et al, 1963). No entanto, outro tipo de inferéncia
seria a de que a medida morfologica utilizada, area superficial das papilas, ndo
foi sensivel 4 mudanga induzida experimentalmente na capacidade de absorgdo.

De forma geral, os dados encontrados na literatura apontam que nem
sempre a morfologia papilar estaria relacionada & capacidade de absor¢do de
AGV pela parede ruminal. Um aprimoramento nas técnicas de medigdo da
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capacidade de absor¢io e/ou nas técnicas de mensuragdo morfologica poderiam

contribuir neste sentido.
2.4 Ciclo celular no epitélio ruminal

A massa de células do epitélio ruminal é determinada pela fragiio de
células que estd no ciclo de renovagiio celular e também pela dura¢io das fases
do ciclo. Células sdo naturalmente substituidas por outras idénticas, por um
processo de divisdo celular denominado mitose. A mitose constitui a fase mais
breve do ciclo celular, enquanto a intérfase, periodo em que a célula encontra-se
em processo metabdlico intenso, constitui a fase mais longa. A intérfase pode ser
subdividida em periodos G1, S e G2. O periodo G1 ¢ o intervalo entre 0 término
da mitose e 0 comego da sintese de DNA, conhecido também como periodo de
pré-duplicagdo do DNA O periodo S compreende o processo de sintese de DNA
para a formagdo de células filhas idénticas. O periodo G2, conhecido também
como pericdo de pés-duplicagdo do DNA, ocorre entre o final do processo de
sintese de DNA ¢ o inicio da mitose. Tanto o periodo G1 como o periodo G2
propiciam um tempo adicional para o crescimento celular. Apés a intérfase, ja
com o DNA duplicado, a célula inicia o processo de divisdo celular. A mitose é
subdividida em 5 fases: Profase, Prometafase, Metafase, Anifase ¢ Telofase
(Alberts, et al. 1994). O nmimero de células no epitélio também depende do
tempo necessario para a migragdo das células filhas, desde o seu surgimento na
camada basal, até a descamagiio na superficie luminal. Se as taxas de divisdo ¢
diferenciacio celular estio em distirbio, condigdes patoldgicas como
hiperqueratose, paraqueratose € ruminites podem ocorrer (Elam, 1976).

O indice mitético tem sido usado com freqiiéncia para expressar a
atividade proliferativa do epitélio ruminal (Sakata & Tamate, 1974; Tamate et
al., 1974; Sakata & Tamate, 1978 a; Tamate & Fell, 1978; Sakata & Tamate,
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1979; Sakata et al., 1980; Goodlad, 1981; Galfi et al., 1986; Resende Junior,
1999). Foi demonstrado que, em animais de laboratério, o epitélio
gastrointestinal geralmente mostra um ritmo circadiano do indice mitético
(Bullough, 1948; Wolfsberg, 1964; Chang, 1971; Scheving et al., 1972 - citados
por Sakata & Tamate, 1978a).

Para investigar a existéncia de um ritmo circadiano no epitélio ruminal
de cameiros, Sakata & Tamate (1978a) realizaram um experimento com dois
ensaios. No ensaio 1, utilizaram dois cameiros adultos, que receberam alimento
uma vez ao dia, as 11:00 h, com 350 g de concentrado ¢ 500 g de feno. Papilas
foram coletadas por bi6psia do recesso do nimen de 4 em 4 horas (00:00, 04:00,
08:00, 12:00, 16:00 e 20:00) durante 5 dias. O indice mitético do epitélio
ruminal foi relativamente baixo pela manhi e torou-se alto 4 tarde e 4 noite. No
segundo ensaio, utilizaram outros dois camneiros adultos alimentados com 300 g
de concentrado ¢ 500 g de feno as 07:00 h. Executaram-se bidpsias as 08:00 e
20:00 h no primeiro dia, as 12:00 e 24:00 no segundo dia e as 04:00 ¢ 16:00 h no
terceiro dia. O indice mitético foi razoavelmente baixo s 08:00 h, 1 hora apés a
alimentagdo, e aumentou as 12:00 h, 5 horas apés a alimentagdo, permanecendo
relativamente alto até as 04:00 h. No ensaio 1, o pico do indice mitStico
aconteceu 5 horas apos a alimentagdo e permaneceu até 13 horas apds. Existiu
nos dois ensaios, um ritmo circadiano influenciado pela alimentagdo. O aumento
no indice mitético foi percebido a partir de 5 horas apés a alimentagdo nos dois
ensaios, aparentemente coincidindo com o periodo de maior fermentagio de
digesta no rimen e acimulo de AGV (Pereira, 1997).

