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RESUMO

RESENDE JUNIOR, Jodo Chrysostomo de. Efeito da Freqiiéncia de
Alimentac¢iio Concentrada Sobre a Morfologia das Papilas do Riimen.
Lavras: UFLA, 1999. 67 p (Dissertagdo ~ Mestrado em Zootecnia)*

A manipulagdo das dimensdes das papilas do nimen pode ser uma estratégia
para aumentar a capacidade de absorgdo do epitélio ruminal e controlar acidose
em vacas leiteiras. A insulina é um plausivel mediador do crescimento das
papilas do rimen. Variagiio na concentragio de insulina plasmitica foi induzida
fornecendo-se concentrado 1 ou 4 vezes ao dia a 7 vacas Holandesas e Jersey
n#o lactantes. Durante um periodo de padronizagio de 7 dias as vacas receberam
apenas forragem. No periodo de comparagio de 19 dias, receberam feno ad
libitum e concentrado & base de milho em quantidade correspondente a 0,5% do
peso corporal. No vigésimo dia, iniciou-se um periodo de jejum, simulando a
depressdo de consumo que ocorre em tomo do parto. No sétimo dia do periodo
de padronizagdo e nos dias 4, 12 ¢ 19 do periodo de comparagio, 12 papilas
ruminais foram coletadas por bi6psia do saco cranial do rimen. Papilas foram
também coletadas as 24, 48 e 72 horas ap6s o inicio do jejum. Amostras de
fluido ruminal e sangue foram obtidas nos tempos 0, 90, 180 e 360 minutos
apos a alimentagdo em cada dia de biépsia. As amostras do sétimo dia do
periodo de padronizagdo foram usadas como covaridvel no modelo para anélise
estatisica. O pH do rimen caiu e a concentragdo de insulina plasmdtica
aumentou entre zero ¢ 360 minutos apds alimentagdo nas vacas recebendo
concentrado 1 vez ao dia e foram constantes nas vacas recebendo-o 4 vezes ao
dia (P<.02 para a interagio entre tratamento e tempo de amostragem). O
tamanho das papilas néo foi afetado pela freqiiéncia de alimentagiio concentrada
(P>0,22). Entretanto, a porcentagem de células em mitose na camada basal do
epitélio ruminal foi maior em vacas comendo concentrado uma vez ao dia
(P=.03). No jejum, a queda de insulina ¢ aumento no pH ruminal foram
associados a queda no indice mitdtico ¢ no tamanho das papilas. A variagiio na
freqiiéncia de alimentagdo concentrada merece consideragio como maneira de
manipular a morfologia das papilas do rimen.

Comité Orientador: Marcos Neves Pereira - UFLA (Orientador), José Camisdo de
Sousa - UFLA e Aloisio Ricardo Pereira da Silva — UFLA.



ABSTRACT

RESENDE JUNIOR, Joio Chrysostomo de. Effect of the Frequency of
Concentrate Feeding on Rumen Papillae Morphology. Lavras: UFLA,
1999. 67 p (Dissertation — Master Program in Animal Science).

Manipulation of rumen papillae size may be a promising strategy to control
ruminal acidosis in dairy cows. Insulin is a plausible mediator of rumen papillae
growth. We induced variation in plasma insulin levels by feeding concentrate to
7 non-lactating, rumen-fistulated Holstein and Jersey cows either once or four
times a day. Cows were fed for 19 days on a grass hay diet supplemented with
0.5% of body weight of a corn based concentrate, following a 7-day
standardization period on a 100% forage diet. On day 7 of the standardization
period 12 papillae were biopsied from the cranial sac of the rumen to be used as
covariate in the model for analysis of variance. Papillae were also biopsied on
days 4, 12, and 19 of the comparison period. On day 20 cows were fasted for 72
hours to simulate a period of intake depression. Papillae were biopsied 24, 48
and 72 hours after onset of the fasting period. Rumen fluid and blood samples
were obtained at 0, 1.5, 3, and 6 hours post-feeding at each biopsy day. Over
time rumen pH decreased and insulin increased in cows fed concentrate once a
day and did not change in cows fed 4 times a day (P<.02 for the interaction of
treatment and sampling time). Papillae size, measured as area over length, was
not affected by treatment (P=.52) and was smaller on day 4 (P=<.001 for the
sampling day effect). However, the percentage of cells undergoing mitosis in
the basal layer of the epithelium was greater for cows fed once a day (P=.03).
Fasting acutely decreased rumen epithelium mitotic index and plasma insulin
and increased rumen pH (P<.001 for the sampling day effect). Although
frequency of concentrate feeding had no effect on rumen papillac macroscopy,
the lower frequency of grain feeding increased epithelial cell proliferation.
Frequency of concentrate feeding may be used to regulate rumen papillae
absorptive capacity.

Graduate Committee: Marcos Neves Pereira - UFLA (Major Professor), José
Camisdo de Sousa - UFLA e Aloisio Ricardo Pereira da Silva — UFLA
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1 INTRODUCAO

O estdmago de animais ruminantes é constituido de quatro cimaras
distintas. A parte aglandular é denominada pro-ventriculo e é formada pelo
rimen, reticulo e omaso. A glandular é constituida pelo abomaso ou estémago
verdadeiro. Os compartimentos do pré-ventriculo funcionam como cémaras de
fermentagéio, fundamentais para o desempenho da perfeita fisiologia do
ruminante. Nestas camaras, carboidratos dietéticos sdo fermentados por agdo
dos microorganismos, gerando, como um dos produtos finais, os acidos graxos
volateis (AGV).

O riimen ¢ o maior compartimento do pré-ventriculo e o controle da sua
capacidade de absorgéo e metabolizagdo dos AGV ¢ fundamental em ruminantes
de interesse econdmico, principalmente bovinos leiteiros. Nestes animais, a alta
demanda nutricional para lactagdio exige dietas altamente energéticas
introduzidas logo apés o parto. Estas dietas, ricas em carboidratos rapidamente
fermentiveis no rimen, levam & alta produgio de AGV, podendo desencadear a
ocorréncia de acidose ruminal, caso a parede do 6rgdo ndo esteja devidamente
capacitada em absorver estes AGV (Dirksen et al.,1984). Acidose ruminal pode
afetar negativamente o desempenho e a saide animal através de efeitos
deletérios sobre a motilidade do rimen (Crichlow & Chaplin, 1985; Leek &
Harding, 1975), a fermentagfo da fibra (Grant & Mertens, 1992), o consumo
de alimentos (Elliot etal, 1995) e a morfologia da parede ruminal.

A parede do ramen apresenta quatro tinicas denominadas, no sentido da
cavidade abdominal para o limen ruminal, serosa, muscular, submucosa e
mucosa (Figura 1). O desenvolvimento dos componentes estruturais da parede
do ramen estd relacionado & dieta ingerida (S;tton, Mcgilliard, Jacobson,1962).



FIGURA 1: Desenho esquemético tridimensional (A) e transversal (B) da
parede do riimen.



O trabalho fisico de motilidade do trato digestivo é responsavel pelo
desenvolvimento da tinica muscular, enquanto as células epiteliais da mucosa
requerem a presenga de AGV para sua proliferagio (Browlee,1956;
Sander, 1959; Tamate et al.,1962 ).

A tinica mucosa desempenba um papel fundamental na absorgdo e
metabolizagio dos AGV (Sutton, Mcgilliard, Jacobson,1962; Dirksen et
al, 1984; Gaebel et al.,1987) . A mucosa morfologicamente é constituida pelo
epitélio apoiado em uma membrana basal e ldmina prépria. No epitélio estdio
presentes as células responsiveis pela absorgdio ¢ metabolizagio dos AGV, bem
como a camada queratinizada que desempenha uma importante fungdo protetora
deste epitélio (Lavker, Chalupa, Dickey, 1969). A limina prépria é formada por
tecido conjuntivo e nela estdo  presentes os capilares sangilineos que
levam nutrientes as células e recebem os produtos por elas absorvidos
e metabolizados (Schnorr e Vollmerhaus,1968). A parede do mimen apresenta
inimeras projecdes da mucosa, denominadas  papilas  ruminais, que
aumentam a superficie de absorgfio do 6rgao. O tamanho e a forma das papilas
varia de acordo com a localizagio no rimen (Henrikson, 1970; Schnorr e
Vollmerhaus, 1968). O tamanho das papilas ruminais estd correlacionado &
proliferagio do epitélio ruminal (Bullough,1972; Sakata e Tamate,1974;
Goodlad,1981), bem como ao fluxo sangiineo para o érgéo (Tamate, Kikuchi e
Sakata,1974).

O epitélio ruminal é do tipo estratificado pavimentoso queratinizado
(Figura 2), formado por quatro camadas de células distintas: basal, espinhosa,
granulosa e comea ou queratinizada (Lavker, Chalupa, Dickey, 1969). Como
acontece em qualquer epitélio desta natureza, a proliferagdo celular ocorre a
partir da camada basal, onde as células entram em divisdo mitética, conforme a
necessidade de suprimento celular do epitélio. Estas por sua vez sofrem



FIGURA 2: Corte longitudinal de parte da papila do riimen. Note as diversas
camadas do epitélio estratificado pavimentoso queratinizado (B = camada
basal; E = camada espinhosa; G = camada granulosa; C = camada cérnea) e as
cunhas epiteliais (setas). Coloragdo pela hematoxilina eosina (HE). 128X.



diferenciagio e migram para as demais camadas do epitélio até
alcangar a camadacémea e descamar para dentro do limen ruminal
(Lavker e Matoltsy,1970). O epitélio apresenta projegSes em diregdio a 1amina
propria, denominadas cunhas epiteliais (figura 2).

. O crescimento das papilas ruminais parece estar diretamente
correlacionado a capacidade absortiva do rimen (Sutton, Mcgilliard,
Jacobson,1962; Dirksen et al.,1984; Gaebel et al.,1987) e requer a presenga de
AGV, pordm o exato mecanismo desencadeador do processo ainda é
desconhecido. O butirato, um dos AGV produzidos no nimen, ¢ inibidor de
crescimento celular in vitro (Gélfi et al., 1981; Galfi, Neogrady, Kutas, 1986) e
in vivo quando permanece continuamente em contato com o epitélio ruminal
(Galfi, Neogrady, Kutas, 1986). Em contrapartida, picos agudos de AGV sdo

estimuladores de proliferacéio epitelial-in vivo (Sakata e Tamate, 1978a; Sakata

e Tamate, 1979), sendo provavel a existéncia de mediadores no mecanismo de
regulagio do desenvolvimento papilar./A insulina, que € um horménio

I;ITOdIIZidO pelo péncreas, € estimuladora de proliferagdo celular /n vifro e pode
estar envolvida na mediag8io do efeito trofico dos AGV in vivo (Sakata et
al.,1980). Os AGV estimulam a liberagdo de insulina pelo péncreas in vitro
(Mans, Boda, Willes, 1967) ¢ in vivo (Sano et al 1995a e Sano et al., 1995b). A
variagdo na concentra¢io de AGV no rimen, que pode ser determinada pela
fregiiéncia alimentar, parece influenciar o estimulo do crescimento papilar.
InfusGes intraruminais de AGV apenas uma vez ao dia foram mais eficientes na
indugdo de proliferagio do epitélio do que infusdes continuas na mesma
quantidade (Sakata e Tamate, 1978a; Sakata e Tamate,1979).

No ramen, a quantidade total de AGV, e de cada acido em separado,
muda bruscamente quando a freqiiéncia de alimentag@io é reduzida (Knox e
Ward, 1961). O propilenoglicol, que é um composto glicogénico , administrado

uma vez ao dia, puro ou misturado ao concentrado, foi mais eficiente em



aumentar os niveis séricos de insulina, do que quando fornecido como parte de
uma rag#o total administrada continuamente a vacas nio lactantes (Christensen,
et al.,1997).

Estratégias alimentares objetivando promover a proliferagdo do epitélio
ruminal antes do parto poderiam melhorar a capacidade de absorg@io do érgdo,
reduzindo a incidéncia de acidose ruminal quando dietas ricas em carboidratos
prontamente fermentdveis fossem fornecidas no imicio da lactagdo. O
fornecimento de concentrado em baixa freqiiéncia didria pode ser mais eficiente
em estimular o crescimento papilar do que a administragio do mesmo como
parte de uma dieta completa fornecida continuamente aos animais. Entretanto, se
a presenga de AGV estimula a proliferagdo epitelial, sua auséncia ou menor
quantidade pode levar & involugio do epitélio. Vacas no periodo peri-parto
sofrem diminui¢éio acentuada no consumo de matéria seca (Vazquez-Aiion et
a1,1994) 0 que poderia contrapor medidas alimentares adotadas no pré parto
visando adaptar o epitélio 4 dietas ricas em grdos.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da freqiiéncia de
alimentagdo concentrada e do jejum sobre o indice mitético da camada basal do
epitélio do rimen , as dimens3es macroscépicas das papilas, o pH ruminal e a
concentragdo de insulina plasmética em vacas ndo lactantes. Com este intuito,
simulou-se 0 que ocorreria em uma dieta de tramsico de vacas leiteiras
recebendo concentrado em uma alimentagdo didria ou continuamente ao longo
dodia. Simulou-se, ainda, areduggo de consumo observada na época do parto.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Desenvolvimento das papilas do rimen

Desde meados da década de 50, pesquisadores vém tentando demonstrar
o mecanismo pelo qual o estdmago dos ruminantes se desenvolve
morfo-fisiologicamente. Alguns autores concluiram, logo nas primeiras
pesquisas, que o desenvolvimento da musculatura do pré-ventriculo era
independente do desenvolvimento do epitélio (Brownlee,1956; Sander et al,
1959; Tamate et al., 1962). Substincias nfo fermentaveis foram efetivas em
estimular o desenvolvimento muscular do rimen de novilhas leiteiras (Harrison
et al., 1960). Esponjas plésticas introduzidas no rimen de bezerros aumentaram
a capacidade do o6rgdo por promoverem desenvolvimento da musculatura lisa
(Tamate et al,1962).

_llegc&_suglts_e que o grau de desenvolvimento das papllas do rumen

f01 provavelmente determinado pelo teor de energia da dieta , ou pela- velocldade

e e

com que a dxéta eta era quebrada em ﬁ'aciies absorviveis (Brownlee, 1956). Dieta

completamente peletizada contendo 50% de griio e 50% de forragem resuitou
em bom crescimento papilar em carneiros (Thompson, Kintner, Pfander, 1958).

A infusiio de acidos graxos volateis (AGV) por 12 semanas, na forma de solugéio
de sais de sédio, estimulou o crescimento papilar em uma é4rea limitada do
ramen de bezerros (Flatt, Warner, Loosli, 1958). Bezerros recebendo butirato ou
propionato de sédio intraruminalmente apresentaram extenso desenvolvimento
papilar (Sander et al,1959). Tamate et al. (1962) constataram evolu¢fio no
desenvolvimento papilar, entre 0 nascimento ¢ as 12 semanas de idade, em
bezerros holandeses alimentados com leite, feno e concentrado. Em
contrapartida, animais alimentados apenas com leite tiveram diminuigio no



tamanho de papilas do rimen no mesmo periodo. No mesmo experimento,
observou-se também que a dose de AGV era importante para estimulagdo do
crescimento papilar. A infusio de AGV no rimen de bezerros alimentados
apenas com leite foi eficiente na promoggo do desenvolvimento papilar quando a
dose diaria foi 61 e 43 mol de dcido butirico e propi6nico, respectivamente.
Entretanto, a dosagem diéria de 30 mol ndo estimulou o desenvolvimento de
papilas durante periodo experimental de 8 semanas.

Apesar das evidéncias que infusdes de AGV estimulavam o crescimento
papilar, nenhuma comprovagio histolégica deste fato havia sido realizada. Em
vista disto, Sakata e Tamate (1976) submeteram dois carneiros machos adultos a
um experimento com trés ensaios. No periodo experimental, os animais ficaram
em jejum com igua e minerais ad libitum. O camneiro A — recebeu infusdo
intraruminal de 500 ml de butirato de sédio a 10% através de fistula e o carneiro
B - controle recebeu 500 ml de solugdio salina. No ensaio 1, as infusdes foram
feitas 1 vez a0 dia por 5 dias. Nos ensaios 2 e 3, estas foram feitas por sete dias.
As papilas foram coletadas por bidpsia diariamente antes da infusdo. Foram
também coletadas 24 horas apés a ultima infusfo em cada ensaio. O indice
mitdético do epitélio ruminal foi estimado dividindo-se o mimero de micleos de
células basais mostrando figuras mitéticas, pelo nimero total de micleos das
células basais contados. Houve estimulagio do indice mitético da camada basal
do epitélio das papilas do rimen do carneiro A em todos os ensaios. No ensaio
1, isto ocorreu no dia 4 e 5 ap6s o inicio das infusdes. No ensaio 2, a
estimulagdo foi notada ja no dia 2 , permanecendo também no dia 3 e 4. No
ensaio 3, o aumento no indice mitético da camada basal do epitélio das papilas
do ramen foi percebido no dia 5, permanecendo no dia 6 e 7. Em nenhum dos
ensaios houve estimulagfio do indice mitético da camada basal do epitélio das
papilas do nimen do cameiro B.



_ Para avaliar o efelto da ﬁ'eqixencla ahmentar sobre o epitélio ruminal,

o 74__,____._.____._\“_._n¥

mesma rela«;ao forragem ooncentrado em duas ﬁ'equenmas dlénas Um carneiro

f01 alunentado s 9:00 h e as 11:00 h no primeiro dia, RMM
jejum, repetindo-se esta seqiiéncia por trés vezes num E@Ac}gf_dlas O outro |
carneiro recebeu todo o alimento do dia as 9:00 h, por 9 dias consecutivos. Os
dois carneiros foram ‘também alimentados as 9: 00 h 0o décimo dia. Papilas

A rum?l;alsiforam coletadas por biopsia da parede lateral d.u'exta do saco ventral do
riimen 3s 6:00 , 24:00 e 48:00 h apés a alimentagdo do 9° dia. O indice mitético
das células basais do epitélio ruminal foi significativamente mais alto nas
a_xggstrasommdas do cameiro alimentado intermitentemente do que no carneiro
que vinha sido alimentado diaﬁainenﬁe, 1 vez ao dia, nas amostras tomadas 24 e
48 horas apds alimentagfio. Em outro experimento, Tamate, Kikuchi ¢ Sakata
(1974) trabalharam com um carneiro adulto com fistula ruminal. Alimentaram o
animal 1 vez ao dia com uma dieta convencional durante vérios dias ¢ depois
submeteram-no a 3 dias de jejum, realimentando-o com a mesma dieta no
terceiro dia. Coletaram papilas no periodo anterior ao jejum, aos 30 minutos
antes da realimentag#o e as 6 e 23 horas apds a realimentagdo. O indice mitético
da camada basal do epitélio ruminal foi de 1,23% no periodo anterior ao jejum.
Apés trés dias de jejum, foi 0,11% . O indice mitotico da camada basal do
epitélio das papilas do nimen s6 retomou ao patamar observado anteriormente
30 jejum na amostra coletada 24 horas ap6s a realimentaggo.