Goodlad (1981) alimentou 2 carneiros com forragem por um periodo,
seguido de outro periodo de alimentacio exclusivamente com concentrado por
varios meses. O autor injetou [*H]timidina nos animais como marcador de pares
de bases do DNA, visando obter uma determinagio quantitativa da divisao
celular no epitélio ruminal. O marcador foi injetado no periodo em que os
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animais recebiam apenas forragem, na transigdo de forragem para concentrado ¢
apos varios meses com dieta exclusiva de concentrado. O indice mitdtico na
transigdo da dicta de forragem para concentrado atingiu, aos 5 ¢ 6 dias apos
inicio da mudanga, aproximadamente o dobro do detectado na dieta de forragem.
Este foi seguido por um agudo declinio, atingindo, no oitavo dia, valores
préximos aos observados inicialmente. A técnica permitiu ao pesquisador
estimar a duragio do ciclo celular da camada basal, o qual foi 23,1 horas na dieta
de forragem, diminuindo para 17,0 horas na transi¢gdo de forragem para
concentrados. Apés varios meses ingerindo concentrado, o ciclo celular da
camada basal do epitélio ruminal foi de 24,4 horas. O tempo de renovagio da
camada basal na dieta de forragem foi de 7,5 dias, baixando para 1,9 dia durante
a transi¢fio para concentrados. Apés virios meses com concentrado, o tempo
estimado de renovagio da camada basal foi de 4,1 dias. A estimativa de
renovagdo do epitélio inteiro foi de 16,5 dias na dieta de forragem, 4,3 dias na
transi¢io de forragem para concentrados ¢ 10,9 dias apés varios meses comendo
“concentrado. A taxa de proliferagdo celular da camada basal do epitélio foi
também calculada. Na dieta de forragem, a camada basal proliferou 9% . Na
transi¢do de forragem para concentrado, esta taxa foi de 32,7%, e apés varios
meses de concentrado, a proliferacdio foi de 17,3%. Estes dados indicam que o
efeito agudo de introducdo de concentrado estimula mais a proliferaéﬁo celular
do que o efeito cronico. O autor inferiu que isto provavelmente acontece porque,
na transi¢do de forragem para concentrado, uma massa celular bem maior deve
ser atingida para possibilitar absor¢iio € metabolizagio eficiente dos AGV. Uma
vez atingida esta massa celular, a proliferagéio epitelial cai a uma taxa capaz de
possibilitar a reposi¢io de células metabolicamente ativas perdidas por
diferenciagio e descamacio.

Bullough (1972) ¢ Tamate & Fell (1978) definiram a espessura do
epitélio ruminal como sendo a massa de células epiteliais determinada pela taxa
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mitética e pela taxa de delegfio celular ou apoptose. Entretanto estes autores ndo
quantificaram a real importincia da delegfo celular na regulagdo do tamanho do
tecido.

Apoptose ¢ um evento relacionado com a homeostase na regulagdo
fisiolégica do tamanho dos tecidos, exercendo um papel oposto ao da mitose
(Gerschenson & Rotello, 1992). Este mecanismo consiste em um dos tipos de
morte celular, induzida ou antecipada por estimulos fisiologicos, permitindo a
remogio de células alteradas por fatores externos. A apoptose difere da necrose,
que sc trata da morte celular acidental ou patolégica. Morfologicamente, na
necrose, ha tumefagio celular, que promove a lise da célula por perda da
integridade da membrana, Ocorre também a liberagio de enzimas lisossémicas,
o extravasamento de conteido celular € a inflamagfo ao redor da célula morta
(Gerschenson & Rotello, 1992; Kerr, 1993), eventos que nio ocorrem na
apoptose.

A descrigio morfolégica da célula em apoptose foi feita pela primeira
vez na década de 1970. Células apoptéticas so identificadas morfologicamente
pela retragiio do citoplasma e condensagio da cromatina nuclear. Em uma fase
seguinte, micleo e citoplasma fragmentam-se em muitos corpos apoptdticos,
com ou sem fragmentos nucleares, os quais sdo rapidamente fagocitados por
células vizinhas ou por macréfagos (Kerr et al., 1972). Amarante-Mendes &
Green (1999) definem apoptose como sendo um fendmeno biolégico em que a
morte celular é regulada por mecanismos genéticos ¢ bioquimicos. Uma vasta
gama de morte celular que ocorre durante a vida de um organismo envolve
apoptose. Amarante-Mendes & Green (1999) salientam que apoptose, apesar de
ocorrer fregiientemente, é um evento visualizado raramente in sifu. Os autores
explicam que o reconhecimento e degradagio de células apoptéticas pelas
células vizinhas sio eventos que ocorrem muito rapidamente, tornando dificil

detectar morfologicamente corpos apoptoticos in sifu. Segundo os autores esta
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rapida eliminagio ¢é importante para prevenir a ocorréncia de processos
inflamatérios que poderiam ser facilmente identificados tanto macro como
microscopicamente.