Pesquisadores especularam que a maior eficiéncia de baixa freqiiéncia
alimentar em estimular a proliferagio do epitélio ruminal seria resultante de
uma variacdo brusca na taxa de produgdo intraruminal de AGV. O periodo em
que os animais passavam sem alimento reduzia a produgio de AGV, havendo
um aumento subito quando os animais eram realimentados. Em contrapartida, a
produgdo continua, resnitante da alimentagiio freqiiente, nfo era capaz de



X

estimular a proliferagio nos mesmos niveis. Sendo assim, Sakata e Tamate
(1978a) delinearam outro experimento onde usaram 2 pares de carneiros
adultos, com fistulas ruminais, em quatro ensaios diferentes. Em cada um dos
ensaios, submeteram os animais a um periodo pré experimental de pelo menos 2
semanas, no qual os animais eram alimentados, para suprir a mantenga, com
feno e concentrado fornecidos uma vez ao dia, e a um periodo experimental no
qual 0s animais recebiam apenas dgua e minerais. Administraram aos animais
infusdes intraruminais de 2 g / Kg de peso vivo de butirato de sodio (solugdo
aquosa a 10%) e de solugdo salina a 0,9%. Nos ensaios 1 e 2, um carneiro
recebeu infusdes répidas (dentro de 10 segundos) de butirato de sédio uma vez
ao dia e infus3es lentas de solugéio salina, durante 20 a 24 horas por dia. O outro
carneiro recebeu infusdes rapidas de soluggo salina e infusio lenta de butirato de
sddio. Nos ensaios 3 e 4, um animal recebeu infusdo ripida de butirato de sodio
¢ o outro recebeu infusdo lenta, sem infusdes de solugdio salina. As infusdes
foram feitas por seis dias no ensaio 1 e por trés dias nos ensaios 2, 3 e 4. Papilas
ruminais foram coletadas por biépsia antes de cada infusio e 24 horas apés a
ultima infusdo da série. InfusSes répidas de butirato foram eficientes em
promover aumento significativo no indice mitético da camada basal do epitélio
das papilas do nimen a partir do primeiro dia apés o inicio das infusdes em
todos os ensaios. Este indice mitotico manteve-se alto até o quinto dia apés as
infusSes , voltando a valores semelhantes ao inicial no dia 6 do ensaio 1.

Pode-se concluir que, uma vez atingida a massa_epitelial necessiria para
absorver e metabolizar o0 novo nivel de AGV ruminal, a taxa de divisdo celular
S~ e TN T T T T T T The—— e
_retorna a_valores _iniciais, -apenas para manter a removagdio celular normal.
InfusGes lentas de butirato de sédio nfio 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 mitético, as preparagSes

histolégicas também demonstraram que as cunhas epiteliais do rimen
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desenvolveram-s¢ marcadamente nos carneiros que receberam infusGes
rdpidas de butirato, sugerindo que 0 aumento no indice mitdtico levou ao
aumento do nimero de células do epitélio (Sakata e Tamate, 1978 a).

Estava estabelecido que aumento sibito de butirato intraruminal
induzia a proliferagio do epitélio, mas faltava saber se propionato e acetato
também eram indutores de crescimento papilar. Quatro cameiros adultos
permaneceram, em um periodo pré-experimental de duas semanas, alimentados
com concentrado e feno 1 vez ao dia (Sakata e Tamate, 1979). No periodo
experimental, foram submetidos a jejum, recebendo apenas 4gua e minerais. Um
carneiro recebeu infusdes intraruminais didrias de 18 m mols por Kg de peso
corporal de propionato administrado rapidamente (10 segundos) por 5 dias,
tendo como controle outro carneiro recebendo solugéio salina 0,9% da mesma
maneira. Realizou-se o mesmo procedimento, mas com acetato de sédio,
utilizando-se outro par de carneiros. Papilas ruminais foram coletadas por
bidpsias antes de cada administragdo e 24 horas apds a ultima administragio da
série. O propionato estimulou o indice mitético da camada basal do epitélio das
papllas do rumen a partir do segundo dia dia apés mﬁ:sfses, mantendo este efeito até
0 quarto dla. O acetato também estimulou a proliferago celular, mas a partir do
terceiro dia, mantendo-se ate 0 quarto dia apos miclo das infusGes. O efeito

mltogemoo do propxonato pareceu ser mais fowue o do acetato uma vez
que o primeiro promoveu pico de indice mitdtico 2 dlas\ai););; pnmen'a mfusao
eoxﬂumapésapnmmmﬁmao Ao
compari-lo com outro experimento dgs_\n;elsmos” a:&;);e;, onde infusdes de
butirato estimularam proliferagsio celular apenas 1 dia apés inicio das infusdes
(Sakata e Tamate,1978a), Pﬁde-se especular a seguinte ordem de eficiéncia de

‘ At¢ entiio, pesquisas comprovavam o efeito dos AGV na proliferagio do
epitélio ruminal por aumento da taxa de mitose, mas nada se sabia sobre a
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involugéo deste epitélio na anséncia de AGV. Atentos a este fato, Tamate e Fell
(1978) delinearam um experimento com 2 carneiros adultos com cénulas
ruminais. Estes foram alimentados preliminarmente com feno ad libitum. A
seguir, receberam por 16 dias uma dieta de feno e concentrado de grdo de
cevada e farinha de peixe, fomecida também ad libitum. Logo apés, a dieta foi
mudada abruptamente para feno em quantidade restrita (0,5 Kg por dia). Em
intervalos freqiientes, eram coletadas papilas ruminais através de biépsias. O
indice mitético da camada basal do epitélio das papilas do rimen aumentou
abruptamente ji no primeiro dia ap6s a mudanga da dieta de feno para
concentrado. Em contrapartida, caiu gradativamente ao longo dos dias apés
mudanga da dieta de concentrado para feno com ingestiio restrita atingindo, no
quinto dia, um nivel mais baixo do que o observado no periodo em que os
animais recebiam feno ad libitum. Um dia apés a mudanga da dieta de cevada
para feno, as células da camada basal pareciam estar encolhidas e seus nicleos
apresentavam contorno irregular, caracteristicas que se acentuvaram com o
prolongamento do periodo de restrido alimentar. Durante o pericdo de restrigéo
de alimento, células isoladas morreram (apoptose celular) e encontraram-se
fragmentagGes por perda celular esponténea intensa, particularmente na regidio
das cunhas epiteliais. Células necréticas isoladas, fagocitose por células de
Langehans e por células epiteliais basais apareceram um dia ap6s a mudanca da
dieta de concentrado para feno em quantidade restrita e foram encontradas com
maior freqiiéncia nas ultimas amostras de bi6psia. EWQQ
qe a resposta celular & um menor nfvelalimentar  épida no epitlo ruminl.
Goodlad (1981) também estabeleceu uma relagio entre a proliferagio
celular do epitélio ruminal e o crescimento das papilas de cameiros sob trés
diferentes dietas, as quais foram formuladas para resultar em diferentes

proporgdes de AGV no rimen. Inicialmente os animais foram alimentados
durante 7 meses com uma dieta baseada em forragem. Esta dieta foi mudada
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retirando-se gradativamente a forragem e aumentando a quantidade de
concentrado, atingindo no quarto dia apés mudanga, 1 quilo de concentrado e
zero de forragem. Apés 62 dias, a dieta baseada em forragem foi reintroduzida.
Observou-se um grande aumento no indice mitético das células basais do
epitélio do nimen, que mudou de 0,58% = 0,05 na dieta de forragem para 1,20%
% 0,11 no quarto dia a partir do inicio da mudanga da dieta para concentrado.
Apbs este pico, houve um declinio para um novo nivel de atividade mitética
levemente mais alto do que o observado na dieta de forragem. Houve hipertrofia
das papilas quando os carneiros foram alimentados com a dieta baseada em
gréos, detectada tanto macroscopicamente quanto histologicamente. Foram
detectados sinais de paraqueratose (diferenciagdo precoce de células l;ara a
cmw;gmm) e hiperqueratose (espessamento_da_camada cémea devido a
pgggamx mas a mudanga mais marcante observada foi 0 crescimento e
ramificagio das papilas. As mudangas do epitélio foram acompanhadas por
extensdo da lamina propria. Estes achados indicam que o aumento no indice
mitético provavelmente estd associado a aumento no tamanho e modificagdio da
morfologia papilar . Quando a dieta foi mudada novamente para forragem,
houve uma queda acentuada no indice mitotico da camada basal do epitélio das
papilas do mimen (0,35% = 0,03).

Em um outro ensaio no mesmo experimento, Goodlad (1981) alimentou
2 carneiros por um periodo com forragem, seguindo outro periodo de
alimentagio exclusivamente com concentrados por virios meses. A
HITimidina foi injetada nos animais como marcador de pares de bases do
DNA, visando obter uma determinagio quantitativa de divisdo celular no
epitélio ruminal. O marcador foi injetado no periodo onde recebiam apenas
forragem, na transi¢do de forragem para concentrado e apés vérios meses com
dieta exclusiva de concentrado. O indice mitético na transi¢io da dieta de
forragem para concentrado atingiu, aos 5 e 6 dias apés inicio da mudanga,
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aproximadamente o dobro do detectado na dieta de forragem. Isto foi seguido
por um agudo declinio, atingindo, no dia 8, valores préximos aos observados
inicialmente. A riqueza de técnicas permitiu ao pesquisador estimar a duragéo do
ciclo celular da camada basal, o qual foi de 23,1 horas na dieta de forragem,
diminuindo para 17 horas na transi¢io de forragem para concentrados. Apos
vérios meses ingerindo concentrado, o ciclo celular da camada basal do epitélio
ruminal foi 24,4 horas. O tempo de renovagiio da camada basal na dieta de
forragem foi 7,5 dias, baixando para 1,9 dia durante a transi¢do para
concentrados. Apés vérios meses com concentrado o tempo estimado de
renovagio da camada basal foi de 4,1 dias. A estimativa de renovagiio do
epitélio inteiro foi 16,5 dias na dieta de forragem, 4,3 dias na transigdo de
forragem para concentrados e 10,9 dias ap6s 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
transicdo de forragem para concentrados esta taxa foi de 32,7% e, apos vérios
meses de concentrado, a proliferagdo foi de 17,3%. I:‘.st&s~ gados indicam que o
efeito agudo de mtroduqao de concentrado mm@ m; sa prohfera;;ao celular
do que efeito cromoo Isto promalmente acontece porque na ua\n;slqéo de

T T e T T T ,\’J

forragem para concentrado, uma massa celular bem maior deve ser atmg1da para

| possibilitar absor¢do e metabolizaggo eficiente dos AGV. Uma vez atingida esta

massa celular, a proliferagdo epitelial cai a uma taxa capaz de possibilitar a
reposicdo de células metabolicamente ativas perdidas por diferenciagdio e
descamaggo.

Estava bem estabelecido que os AGV in vivo realmente estimulavam a
proliferagdo do épitélio ruminal, mas o mecanismo pelo qual isto acontecia nio

estava claro. Experimentos evidenciaram que(écldo butirico in wrro) geralmente
T T ——

inibia a proliferagdo de células de mamiferos normalmente com alteragdes nas

formas celulares (Ginsburg et al,1973). Em culturas primarias de epitélio
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ruminal, butirato causou diminuigfio na incorporagio de [*H]Timidina, um
marcador de sintese, a0 DNA celular (Glfi et al.,1981). Esta contradigdio entre
estudos in vivo, onde butirato estimulou a mitose no epitélio ruminal (Sakata e
Tamate, 1978a) e in vitro, sugeriam a existéncia de um ou mais mediadores, ndo
presentes nas preparagles in vitro. Sabla-se _que os horménios pancreéticos

Insulina e Glucagon eram liberados na present;a de Mﬁnco ou propidnico
(Mans, Boda, Willes, 1967; Jordan e Ph:hps, l§78) Cogltouose ‘que Insulina ,
por ser fator essencial para a prohferas;ao de células mamiferas in vitro
(Bottenstein et al.,.1979), pudesse ser um medxgdor hormonal na proliferagéo do
epitélio ruminal. T

| Sakata et al. (1980) alimentaram dois cameiros adultos com fistulas
ruminais com 300g de concentrado e 700g de feno apenas 1 vez ao dia em um

periodo pré-experimental. Um catéter de polietileno foi implantado na veia
jugular externa de cada animal. Retiraram a comida e a dgua 1 hora antes do
inicio de cada ensaio experimental. Em cinco ensaios, infundiram insulina
(0,125 UI/Kg de peso corporal por hora) juntamente com glicose (300 mg/Kg
de peso corporal por hora), para prevenir hipoglicemia. Em dois ensaios
controles, infundiram apenas glicose (300 mg/Kg de peso corporal por hora).
Em outro ensaio controle, administraram apenas solugdio salina fisiolégica
(solugdo de cloreto de sédio a 0,154 M). As soluges foram infundidas na veia
jugular externa direita por 6 horas, & taxa de 0,5 ml / min, com uma bomba
peristiltica. Amostras de sangue da veia jugular externa foram coletadas nos
seguintes  tempos: -1,0, 1,2, 3,4, 5, 6, 9, 12, 24 e 48 horas apos o inicio da
infusdo. Executaram bidpsia de trés a cinco papilas da regigo do 4trio do rimen
(saco cranial) através da cénula ruminal as 0, 3, 6, 12, 24 e 48 horas apos
infusGes. O indice mitdtico nos cameiros que receberam insulina mais glicose
aumentou significativamente entre zero e trés horas ap6s infusdo, permaneceu

alto até as 24 horas e retornou ao valor inicial 4s 48 horas. Nos cameiros
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infundidos apenas com glicose, o indice mitético também aumentou
significativamente entre 6 a 24 horas. O indice mitético do controle com salina
ndo mostrou flutuagdes marcantes durante o experimento. O aumento no nivel
do indice mitdtico nos cameiros infundidos com insulina e glicose foi
significativamente mais alto do que naqueles recebendo apenas glicose.
Objetivando esclarecer a aparente contradicfio entre o efeito de butirato
in vifro e in vivo, Gélfi, Neogrady e Kutas (1986), trabalharam com trés ovelhas
com fistulas ruminais alimentadas com feno ad libitum e 400 g de concentrado
divididos duas alimentacSes disrias. Em duas ovelhas, fizeram infusdes
intraruminais com butirato de sédio (2 g/ Kg de peso corporal) diariamente,
por 9 dias. Um dos animais recebeu infusdo continua através de uma bomba
peristéltica. O outro recebeu infusfio rapida dentro de 1 a 2 minutos, uma vez ao
dia.Oterceiroanimalfoitramdocominﬁlsﬁorépidadesolm;iosalina
fisiolégica. Papilas ruminais foram colhidas diariamente e cultivadas em
presenga de [*H]Timidina ou preparadas histologicamente. Fluido ruminal foi
colhido para pesquisas de AGV. A ovelha que recebeu infusdo continua de
butirato teve uma alta concentragdo deste AGV no riimen por volta do segundo
dia de infusdo, enquanto a incorporagdo de [*H]Timidina pelas papilas ruminais
tendeu a diminuir continuamente até o iltimo dia de infusdo , alcangando apenas
20% relagdo ao controle. O indice mitético da camada basal de células
epiteliais foi particularmente baixo do 4° ao 9° dia. As camadas de células do
estrato corneo foram mais numerosas em relagio ao controle e as do estrato
espinhoso foram menos numerosas. Nas amostras coletadas no 9° dia, houve
uma marcante diminuicdo das cunbas epiteliais. A ovelha que recebeu infussio
aguda teve um nivel médio mais baixo de butirato intraruminal em relagsio
aquela com infusdo continua. Apresentou um aumento acentuado de
incorporagéio de [*H]Timidina pelas papilas ruminais. No 9° dia a, incorporagdo
de [*H]Timidina foi 2 vezes maior em comparagio ao controle. Observou-se
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também um alto indice mitdtico da camada basal do epitélio das papilas do
rimen. Simultaneamente, foi observado um aumento nas camadas de células do
estrato espinhoso e, aos 9 dias, um alongamento das cunhas epiteliais em relagio
ao controle. Estes resultados mostraram que ocorreu inibigio de divisdo celular
na presenga continua de butirato no ramen, semelbante aos resultados
observados nos experimentos in vitro .

O conjunto de ewdenclas levavam a conclusdo da existéncia de um
mediador para o efeato tréﬁoo dos AGV in vrvf Em ratos com fistula ileal, os
AGV estimularam o dmvolvmemo de criptas intestinais no ceco e célon
(Sakata,1987). Em contrapartida, os AGV inibiram proliferagdo epitelial de
células de ceco isoladas de rato in vitro.

Trabalhos realizados in vizro demonstraram que a insulina estimulou a
proliferagéio de células epiteliais do rimen independentemente da agéo inibitoria
do acido butirico coexistente na cultura (Galfi et al, 1993). Ambos os efeitos,
estimulatério da insulina e inibitério de butirato, foram doses dependentes. O
glucagon, cuja secregéo é também regulada por AGV (Mineo et al, 1990) ,
também estimulou a proliferagdo de culturas prim4rias de células epiteliais do
rimen, mas apenas na auséncia de butirato (G4lfi et al, 1993), sendo portanto de
importéincia questionavel in vivo.

Infus&o de propionato, em doses fisiolégicas (acima de 8 pmol / Kg de
peso corporal), nas veias mesentéricas e femorais de carneiros, estimulou a
secrec;ﬁo de insulina e glucagon (Sano etal, 1995a). Buﬁrato administrado na
(Sano et al., 1995 b ), porém em dos&s mais baxxas do que propionato (2 umol /
Kg de peso corporal). A liberagdo de glucagon foi observada apenas com doses
acima de 32 pmol / Kg de peso corporal. A liberagiio de insulina tendeu a ser
mais alta e por periodo mais longo estimulada por butirato (Sano et al., 1995 b)
do que para propionato (Sano et al., 1995 a ).
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Diante das emdenWs AGVna prohferagﬁo epitelial

al,,1980), a mmu.laqﬁo da liberac;ao deste hormomo pelo p_ﬁgu;eas;p_ggeﬂa
mﬂuencxar o desenvolvimento do epitélio ruminal. O propilenoglicol, que é um
composto gh;;eﬁm apesar de escapar quase intacto da fermentagio ruminal
para ser transformado em glicose pelo figado, tem uma porgo metabolizada
para propionato no rimen (Emery et al.,1964). A adigdo de propilenoglicol na
ragdo, comparado com dieta de amido, produziu uma grande porcentagem molar
de propionato ruminal e estimulou uma maior liberagdo de insulina (Fronk,
1975).