O exato mecanismo de indugio da apoptose ainda é desconhecido.
McConkey et al. (1990) relataram que o estimulo apoptdtico seria responsavel
por ativar a expressdo de “genes letais” que iriam induzir a sintese ¢ ativagdo de
uma endonuclease Ca*™ ¢ Mg™ dependente ¢ de uma transglutaminase. A
endonuclease ¢ atribuida a fragmentagio intemucleossomica do DNA. A
transglutaminase estaria relacionada com o aumento das ligagGes cruzadas das
proteinas celulares, o que aumentaria a estabilidade da membrana plasmatica,
limitando desta forma o vazamento de constituintes citoplasmaticos durante a
fragmentagdo celular em corpos époptéticos.

Bursch et al. (1990) citam que o fendmeno da apoptose se completa em
aproximadamente 3 horas, ndo sendo sincronizado em todo o érgéo. Portanto,
diferentes estagios de apoptose coexistem em diversas secgdes dos tecidos. Os
autores relatam que devido a rapida taxa de delegdio celular € necessario que
apenas 2 a 3 % das células estejam em apoptose em determinado momento para
que se obtenha uma regressdo substancial de tecido. Em tais circunstincias a
regressdo tecidual pode atingir a propor¢do de 25 % por dia.

Néo se sabe qual a melhor maneira de avaliagio da morfologia papilar
em resposta a mudangas no plano alimentar. Marcadores morfoldgicos com
resposta rdpida aos tratamentos e que fossem correlacionados com maior
capacidade de absorg¢dio pelo ramen seriam de grande valia pela possibilidade de
diminuigdo do tempo de duragio dos experimentos. Vacas no periodo anterior a0
parto apresentam depressdio do consumo de alimentos, o que ocasiona a
involugdo das papilas ruminais. A compreenséio dos mecanismos que promovem
a involugdo do epitélio ruminal em resposta ao jejum é importante em pesquisas
sobre formulagdo de dietas para vacas no periodo de transic¢go.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 - Locais de realizagdo dos trabalhos

Os procedimentos envolvendo animais foram executados anteriormente
por outros autores. Foram realizados 2 experimentos, sendo o experimento 1
com papilas ruminais de bovinos (Resende Junior, 1999) € o experimento 2 com
papilas ruminais de ovinos. A leitura das liminas para coleta dos dados
utilizados neste trabalho foi realizada no Laboratério de Morfologia
Microscopica do Departamento de Medicina Veterindria da Universidade
Federal de Lavras, Minas Gerais, Brasil.

3.2 - Experimento 1

As laminas histolégicas utilizadas foram preparadas por Resende Jinior
(1999). Na ocasidio do experimento o autor utilizou sete vacas das ragas Jersey
(4) e Holandesa (3), nio lactantes e nio gestantes, com cénulas ruminais
implantadas cirurgicamente no saco dorsal do ramen. Os animais foram
abrigados e alimentados individualmente em baias com cama de areia. Apés um
periodo de padronizagdo de sete dias, iniciou-se o periodo de compara¢do, com
19 dias de duragio. Durante este periodo os animais consumiram uma dieta
composta por concentrado, em quantidade equivalente a 0,5% do peso corporal,
e feno de Coastcross ad libitum Os animais dentro de cada raga foram
aleatoriamente alocados a um de dois tratamentos:
T1 = A quantidade didria de concentrado foi fomnecida apenas 1 vez ao dia, as
06:00 horas. O intuito deste tratamento foi induzir um pico de AGV no rimen
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desencadeando aumento nas concentragbes plasmaticas de insulina capaz de
induzir resposta morfolégica no epitélio (Sakata et al., 1980)

T4 = A quantidade diaria de concentrado foi parcelada em 4 vezes ao dia, as
06:00, 12:00, 18:00 e 24:00 horas.

Apos o periodo de comparagdo, seguiu-se um periodo de jejum de 72
horas, em que os animais receberam apenas agua ad libitum. O objetivo do
jejum foi induzir resposta morfologica aguda no epitélio ruminal. Doze papilas
ruminais foram obtidas por bidpsia nos seguintes momentos: ultimo dia do
periodo de padronizagdo; quarto dia do periodo de comparagio; décimo segundo
dia do periodo de comparagdo; décimo nono dia do periodo de comparagio;
vinte e quatro horas de jejum; quarenta e oito horas de jejum; setenta ¢ duas
horas de jejum (Resende Junior, 1999)