Vaughn, Grummer e Bertics (1993), trabalhando com 24 vacas
holandesas mmltiparas secas e gestantes, alimentaram estes animais, durante 21
dias antes do parto, com feno de alfafa ad libitum e 1,8 Kg de concentrado,
diariamente. Apés o parto, alimentaram estes animais com 50% de feno de alfafa
€ 50% de forragem baseados na matéria seca. Forneceram, a partir de 7 dias
antes do parto esperado, 1 litro de propilenoglicol, oralmente, 1 vez ao dia, ou a
mesma quantidade de 4gua fornecida da mesma maneira como controle.
Amostras de sangue foram colhidas nos dias 16 e 17 antes do parto esperado. A
partir de 7 dias antes do parto, coletaram sangue diariamente até os 3 dias ap6s o
parto. Coletaram também com 7, 14 e 21 dias apds o parto. A concentragio de
insulina plasmética foi significativamente elevada aos 15 minutos apés a
administragdo de propilenoglicol. O pico de concentragso de insulina ocorreu
antes do pico de concentragio de glicose. A concentragio de insulina foi
diminuida no dia do parto. A insulina plasmatica nfio foi diferente entre os
tratamentos apos o parto, porém no pré parto a concentragdo de insulina foi mais

alta nos animais recebendo propilenoglicol.
Em vacas leiteiras ocorre uma diminuigio da ingestio de matéria seca
antes do parto. Vazquez-Aiion et al. (1994), em um experimento com nove vacas
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secas gestantes, demonstraram uma diminvigiio na ingestio de matéria seca
iniciando-se 2 dias antes do parto e atingindo, no dia do parto, queda de 60% em
relagdo a matéria seca ingerida 3 dias antes. Christensen et al. (1996) testaram o
efeito do método de administragio de propilenoglicol nos metabélitos
plasméticos de vacas com alimentagfo restrita. Utilizaram 4 novilhas gestantes
faltando em média 79 dias para o parto e 4 vacas aos 84 dias pré parto. Usaram
um delineamento em quadrado latino 4 x 4 replicado com periodos de 14 dias.
Durante os primeiros 7 dias, os animais foram alimentados com 2,5 Kg de
concentrados baseado na matéria seca e silagem de alfafa ad libitum. Nos dias 8,
9 e 10, os animais receberam a quantidade média de silagem de alfafa que
consumiram nos dias 5, 6 e 7. Os tratamentos foram iniciados no dia 8, sendo :
1) Controle ( forragem e concentrados fornecidos como uma dieta total sem
propilenoglicol). 2) Propilenoglicol fornecido como injegdo oral, 1 vez ao dia,
aos animais alimentados com dieta completa. 3) Propilenoglicol misturado ao
concentrado fornecido 1 vez ao dia separadamente do volumoso. 4)
Propilenoglicol misturado & dieta completa fornecida aos animais. A quantidade
diaria de propilenoglicol para cada vaca e novilha foi de 2,5 ml / Kg de peso
corporal metabolico (PV*") a0 inicio do experimento. Nos dias 11, 12, 13 ¢ 14,
ingestdo de forragem foi restringida a 80, 60, 40 e 40%, respectivamente, em
relagdo & quantidade média de alimento ingerido nos dias 5, 6 e 7. A restrigio de
alimentagéo foi para simular a diminuigéo da ingestdo peri-parto. No dia 10 de
cada periodo (antes da restrigsio alimentar), obtiveram-se amostras de sangue 80s
tempos 0, 90, ¢ 180 minutos ap6s a administragio de propilenoglicol . No dia
14 , amostras foram coletadas aos tempos 0, 30, 60, 90, 180, e 330 minutos ap6s
a administragio de propilenoglicol. A insulina foi medida apenas nas vacas
multiparas ¢ foi aumentada em vacas recebendo propilenoglicol. As
concentragdes de insulina plasmitica foram mais altas em vacas recebendo
propilenoglicol oral (33+3puUlml) ou junto com o concentrado
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(31,93 pUl/ml) do que naquelas que o recebiam como parte de uma dieta
completa (24 + 3 pUl/ml). As concentrag3es de insulina plasmatica dos animais
controle foi de 16,6 + 3 pUl/ml. A interagfo entre tratamento e tempo indicou
que a resposta da insulina foi mais longa para vacas recebendo propilenoglicol
oral ou junto com concentrado do que quando fornecido como parte de uma
dieta completa. O comportamento da insulina em relagio aos tratamentos,
durante o periodo de restrigdo alimentar, foi muito similar. A insulina foi mais
alta em vacas recebendo propilenoglicol, e o propilenoglicol oral ou com
concentrado foi mais efetivo em aumentar a concentragdo de insulina do que
como parte de dieta completa.

Lane e Jesse (1996) propuseram avaliar o efeito da administragdo
continua de AGV no epitélio ruminal de cameiros recém nascidos, uma vez que
isto havia sido testado somente em carneiros adultos. Eles implantaram catéteres
cirurgicamente no nimen de carneiros neonatos e infundiram AGV (acetato,
propionato e butirato) ou solug#io salina continuamente 4 taxa de 1 ml por
minuto. Mantiveram também um grupo que ndo receben infusdo. A quantidade
de AGV infundida foi estimada para suprir uma porcentagem do requerimento
de energia liquida para ganho, tendo variado entre 12,5% na primeira semana de
infusdo e 50% na sexta semana. Carneiros infundidos com AGV tenderam
(P<0,23) a ter papilas mais longas do que aqueles infundidos com salina ou nio
infundidos .

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

20



2.2 Desenvolvimento papilar e absor¢io de AGV

No inicio da década de 60, pesquisadores demonstraram que a taxa de
absor¢do de AGV pelo epitélio do nimen ¢é positivamente correlacionada com o
desenvolvimento das papilas (Sutton, Mcgilliard, Jacobson, 1963). Bezerros
holandeses alimentados com leite, feno e concentrados apresentavam bom
desenvolvimento papilar s 4 semanas de idade, e & 13 semanas tinham a
mucosa semelhante a de um ruminante adulto, o que nfio ocorreu em bezerros
alimentados apenas com leite no mesmo experimento. Paralelamente, a taxa de
absor¢do de acido acético aumentou marcadamente entre 1 ¢ 13 semamas de
idade naqueles bezerros alimentados com leite, feno e ragio, mas nio mudou
naqueles alimentados apenas com leite.

A manipulagio do crescimento das papilas de vacas leiteiras no pré-
parto, objetivando reduzir a_incidéncia de _problemas atribuidos & baixa

PSR

capacidade absortiva do epitélio em vacas recebendo dietas lactacionais ricas em

PRENEUREES 4

carboxdratos prontamente fermentéveis, teria ia grande aplicabilidade / Dirksen et

-

al (1984) avaharam a relagio entre crescimento papilar e capamdade de
absorgdio em vacas leiteiras, /Uuhzaram 2 novilhas holandesas em eriodos
experimentais. Forneceram uma A dieta pobre em energia, seguida de uma rica em
7 energla e novamente ﬁma pobre 1 energia, por 7 a 14 dias cada. Aumento no
aporte dietético de concenu'ado desencadeou aumento no tamanho papilar. A
absor¢o de 4cidos acético, butirico e propidnico foi 5 vezes mais répida e a
quantidade absorvida por minuto foi 3 vezes maior com a mucosa desenvolvida
do que com a mucosa involuida. Os mesmos autores também avaliaram a
dinimica de crescimento papilar em vacas holandesas no periodo peri-parto. No
inicio do periodo seco, reduziram drasticamente o conteiido energético da ragsio.
Duas semanas antes do parto, mudou-se o regime alimentar para uma dieta

lactacional rica em energia. Bi6psias da mucosa do rimen foram realizadas em
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seis ocasies, em intervalos de uma a duas semanas a partir de 8 a 9 semanas
antes do parto até 8 semanas pés parto. As amostras foram analisadas
morfometricamente por microscopia optica e eletrénica. Observou-se redugio

progressiva da mucosa ruminal nas vacas quando a ragéo do periodo seco pobre
em energia foi introduzida. Apés a mudanga para a ragio de alta energia, 14 dias
antes do parto, iniciou-se um processo intenso de proliferagio. Entretanto, a
mucosa atingiu seu maior tamanho apenas 4 a 5 semanas ap6s o parto.

O jejum leva 4 diminuigio da concentragiio de AGV ruminal, que por
sua vez leva a involugdo do epitélio, e isto provavelmente diminui a absorgo de
AGYV presentes no rimen. Para testar esta hipotese, Gibel, Marek e Martens
(1993) utilizaram 6 carneiros com fistulas ruminais. Alimentaram os animais
com feno ad libitum € 300 g de concentrados por dia e submeteram-os a jejum
de dois dias. Em comparagéio com o periodo de alimentagéo, o jejum diminuiu a
concentragdo total d¢ AGV de 76,2 mM para 27,1 mM e levou a um aumento no
pH intraruminal de 6,41para 7,44. O jejum nd#o levou a mudangas na 4rea
superficial das papilas, mas reduziu a capacidade de absorgdo de minerais e
AGY pela parede do nimen.

Perrier et al. (1994), trabalhando com 4 cameiros, forneceram a 2 deles
uma dieta para suprir a mantenca e, aos outros dois, deram alimento para suprir
apenas metade da mantenga. Encontraram uma taxa de absorgio de AGV
significativamente mais baixa nos animais que receberam meia mantenga do que

naqueles que receberam mantenga total.

2.3 Divisdo celular e desenvolvimento do epitélio

O epitélio ruminal € estratificado pavimentoso queratinizado. Sua
espessura ¢ uma medida da massa de células epiteliais a qual é determinada pela
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taxa mitética ¢ pela taxa de delegdo celular (Bullough, 1972; Tamate e Fell,
1978). O indice mitdtico tem sido usado para expressar a atividade proliferativa
do epitélio ruminal (Sakata ¢ Tamate, 1974; Tamate, Kikuchi, Sakata, 1974;
Sakata e Tamate,1978; Tamate e Fell, 1978; Sakata e Tamate, 1979; Sakata et
al.,1980; Goodlad, 1981; G4lfi et al. 1986).