3.3 - Experimento 2

Foram utilizados 6 ovinos com fistula ruminal divididos em 2 ensaios
com 3 animais cada. No primeiro ensaio os animais foram alimentados com
milho em grio suprindo a mantenga e silagem de alfafa ad libitum por 21 dias
seguido por jejum de 72 horas. No segundo trabalho 3 ovinos foram alimentados
ad libitum com dieta completa contendo 48% de alfafa e 52% de milho durante
21 dias e também submetidos a 72 horas de jejum. O objetivo do jejum foi,
assim como no experimento 1, induzir resposta morfolégica aguda no epitélio

As papilas ruminais foram coletadas por biépsia no saco cranial do
ramen (Atrium ruminis) no dia 21 do periodo de alimenta¢io e no final das 72
horas de jejum. O processamento histolégico das papilas do experimento 1 e 2
foi realizado utilizando-se a técnica de coloragio com hematoxilina-eosina
(Resende Junior, 1999).
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3.4 - Avaliagdes morfolégicas
3.4.1 - Indice mitético

O IM das laminas do experimento 1 foi determinado por Resende Junior
(1999). Para as laminas referentes ao experimento 2 a determinaé‘.o do indice
mitético foi feita em microscépio optico (Ken-A-Vision). Os micleos das células
da camada basal do epitélio foram contados em todas as regides em que esta
podia ser bem delimitada. Para esta contagem foi utilizado um aumento de 400
vezes. Todas as células com nicleo apresentando figuras de mitose foram
contabilizadas. O percentual do IM foi calculado dividindo-se o mimero de
células apresentando figuras mitéticas pelo nimero total de nicleos contados.
Trés avaliadores independentes executaram a contagem de células em cada
papila € 0 nimero médio das trés avaliagSes foi utilizado como resultado.

3.4.2 - indice apoptético

Para os dois experimentos realizados foi determinado o IA. A
semelhanga dos procedimentos para determinagio do IM, também foram
contadas as células na camada basal do epitélio em todas as regiGes em que esta
podia ser bem delimitada, utilizando-se um aumento de 400 X . Todas as células
apresentando figuras de apoptose foram contabilizadas. Dividiu-se o nimero de
células em apoptose pelo niimero total de células contadas. No experimento 1,
dois avaliadores independentes realizaram a contagem das células. No
experimento 2, a contagem das células foi realizada por 3 avaliadores
independentes. O IM e o IA foram contados nas mesmas laminas, mas nio

simultaneamente.
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3.4.3 - Mensuracdes microscopicas

Cada papila foi mensurada com uma lente ocular micrométrica, com
graduagdo de 0 a 10 unidades, em microscopio optico (Ken-A-Vision), com
aumento de 100X. Os paridmetros observados foram: largura da papila, largura
do tecido conjuntivo, mimero de cunhas epiteliais e nimero de papilas dérmicas.
Para determinar a largura das papilas e a largura do tecido conjuntivo, foi
padronizado o apice da papila como o ponto de referéncia inicial. A partir do
apice da papila, marcou-se 5 pm em diregdio & base da papila, ¢ neste ponto foi,
entdo, determinada a primeira medida para a largura da papila e para a largura
do tecido conjuntivo. A segunda medida foi determinada a 5 pm da primeira,
isto ¢, na regido da papila distante 10 um do apice (Figura 1). Utilizando as
medidas obtidas nestes 2 pontos de referéncia, foi estipulada a média entre as
duas medidas e determinados, entdo,o0s valores de largura da papila ¢ largura do
tecido conjuntivo (Figura 2) em cada papila. Para a determina¢@io do mimero de
cunhas epiteliais ¢ papilas dérmicas (Figura 2) foi padronizado o intervalo entre
5 ¢ 15 um com relagdo ao apice da papila. Neste intervalo, em ambos os lados
do tecido conjuntivo, foram contados o nimero de cunhas epiteliais ¢ o mimero
de papilas dérmicas. Foi efetuada a média tomando-se o mimero total de cunhas
epiteliais ¢ o mimero total de papilas dérmicas nos dois lados do tecido
conjuntivo. Para cada pardmetro, os valores foram obtidos por dois avaliadores.

O mimero médio entre as duas avaliagdes foi considerado como resultado.
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FIGURA 1: Papila do rimen de carneiro (Experimento 2). A seta indica o
apice da papila. Os tragos indicam os pontos de referéncia obtidos com o
auxilio da lente ocular micrométrica. Nos pontos 5 um e 10 pm, foram
determinadas as larguras da papila e do tecido conjuntivo. Entre os pontos
5 e 15 pum foram contados os numeros de cunhas epiteliais e papilas
dérmicas. Coloragdo: HE. Aumento: 320X.