Em animais de laboratdrio, o epitélio do trato gastrointestinal geralmente
mostra um ritmo circadiano do indice mitético (Bullough, 1948;
Wolfsberg,1964; Pilgrim e Maurer 1963,1965; Sigdestadt et al. 1969; Chang
1971; Scheving et al., 1972 - citados por Sakata e Tamate, 1978b). Para
investigar a existéncia de um ritmo circadiano no epitélio ruminal de carneiros ,
Sakata e Tamate (1978b) realizaram um experimento com 2 ensaios. No ensaio
1, utilizaram 2 cameiros adultos. Eles foram alimentados 1 vez ao dia, as 11:00,
com 350 g de concentrado e 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 manh3 e tomou-se alto & tarde e & noite. No segundo ensaio, utilizaram

outros dois cameiros adultos alimentados com 300 g de concentrado e 500 g de
feno as 07:00 horas. Executaram-se bidpsias as 8:00 e 20:00 h no primeiro dia,
s 12:00 e 24:00 no segundo dia e as 04:00 e 16:00 no terceiro dia. O indice
mitético foi razoavelmente baixo as 8:00, 1 hora apds a alimentaggio, e aumentou
as 12:00, 5 horas ap6s a alimentagdo, permanecendo relativamente alto até as
04:00. No ensaio 1, o pico do indice mittico aconteceu 5 horas apds a
alimentagio e permaneceu até 13 horas apdés. Existin, nos dois ensaios, um
ritmo circadiano influenciado pela alimentagdo. O aumento no indice mitdtico
foi percebido a partir de 5 horas apés a alimenta¢io nos dois ensalTs,‘
aparentemente coincidindo com o periodo de maior fermentagiio de digesta no
riamen e acimulo de AGV (Pereira, 1997).




Em outro experimento, Ohawada e Tamate (1983) utilizaram trés
carneiros adultos com fistulas ruminais. Alimentaram-nos com 1 Kg de feno no
ensaio 1, e com 200g de feno e 800 g de concentrado no ensaio 2., apenas 1 vez
ao dia, s 18:00 horas. No ensaio 3, forneceram 100 g de feno e 400 g de
concentrado ,2 vezes ao dia, 4s 06:00 e 18:00 horas. Papilas foram coletadas por
biépsia do atrio do nimen s 03:00, 07:00, 11:00, 15:00, 19:00 e 23:00 horas. O
indice mitético apresentou um ritmo circadiano nos trés ensaios. O valor mais
baixo do indice mitético ocorreu 1 hora ap6s a alimentagsio nos ensaios 1 e 2, e
1 hora apés a alimentagdio da manhd no ensaio 3. O pico do indice mitotico
apareceu 5 horas apés a alimentago no ensaio 1; 9 horas apés no ensaio 2 e 5
horas apés cada alimentaggio no ensaio 3. Os valores do indice mit6tico foram
mais baixos no ensaio 3 do que nos ensaios 1 e 2, sugerindo que a iéncia
alimentar foi maior determinante do indice mitético que o teor de concentrado
na dieta.

A populagio de células do epitélio ruminal ¢ regulada pela fragdo de
células que estfio no ciclo de renovagéo celular e também pela duragdo das fases
do ciclo, especificamente da mitose (M), do periodo pés-mitético e pré-sintético
(Gl), do periodo de sintese dc DNA (S) e do perfodo pos-sintético e
pré-mitético (G2). O nimero de células no epitélio também depende do tempo
necessario para a migragio das células filhas, desde o seu surgimento até a
exfoliagdo na superficie luminal. Se as taxas de divisdo e diferenciag#o celular
estdo em distirbio, condigBes patolégicas como hiperqueratose, paraqueratose e
ruminites podem ocorrer.

Visando estabelecer o porcentual de células epiteliais do rimen nas
diferentes fases, o seguinte experimento foi realizado: Dois carneiros adultos
foram alimentados, uma vez ao dia, com uma dieta convencional composta de
400g de concentrado e 600g de feno, até um dia antes do sacrificio (Ohwada e
Tamate, 1979). Estes foram sacrificados e segmentos da mucosa ruminal
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coletados do atrio do nimen. As mensuragdes do complexo DNA-Feulgen foram
obtidas mnos micleos das células da camada espinhosa, basal e intra-cunha do
epitélio ruminal. O histograma das células espinhosas exibin apenas um pico na
regifio dipléide (2N), consistindo apenas de células em G1. Os valores das
células das cunhas epiteliais foram também agrupados em uma inica classe, mas
poucos nicleos mostraram maior quantidade de DNA do que os nucleos
dipléides. O histograma das células basais mostrou um pico relativamente amplo
representando células com conteiido dipléide (2N),ou seja, células em Gl.
Algumas células localizadas proximas do valor tetraploide (4N) de DNA
representam as células em G2. As células em fase S foram consideradas como
tendo valores de DNA entre 2N e 4N. Espera-se que a maioria das células
estejam localizadas na fase G1 e que um nimmero relativamente pequeno de
células estejam nos compartimentos S € G2. A partir do histograma, foi
grosseiramente estimado que o numero relativo de células em S e G2 no extrato
basal foi cerca de 12% no carneiro 1 e 17% no cameiro 2.

Goodlad (1981), visando estabelecer a taxa de diferenciagio celular e
estagios do ciclo celular no epitélio ruminal, alimentou cameiros com forragem,
depois mudou para grios e novamente introduziu forragem. Injetou
[’H]Timidina nos animais como marcador de pares de bases do DNA, quando
estes eram alimentados com forragem, na transicio de forragem para
concentrados e apos os cameiros estarem em dieta concentrada por vdrios meses.
Para a determinagio da proporgio de cada camada do epitélio, foi usada
fotomicrografia de baixa magnitude das papilas ruminais coletadas por biépsia
1, 2 ou 26 horas ap6s a administraciio do radioisétopo. A porcentagem de
micleos celulares basais marcados em mitose foi determinada por
autoradiografia. O indice mit6tico na transicio da dieta de forragem para
concentrado aumentou até atingir o pico 5 a 6 dias apds o inicio da mudanga da
dieta, o qual foi seguido por um agudo declinio a0 nivel original. A duragiio do
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ciclo celular foi inicialmente de 23 horas, mas diminuiu para 17 horas quando a
proliferagio celular foi estimulada por mudanga na dieta de forragem para
concentrados . A diminui¢gdio no tempo do ciclo celular foi resultado da
diminuigdo da duracio da fase de sintese do DNA (Fase S). Apés virios meses
com concentrado, a duragéio do ciclo celular foi de 24 horas. O fornecimento de
dieta com alto teor de concentrado aparentemente levou a hiperqueratose do
epitélio ruminal. Na dieta de forragem e na tramsigio de forragem para
concentrado, a porcentagem de células nas diversas camadas do epitélio
foi 44%, 21%, 16% e 19% nas camadas basal, espinhosa, granulosa e cornea,
respectivamente. Depois de alguns meses na dieta com concentrados, estas
porcentagens foram 36%, 24%, 16% e 24% nas camadas basal, espinhosa,
granulosa e cémea, respectivamente. Hiperqueratose e paraqueratose sdo
freqiientemente observadas em ruminantes consumindo dietas ricas em
concentrados ( McGavin e Morril, 1976).

A adogio de estratégias alimentares que possam induzir o crescimento
papilar no pré-parto de vacas leiteiras pode diminuir a ocorréncia de acidose
ruminal no inicio da lactag#o, uma vez que o maior tamanho das papilas estd
associado & maior capacidade de absorgfio. Em contrapartida, a queda de
consumo que ocorre fisiologicamente no peri-parto pode contrapor estas
estratégias adotadas, por efeitos negativos sobre a morfologia das papilas do
ramen,

2.4 Hipoteses

O formecimento de concentrado em baixa freqiiéncia disria é mais
eficiente em promover a proliferagdo do epitélio ruminal do que o fornecimento
continuo ao longo do dia.

O jejum induz a involug#o aguda do epitélio ruminal.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizadas sete vacas das ragas Jersey (4) e Holandesa (3), ndo
lactantes e nio gestantes, com cénulas ruminais implantadas cirurgicamente no
saco dorsal do rimen. Os animais foram abrigados e alimentados
individualmente em baias com cama de areia.

3.2 Periodo de padronizacio

Os animais foram submetidos a um periodo de padronizagio de sete
dias. Durante este periodo receberam apenas feno de Coastcross {[Cynodon
dactylon (L.) Pers.] cv. Coastal x Cynodon nlemfuensis Vanderyst var. robustus
} e égua ad libitum. O peso corporal médio no dia 1 do periodo de padronizagdo
foi 375 Kg nos animais Jersey, variando de 313 a 443 Kg . Nos animais
Holandeses, o peso médio foi 527 Kg, variando de 455 a 580 Kg.

3.3 Periodo de comparacio

Ap6s o periedo de padronizagdio, iniciou-se o periodo de comparagdo, de
19 dias de duragdio. Durante este periodo, os animais consumniram uma dieta
composta por concentrado, em quantidade equivalente a 0,5% do peso corporal,
e feno de Coastcross ad libitum. O concentrado foi composto de 90% de griio de
milho moido, 6% de farelo de soja, 2% de uréia, 2% de mistura mineral e
apresentou os seguintes valores nutricionais: 88,8% de matéria seca, 15,4% de
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proteina bruta, e 11,1% de fibra em detergente neutro. A composi¢do do feno
foi a seguinte: 92,3% de matéria seca, 6,7% de proteina bruta , 87,1% de fibra
em detergente neutro.

3.4 Tratamentos

Os animais dentro de cada raga foram aleatoriamente alocados em um
dos dois tratamentos:
T1 = A quantidade didria de concentrado foi fornecida apenas 1 vez ao dia, as
06:00 horas.
T4 = A quantidade di4ria de concentrado foi fornecida em 4 alimentagdes, as
06:00, 12:00, 18:00 e 24:00 horas.

O concentrado foi fornecido separadamente da forragem, que por sua
vez foi fornecida apés o consumo total do concentrado oferecido.

3.5 Periodo de jejum

Apés o periodo de comparagdo, seguiu-se um periodo de jejum de 72
horas, em que os animais receberam apenas 4gua ad libitum.

3.6 Estimativa do consumo

A partir do sexto dia do periodo de comparagdio, determinou-se o
consumno diério de alimento por vaca, por pesagem do oferecido e sobra de feno
e concentrado. As 6:00, as sobras individuais de alimento presentes no cocho
eram recolhidas e pesadas para estimativa do consumo de matéria seca. Nio
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houve sobra de concentrado em nenhum dos dias. O consumo de matéria seca
como porcentagem do peso vivo foi calculado utilizando-se o peso corporal
obtido no prmeiro dia do periodo de padronizagfio. A matéria seca foi
determinada por secagem a 100° C das amostras de alimento moidas em peneira
de 1 mm (moinho Marconi tipo Willy).

3.7 Coleta de dados

Procederam-se sete coletas de dados ao longo do experimento:

1%) Ultimo dia do periodo de padronizagdo.

2%) Quarto dia do periodo de comparagéo.

3%) Décimo segundo dia do periodo de comparagio.

4%) Décimo nono dia do periodo de comparagao.

5%) Vinte e quatro horas de jejum.

6%) Quarenta ¢ oito horas de jejum.

T%) Setenta e duas horas de jejum.

Os dados foram obtidos apds a alimentagdo fornecida s 06:00 horas.

3.8 Amostras de sangue

Amostras de sangue em cada dia de coleta foram obtidas 0, 90, 180 e
360 minutos apos a administragio do concentrado as 6:00 no periodo de
comparacdo. No periodo de padronizagio foram obedecidos estes tempos apés a
administragéio de feno no mesmos horério. Nos dias de jejum apenas uma coleta
foi feita em cada animal em hordrio correspondente ao tempo zero do periodo de
comparagdo. Foram puncionados os vasos coccigeos medianos utilizando-se
tubos vacuntainer 13 X 75 mm, com capacidade para 5 ml, contendo 0,05 ml de
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EDTA (K3) [Merck S.A. Indistrias Quimicas. Estrada dos Bandeirnates, 1099.
Rio de Janeiro ~ RJ - CEP 22710-571. Tel (021) 444 2000]. As amostras foram
colocadas em gelo imediatamente apés a coleta e posteriormente centrifugadas a
4°Cea2l18 g, por 15 minutos, para obtengéio do plasma sangiiineo. O plasma
foi congelado a 20° C negativos para posterior analise de insulina.

3.9 Amostras de fluido ruminal

Amostras de fluido ruminal foram obtidas nos mesmos tempos das
amostras de sangue. Introduziu-se um becker com capacidade para 100 ml,
tampado pela mio, no saco ventral do nimen, onde permitiu-se o preenchimento
do recipiente por fluido ruminal. O fluido ruminal foi filtrado imediatamente em
um tufo de gaze de 4 dobras. Apés a filtragem, mediu-se o pH do fluido através
de um medidor portatil (pH — meter CG 837, Schott Gerite).

3.10 Bibpsias de papilas

As bibpsias de papilas foram executadas apdés a coleta de sangue e
fluido ruminal, no tempo 360. No periodo de jejum, adotou-se o mesmo
procedimento, porém o tempo da coleta foi comrespondente ao zero. Esvaziou-se
parcialmente o rimen do animal, coletando-se a digesta em um recipiente de 60
litros, para retornar posteriormente ao rimen. Introduzindo-se a mgo direita
através da cénula, tracionou-se o pilar cranial do rimen até a sua exteriorizagéio
(Figura 3). Foram cortadas, aleatoriamente, 12 papilas utilizando uma tesoura
cirargica de 10 cm, tendo o cuidado de obedecer sempre o mesmo locat do saco
cranial do rimen (Atrium ruminis), tomando como referéncia a area localizada a
cerca de 10 cm medialmente 2 parede lateral esquerda e 5 cm cranialmente ao
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pilar cranial (Figura 4). As papilas foram colocadas em uma placa de petri (70
mm de didmetro por 13 mm de altura) contendo solugio tampio fosfato (PBS =
0,79 g de NaCl ; 0,223 g de Na,HPOy4; 0,0524 g de NaH,PO, ; H,O gsp 100 ml)
ajustada para pH 7,4. As papilas foram lavadas nesta solugfio e transferidas
imediatamente para outra placa de petri com as mesmas dimensdes, contendo
PBS.

3.11 Digitalizacfio das imagens

Logo apés a coleta de papilas, procedeu-se a digitalizagdo das imagens
das mesmas para mensuragSes macroscopicas. As 12 papilas foram transferidas
para outra placa de petri com as mesmas dimensdes, contendo 2 ml de PBS,
tomando-se o cuidado de enfileird-las, nivelando-as pelos é4pices. A placa foi
colocada em um Scanner (Hewlett Packard — Scanjet 4 C) e as imagens foram
digitalizadas através do programa Microsoft Photo Editor 3.0 (Copyright ©
1989-1997 — Microsoft Corporation). Ao lado da placa de petri, foi colocada
uma escala de 1 cm para ser digitalizada juntamente com as papilas e permitir
posterior calibragio das imagens. Foram obtidas imagens em preto e branco no
tamanho natural, para andlises posteriores, e também imagens coloridas para
observagdes de coloragdo (Figura 5).
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FIGURA 3: Bidpsia das papilas do nimen
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FIGURA 4: Corte sagital do rimen e do reticulo (esquematico). A seta preta
indica o local de bidpsia das papilas (4rea localizada a cerca de 10 cm
medialmente 2 parede lateral esquerda e 5 cm cranialmente ao pilar cranial).
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FIGURA 5: Imagem de papilas do riimen, coletadas no 4° dia do periodo de
padronizag#o, digitalizada em tamanho natural em preto e branco (A) e colorida
(B). Observe a escala de 1 cm digitalizada junto as papilas.
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3.12 Preparacdes histolégicas

Imediatamente apés a digitalizag#o, as papilas foram mergulhadas em
liquido fixador de Bouin com a seguinte composigéo:
¢ Solugdo aquosa saturada de écido picrico ( 6,5 g de acido picrico diluido em

500 ml de 4gua destilada) 75 ml
¢ Formalina a 40 % 25 ml
e Acido acético glacial 5 ml

As papilas foram deixadas no fixador por 22 horas, transferindo-as depois para
alcool etilico a 70%, onde ficaram reservadas para posterior preparagio
histolégica. Procedeu-se, entfio, a desidratagio das papilas em uma série de
alcool etilico com concentragSes crescentes. As papilas foram retiradas do
recipiente no qual estavam com etanol a 70% e transferidas para outro com
etanol a 80%, onde ficaram imersas por 30 minutos. Da mesma maneira, foram
transferidas para o etanol a 95% onde ficaram por mais 30 minutos. Logo apds,
foram passadas para outro recipiente contendo etanol absoluto, ficando imersas
novamente por 30 minutos. Este tltimo passo foi repetido uma vez. Em seguida,
foram imersas em xilol PA ( C¢H4(CHs);) por 30 minutos para diafanizaco,
também repetindo-se esta operagdio uma vez. Logo apés, as papilas foram
imersas em parafina histolégica & temperatura de 60° C. Foram incluidas 6
papilas em cada bloco de parafina. Para manter a temperatura da parafina até a
inclusdo de todas as papilas utilizou-se uma placa aquecedora. Apés resfriado o
material, procedeu-se o corte histologico utilizando-se um micrétomo manual
(Ancap), obtendo-se secgdes de 5 pm de espessura. Os cortes obtidos  foram
fixados em l4minas histologicas revestidas com clara de ovo. As
laminas foram coradas por Hematoxilina — eosina (HE), utilizando-se o
seguinte procedimento:
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® As laminas foram imersas em xilol ( CsHy(CHs),), por no minimo 25
minutos.

¢ Foi feita a imersio em uma série de etanol com concentragdes decrescentes
(absoluto, 95%, 80% e 70%) para reidratar, deixando-se 2 minutos em cada.

¢ Foram imersas em hematoxilina por 2 a 3 minutos.

® Foram colocadas em uma cuba em banho de 4gua corrente por 25 minutos.

e Foram imersas em eosina por 30 segundos.

¢  Outras duas séries de etanol com concentragdes crescentes (70%, 80%, 95%,
absoluto 1, absoluto 2 e absoluto 3) foram utilizadas para desidratar novamente
o material, deixando-se as 1dminas por 10 segundos em cada alcool.

¢ As laminas foram banhadas duas vezes em xilol por 10 e 40 segundos.

¢ As laminas foram montadas utilizando-se uma camada de bélsamo do
Canadé e superpondo-se uma laminula em cada l4mina.