FIGURA 2: Papila de carneiro. A seta verde aponta para uma cunha epitelial. A
seta preta aponta para uma papila dérmica. Entre os tragos pretos observa-se a
largura do tecido conjuntivo. Entre os tragos azuis observa-se a largura da papila
ruminal. Coloragdo: HE. Aumento: 630 X



3.5 - Anailises estatisticas
3.5.1 - Experimento 1

As variaveis indice apoptético, largura da papila, largura do tecido conjuntivo,
nmimero de cunhas epiteliais ¢ nimero de papilas dérmicas, foram analisadas
como medidas repetidas, pelo procedimento MIXED do pacote estatistico SAS
(Littel et al. 1996). Utilizou-se a estrutura de covaridncia com o maior valor para
o critério de informagdo de Akaike. As estruturas de covaridncia testadas foram:
simetria composta (Compound symetric - CS), auto regressiva de ordem 1
(Auto regressive order one —~ AR 1) ¢ nio estruturada (Unstructures — UN).

O seguinte modelo foi adotado:
Yijx=p+CV+R; +T; +D+T;*Dr+eijx,
Sendo:
n = meédia geral.
CV = Efeito da covariavel (medigdes da mesma variavel no ultimo dia do
periodo de padronizagao).
R ;= Efeito da raga (i = Holandesa ou Jersey)
T j= Efeito de tratamento (j = concentrado 1 ou 4 vezes ao dia).
D .= Efeito do dia de coleta (k = dia 4, 12, 19 do periodo de comparagéio
€ 24, 48 e 72 horas de jejum).
T ;* D\ = Interagd@o entre tratamento ¢ dia.
¢ijx = Residuo.
O quadrado médio do efeito de vaca dentro de tratamento foi utilizado

como medida de erro para testar o efeito de tratamento.
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3.5.2 - Experimento 2

Os dados foram analisados pelo procedimento GLM do SAS, pelo
seguinte modelo:

Yij=p+CF)+ F +Tet e

p = Média geral.

C(F) ; = Efeito de carneiro dentro de fase (i=1 a 6)

F ;= Efeito de fase (j = 1 ou 2)

T, = Efeito de tratamento (k= alimentado ou jejum).

e jk = Erro independente e identicamente distribuido em uma distribuigdo

normal com média zero e varidncia ¢*.

3.5.3 - Correlagio entre mensuragiio macroscépica e mensuragiio

microscépica

O objetivo desta anlise foi determinar a correlagdo entre a mensuragio
macroscopica da largura, determinado por Resende Iinmior (1999), e a
mensuragio microscopica. Para tal, foram utilizados os valores de largura da
papila obtidos pelo referido autor ¢ os valores de largura da papila obtidos pelo
método de mensuragiio microscopica. Foi efetuada a média da largura da papila
de cada grupo de 12 papilas, ou seja, todas as papilas coletadas de cada vaca em
cada dia de coleta. Este procedimento foi efetuado para os valores de largura da
papila obtidos pelos métodos de mensuragio macroscépica e microscépica. A
partir dai foi estimado o coeficiente de correlagio entre as medidas nos dois
métodos de avaliagdo.
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3.5.4 - Correlag@io entre os avaliadores do indice apoptético e do indice
mitético

Visando detectar a precisio das técnicas de determinagdo do indice
apoptdtico e de determinagio do indice mitético, foi estimado o indice de
correlagdo entre os avaliadores. Para o experimento 1, os valores de indice
apoptotico de cada um de dois avaliadores foram utilizados € o indice de
correlagdo entre os valores estimado. O mesmo foi realizado para os valores de
indice apoptoético e indice mitdtico determinados por cada um de trés avaliadores

no experimento 2,
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

No experimento 1, dois avaliadores realizaram a contagem de células da
camada basal do epitélio da papila ruminal. O avaliador 1 contou 1.170.100
células em 620 papilas do epitélio de bovinos. O avaliador 2 contou 1.101.553
células nas mesmas 620 papilas. No experimento 2 o mimero médio de células
contadas pelos 3 avaliadores no epitélio de ovinos foi 160.462 para a
determinagio do IA e 188.061 para a determinagio do IM. Para evitar erros na
contagem de células em mitose € em apoptose as determinagdes de 1A e IM néo
foram realizadas simultaneamente, justificando a diferenga no nimero de células
contadas em cada avaliagdo. Mesmo exigindo trabalho laboratorial intenso, as
mensura¢des de IA ¢ IM foram de précisio elevada. A correlagio entre
mensuragdes realizadas por avaliadores independentes no mesmo animal foram
sempre superiores a 0,91 (Tabela 1).

TABELA 1. Cormrelagdes entre avaliadores para os indices apoptético
(Experimentos 1 e 2) e mitético (Experimento 2). Correlagdes foram realizadas
entre os valores de cada avaliador computados com todas as células contadas
para cada vaca em cada dia de coleta no Experimento 1 (n=49) ¢ para cada ovino
antes ¢ depois do jejum no Experimento 2 (n=12).

Indice apoptético (Experimento 1)

Avaliador 1

Avaliador 2 0,91
Indice mitético (Experimento 2)

Avaliador 1 Avaliador 2
Avaliador 2 0,98
Avaliador 3 0,99 0,98

Indice apoptético (Experimento 2)

Avaliador 1 Avaliador 2
Avaliador 2 0,96
Avaliador 3 0,96 0,99
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Tanto a alterag¢do na freqiiéncia de alimentagdo concentrada em bovinos
quanto jejum de 72 horas em ovinos ndo tiveram efeito significativo sobre o 1A
(Tabelas 2 ¢ 3).

TABELA 2: Mensuragdes microscopicas das papilas ruminais de vacas néo
lactantes € ndo gestantes alimentadas com concentrado 1 ou 4 vezes por dia por
19 dias e posteriormente submetidas a jejum de 72 horas. As papilas foram
coletadas por bidpsia no saco cranial do rimen, nos dias 4, 12 e 19 de aplicagéio
dos tratamentos € apos 24, 48 e 72 horas do jejum. Mensura¢des no dia 0 foram
utilizadas como covariavel no modelo de anlise estatistica. Doze papilas foram
coletadas € mensuradas em cada animal, em cada dia de coleta. Experimento 1.

Frequéncia P
] 4 EPM  F D F*
Indice apoptético 041 040 0,08 095 001 011

Largura das papilas (jum) 989 1032 134 0,86 023 042
Largurado conjuntivo (um) 69,5 780 10,5 0,65 0,17 034
Niimero de cunhas epiteliais 67 78 10 055 041 063
Nimero de papilas dérmicas 65 7,01 10 0,75 039 0,60

EPM=Erro padrio da média
F=Efeito da frequéncia de alimentagdo concentrada . D=Efeito do dia de coleta.
F*D=Interagio entre F ¢ D,
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TABELA 3: Mensuragdes microscopicas e indices mitético e apoptético (% dos
nucleos da camada basal do epitélio) das papilas ruminais de ovinos alimentados
(A) ¢ apds 72 horas de jejum (J). As papilas foram coletadas por biopsia no saco
cranial do ramen. Experimento 2.

, A J EPM P
Indice mitdtico 0,73 0,48 0,04 <0,01
indice apoptético 0,29 033 0,02 0,29
Largura das papilas (um) 27,7 323 24 0,23
Largura do conjuntivo (um) 7,6 11,7 23 0,26
Numero de cunhas epiteliais 20,0 22,9 1,2 0,14
Numero de papilas dérmicas 19,6 22,5 L1 0,13

EPM=Erro padrio da média

Tamate & Fell (1978) relataram que apds indugdo de jejum houve
aumento aparente na quantidade de células em apoptose na camada basal do
epitélio de ovinos. Estes autores, no entanto, nfo mensuraram o IA. Os dados
aqui coletados néio suportam a utilizagfio do IA, mensurado em laminas coradas
com hematoxilina-eosina, como variavel de resposta morfologica do epitélio
ruminal a mudanga no plano alimentar. E possivel que a técnica de coloragio
utilizada tenha prejudicado a identificagiio das células em apoptose, mascarando
possiveis diferengas entre tratamentos. Como o processo de apoptose € rapido e
com diferentes estagios coexistindo em um mesmo tecido (Bursch et al., 1990),
a contagem de células apoptéticas coradas por hematoxilina-eosina pode nio
representar o total de células em apoptose no tecido. Vale também ressaltar que
apenas 2 a 3% de células em apoptose podem corresponder a cerca de 25% de
regressao tecidual por dia (Bursch et al., 1990), enfatizando a natureza aguda ¢
proporcionalmente pouco representativa da populagio celular do processo de
apoptose. Corantes especificos para acidos nucléicos (Behmer et al., 1976)
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podem ser mais efetivos na detec¢do das fases de apoptose celular. Sua
utilizagdo poderia melhorar a acurdcia do IA como varidvel de resposta
morfolégica do epitélio ruminal a mudangas nutricionais.

O local escolhido para contagem de figuras apoptoticas também pode ter
interferido nos resultados. Neste trabalho, procuramos quantificar células
apoptéticas na camada basal do epitélio, local em que se encontram células com
alta atividade metaboélica (Baldwin & Jesse, 1991). Bursch et al. (1990) relatam
que os diferentes estadios apoptéticos coexistem em partes distintas de tecidos
animais. A contagem de células apoptéticas em outros locais do epitélio ruminal
poderia aumentar a eficicia na mensuragio desta varidvel, comparativamente &
contagem \nica na camada basal.

Houve tendéncia de interagdo significativa (P=0,11) entre dia de coleta
e tratamento no indice apoptético no experimento 1 (Figura 1). Vacas
consumindo concentrado uma vez por dia tiveram ligeira elevagdo do IA entre o
4° ¢ 0 12° dia de coleta. No mesmo intervalo de tempo houve redugdo do IA do
epitélio ruminal de vacas consumindo concentrado 4 vezes por dia. Uma
possivel explicagdo seria de que o consumo de concentrado uma vez por dia
estimula a formagio de picos de AGV no fluido ruminal. Considerando
evidéncias de que o butirato induz apoptose (Ramos et al, 2002), pode-se
explicar a interagdo observada a partir do 12° dia de condugdo do experimento.

Outra analise estatistica foi feita com os dados do experimento 1,
utilizando para tal o mesmo modelo estatistico adotado para a analise dos dados
oriundos do experimento com ovinos. Foram considerados os dados referentes
ao 19° dia do periodo de alimentagiio (IA = 0,31%) e os dados obtidos apds as
72 horas de jejum (IA = 0,42%), sendo o erro padrio da média igual a 0,04. O
intuito desta andlise foi comparar o IA obtido no periodo de fornecimento de
alimento com o IA obtido durante o periodo de jejum. O efeito de dia tendeu a
significativo (P = 0,07), sugerindo que o jejum poderia estar relacionado & maior
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ocorréncia de apoptose no epitélio ruminal.
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FIGURA 1: indice apoptético (% dos niicleos da camada basal do epitélio) das
papilas ruminais de vacas ndo lactantes ¢ nio gestantes alimentadas com
concentrado 1 ou 4 vezes por dia, por 19 dias, e posteriormente submetidas a
jejum de 72 horas. As papilas foram coletadas por biépsia no saco cranial do
ramen nos dias 4, 12 e 19 de aplica¢dio dos tratamentos € ap6s 24, 48 e 72 horas
do jejum. Mensuracdes no dia 0 foram utilizadas como covaridvel no modelo de
analise estatistica. Doze papilas foram coletadas ¢ mensuradas em cada animal,
em cada dia de coleta. Experimento 1. (P=0,11 para a interagdo entre freqiiéncia
de alimentagdo concentrada e dia da coleta).
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Nao foi observado efeito significativo do plano nutricional sobre a
largura das papilas, a largura do conjuntivo e o nimero de cunhas epiteliais e
papilas dérmicas (Tabelas 2 e 3).

As varidveis microscopicas avaliadas sdo indicadoras indiretas de massa
celular, possivelmente correlacionadas a capacidade de absorgio de AGV
pela parede do rimen (Gaebel et al.,, 1987; Sutton et al., 1963). No entanto,
Gabel et al. (1993) observaram que a maior capacidade de absorgio de AGV
pela parede do mimen ndo ocorreu concomitantemente 3 mudan¢a na area
superficial das papilas. A largura das papilas ruminais, medida pela relagdo
area/comprimento, também ndo foi afetada significativamente pelo plano
alimentar no Experimento 1 (Resende Jinior, 1999). A falta de resposta nestes
marcadores morfologicos pode ter ocorrido em fungio do periodo de aplicagdo
dos tratamentos ndo ter sido longo o suficiente para induzir mudanga na massa
papilar. Dirksen et al (1985) observaram que o desenvolvimento maximo da
mucosa ruminal em vacas holandesas ocorreu 4 a 5 semanas apds o parto, em
um tempo total de 6 a 7 semanas de consumo de concentrado. Goodlad (1981),
em estudo feito com carneiros, observou que o tempo de renovagiio do epitélio
inteiro foi de 16,5 dias quando a dieta consistiu em forragem, 4,3 dias na
transigio de forragem para concentrados ¢ 10,9 dias apdés varios meses
consumindo concentrado.

Outra possivel explicagdo para a auséncia de alteragbes nos parimetros
avaliados microscopicamente seria a regido do rimen em que as papilas foram
biopsiadas. Beharka et al. (1998) argumentam que papilas do saco cranial foram
menos afetadas morfologicamente por variagdo dietética que papilas dos sacos
ventral ¢ dorsal. No entanto, Rabelo et al. (2001) também observaram que
papilas do saco ventral de vacas leiteiras foram pouco afetadas por variagio no
conteido energético de dietas pré-parto. Variagdes na macroscopia papilar
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induzidas nutricionalmente, apesar de serem aparentemente possiveis a curto
prazo (Dirksen et al, 1985), podem ndo ser facilmente detectaveis
experimentalmente. O jejum de 72 horas induzido nos Experimentos 1 ¢ 2 nio
induziu mudan¢ga no tamanho papilar, mostrando que ndo houve resposta
morfolégica mesmo quando a mudanga dietética foi muito mais acentuada que
mudangas em niveis nutricionais, principalmente de energia (Rabelo et al,
2001).

A correlagio entre a largura papilar, determinada por mensuragdo
macroscopica ¢ determinagiio da relagio area/comprimento (Resende Junior,
1999), ¢ as mensuragdes de largura, obtidas por avaliagdo microscépica em
laminas coradas por hematoxilina-eosina, foi de 0,51 (Figura 2). Os valores de
largura papilar, determinados macroscopicamente (Resende Junmior, 1999),
foram, na maioria das vezes superiores aos valores de largura determinados
microscopicamente. )

Como o micrétomo dificilmente faz um corte longitudinal da papila em
regidio exatamente central, era de se esperar que mensuragdes de papilas intactas
resultassem em maiores valores de largura papilar que nas papilas inclusas.
Apesar da correlagdo positiva € média entre estas varidveis, mensuragdes nas
papilas intactas parecem melhor representar a drea da papila ruminal.

O IM respondeu de forma aguda & mudanga no plano alimentar nos
Experimentos 1 (Resende Junior, 1999) e 2 (Tabela 2). O IM mostrou ser uma
boa varidvel de resposta morfolégica tanto a mudangas alimentares pequenas,
como a varia¢do na freqiiéncia de alimentagdo concentrada (Resende Junior,
1999) quanto a mudangas alimentares drasticas como o jejum (Tabela 2). Vale
também enfatizar que a resposta em IM foi altamente significativa
estatisticamente (P<0,01), indicando que esta varidvel ¢ eficiente para a
avaliagdo morfolégica do epitélio mesmo em trabalhos basicos de capacidade de
absorgiio de AGV pela parede do nimen, que normaimente utilizam baixo
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nimero de unidades experimentais. O IM médio para os 6 ovinos alimentados e
apds jejum nos 2 experimentos (n=12) foi 0,61 e o desvio padrdo da variavel foi
0,16.

200

Largura na papila intacta

50 100 150 200 250 300
Largura na l8mina para histologia

350

FIGURA 2: Correlagdo entre a mensurago de largura papilar (um) realizada em
papilas ruminais intactas (Resende Janior,1999) e a mensuragio de largura
realizada nas mesmas papilas ap6és preparo para avaliagdo histologica.
Correlagdes foram realizadas entre os valores médios de largura papilar de 12
papilas de cada vaca em cada dia de coleta no Experimento 1 (n=49). r=0,51.
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A resposta aguda do IM & mudanga nutricional tem sido observada por
outros autores. Tamate et al. (1974) observaram que ocorreu degeneragdo das
células basais do epitélio apés 3 dias de jejum e resposta celular 3 realimentagao
em 6 horas. O ciclo circadiano de crescimento celular das papilas ruminais foi
diferente em ovinos alimentados uma ou duas vezes por dia (Ohwada & Tamate,
1983). A resposta em crescimento celular & mudanga na oferta de nutrientes
parece ser imediata nas células do epitélio ruminal. Apés a alimentagdo ocorrem
picos de AGV no ramen e de insulina no plasma sangiineo. Os AGYV,
especialmente butirato, € a insulina sdo provaveis mediadores de proliferagdo
celular no epitélio ruminal (Sakata et al., 1980; Galfi et al., 1993). Resende
Junior (1999) argumentou que provavelmente o maior indice mitético observado
no aumento da oferta de nutrientes deve-se a picos de AGV no rimen, que
estimulam a proliferagio celular para aumentar a capacidade de absorgdio da
mucosa ruminal. Atingida a massa celular necessaria para a demanda maior de
absorgio, o indice mitotico retorna aos valores anteriores 4 mudan¢a nutricional.

Embora nio existam evidéncias mostrando que um epitélio com alto IM
também apresente alta atividade metabdlica por célula e alta capacidade de
absorgiio de AGV, em nosso estudo o IM foi o melhor indicador de resposta
morfolégica dentre todas as varidveis avaliadas, ¢ pode ser util em trabalhos
sobre indugdo nutricional da capacidade de absorgiio de AGV pela parede do

ramen.
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5 CONCLUSAO

Dentre as varidveis morfologicas avaliadas, o IM foi o unico que
apresentou resposta estatisticamente significativa a variagdo na freqiiéncia de
alimentacdo concentrada de bovinos ¢ a jejum em bovinos e ovinos. O IM
parece ser um bom marcador para quantificagio da resposta morfolégica do

epitélio ruminal 4 mudanga no plano alimentar.
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