3.13 Mensuragfes macroscépicas

As imagens digitalizadas foram mensuradas através do programa de
anilises de imagens Sigma Scan Pro 2.0 (Jandel Corporation 1993-1995). As
medidas obtidas foram comprimento, érea e uma relagdo drea/comprimento para
cada uma das 12 papilas amostradas em cada dia de coleta. O método de bidpsia
utilizado nfio permitiu uma padronizagéo da altura do corte da papila em relagéo
4 parede do nimen, e isto pode ter influenciado as medidas de comprimento e
drea das papilas. Portanto, a relagiio érea/comprimento parece ser a mais
adequada, pois isola-se o efeito do comprimento. As ferramentas do programa
foram utilizadas para medir o comprimento. Para medigfo da area, foi utilizada a
ops¢io de preenchimento e pseudocoloragdo. As imagens foram convertidas para
escala de 256 tonalidades de cinza (8 bits). Os valores proximos a zero foram
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padronizados pelo o fundo da placa de petri e os proximos a 255 pelo tom mais
escuro das papilas, para os extremos das cores branca e preta, respectivamente.
As figuras foram calibradas para o tamanho real através da escala digitalizada

junto as papilas.

3.14 Dosagens de insulina plasmatica

A insulina plasmética foi dosada por radioimunoensaio em fase sélida
pelo procedimento modificado (Vaughn, Grummer, Bertics, 1993 ) do Kit Coat-
a-Count (DPC MEDLAB PRODUTOS MEDICO-HOSPITALARES LTDA.
Av. Pedroso de Morais, 613 Pinheiros — 05419-000, Sio Paulo - SP,
Tel:55.11.816-4033), marcado com iodo radicativo (‘PI). O seguinte
procedimento foi adotado:

e Ao frasco contendo insulina iodada concentrada [3uCi (111 kBq)], foram
adicionados 100 ml de 4gua destilada misturando-se por leves inversdes do
frasco.

® Ao frasco contendo o calibrador A (padrio com concentragio zero de
insulina) foram adicionados 6 ml de igua destilada. Em cada um dos frascos
com calibradores B a G, os quais contém concentragdes padrdes de insulina de
5, 15, 50, 100, 200 e 400 uUL/ml, respectivamente, foram adicionados 3 ml de
dgua destilada.

¢ Os calibradores de insulina foram divididos em aliquotas, congelando-as
para serem utilizadas em dois ensaios.

*  Os tubos de polipropileno, revestidos internamente com anticorpos anti-
insulina, foram identificados para receber o padrio A em duplicata e os demais
padr3es, B a G, sem repetiggo. Identificou-se também os tubos para receberem
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as amostras de plasma, sem repetigdo. Um tubo foi destinado & contagem total
de radioatividade total do '*°I.

® Os tubos, devidamente identificados, foram preparados para receber os
calibradores (Tabela 1).

TABELA 1: Preparagdio dos calibradores a serem utilizados no procedimento de
radioimunoensaio para dosagem da insulina plasmética.

Tubos preparados para aguanntic‘ijadg Quantidade Concentracfio de
icionada do adicionada do insulina padrdo obtida
receber 05 padides e o pectivo padrio  padrio zero (ul) wUl/ml
servirem como (u)
calibradores
A 300 - 0
B 200 100 3,3
C 200 100 9,9
D 200 100 33
E 200 100 66
F 200 100 132
G 200 100 264

e Em cada frasco devidamente identificado para receber as amostras de
plasma, foram colocados 300ul de cada amostra.

e Adicionou-se 1 ml de insulina iodada em todos os tubos.

e Naquele tubo destinado a medi¢8io total da radioatividade do iodo, foi
colocado exclusivamente 1,3 ml de insulina iodada.

e Incubou-se por 22 horas em temperatura ambiente.

e Leitura da radioatividade gama:

Desprezou-se o liquido contido nos tubos, e estes foram colocados em
posi¢do invertida sobre papel absorvente para escorrer 0 méaximo possivel.
Procedeu-se, entdo, a leitura através de um contador Gamma Cord Brand —
AMES. Mediu-se a radioatividade gama dos tubos em ordem aleatéria. Duas
medi¢des foram executadas em cada tubo e quando a diferenga da
radioatividade foi superior a 0,100 CPM (contagem por minuto) , uma nova
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leitura foi executada. Para os cédlculos foi utilizado o valor médio entre as
leituras com diferenga menor do que 0,100 CPM.
e Cilculo dos resultados:

Para cada ensaio, estimou-se a porcentagem de ligac3o entre a insulina
iodada e os anticorpos presentes na parede do tubo. Quanto maior a ligagiio da
insulina iodada, menor a quantidade de insulina contida no plasma, uma vez que
as duas substéncias competem pelo mesmo sitio de ligagdo. A seguinte férmula
foi utilizada:

% de ligagiio = CPM de cada calibrador de B a G x 100
CPM do calibrador A, o qual representa o maximo de ligagdo
Foi entdo feita uma transformagfio logaritmica para obtengdo de uma regressio

linear da seguinte maneira:
Nimero transformado = log ( % de ligagdo / 1 ~ % de ligagdo)
Tragou-se a reta de regressio plotando-se o niimero transformado no eixo das
abcissas e o logaritmo das concentragdes dos padrdes B a G (log de 3,3;9,9 ;
33 ;66 ; 32 ; 264) no eixo das ordenadas (Figura 6). A equagio de regressio
obtida foi utilizada para estimar o logaritmo da insulina plasmatica
transformando-se posteriormente este niimero em concentragio de insulina.
¢ Ensaios realizados:

Dois ensaios foram necessarios para a dosagem de todas as amostras.
No primeiro ensaio, foram dosadas as amostras obtidas nos 2 primeiros dias de
amostragens (tltimo dia do periodo de padronizaggo e quarto dia do periodo de
comparagdo). No segundo emsaio, foram dosados os 2 outros grupos de
amostras do periodo de comparagio ( dia 12 e 19) e o0s 3 grupos de amostras do
periodo de jejum (24, 48 e 72 horas). A variagdo inter-ensaio foi de 6%. Esta foi
calculada baseada nos resultados obtidos de uma mesma amostra de plasma
dividida em aliquotas, as quais foram medidas nos dois ensaios. A variagio
intra-ensaio, baseada na duplicata do calibrador A, foi de 0,9% no ensaio 1, e
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de 0,1% no ensaio 2. O R?da reta de regressio foi 0,97 em ambos os ensaios
(figura 6).

3.15 Determinacfio do indice mitético

A determinagdo do indice mitético foi feita em microscépio ético (Ken-
A-Vision) . Os micleos das células da camada basal do epitélio (figura 7) 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 mitdticas (Figuras 8, 9, 10 e 11) foram contabilizadas. O
porcentual do indice mitético foi calculado dividindo-se o mimero de células
apresentando figuras mitéticas pelo mimero total de niicleos contados (Sakata e
Tamate,1974; Tamate, Kikuchi, Sakata, 1974; Sakata e Tamate,1978a e b;
Tamate e Fell,1978; Sakata e Tamate, 1979; Sakata et al.,1980; Goodlad,1981;
Galfi et al. 1986). Dois avaliadores executaram a contagem de células em cada
papila e o nimero médio entre as duas avaliagSes foi utilizado como resultado.
Aproximadamente 400 mil células basais em 588 papilas foram contadas por
cada avaliador.

3.16 Anilises estatisticas

As varidveis medidas ao longo do tempo foram analisadas como
medidas repetidas, pelo procedimento MIXED do pacote estatistico SAS (Littell
et al, 1996). Utilizou-se a estrutura de covaridncia com o maior valor para o
critério de informagio de Akaike. As estruturas de covariincia consideradas
foram: auto regressiva de ordem 1 (Auto regressive order one - AR1), simetria
composta (Compound symmetric - CS) ¢ ndo estruturada (Unstructured -UN).
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FIGURA 6: Curva padrdo utilizada para célculo das concentragdes de insulina
plasmatica nos ensaio 1 e 2.
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FIGURA 7 : Corte longitudinal de papila do rimen, coletada no 12° dia do
periodo de comparagdo. Abaixo da linha branca estio as células da camada basal

que foram contadas para determinagdo do indice mit6tico. Coloragdo em HE.
128X%.
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FIGURA 8: Préfase mitdtica (seta) em célula da camada basal do epitélio de

papila do rimen, coletada no 12° dia do periodo de comparagdo. Coloragio em
HE. 320X.

FIGURA 9: Prometéfase mitdtica (seta) na camada basal do epitélio de papila do
rdmen, coletada no 12° dia do periodo de comparagdo. Coloragdo em HE. 630 X.
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3.16.1 Consumeo

O consumo de matéria seca foi analisado pela estrutura de covaridncia “CS”.
As varidveis medidas foram proporgdo de concentrado na dieta
ingerida, ingestio total de matéria seca por dia e consumo de matéria seca
como percentagem do peso vivo. Foi utilizado o valor médio de consumo de
cada animal ao longo do periodo de padronizagdo. Os dados foram analisados
com o seguinte modelo :

Yi;= p+Ri+Ti+ey;,

onde:

u= média geral.

R; = Efeito da ra¢a (i= Holandesa ou Jersey).

T; = Efeito de tratamento (j= concentrado 1 ou 4 vezes ao dia).

ei;= Erro residual, assumido como independente ¢ identicamente distribuido em

distribuigsio normal com média zero e varidncia o°.

3.16.2 Insulina plasmatica, pH ruminal e papilas

A andlise de insulina plasmatica e pH ruminal no periodo de aplicagdo
dos tratamentos foi realizada utilizando-se a estrutura de covaridncia “AR1”,
segundo o seguinte modelo:

Yipw= p+CV+R+Tj+ D +Pu+ T* Dy + Tj* Py, + D * Pu + Tj * D * Py
+€ijkws

onde:

p= média geral

CV= Efeito da covariavel (medi¢Ses da mesma variavel no ultimo dia do
periodo de padronizaggo).

R; = Efeito da raga (i= Holandesa ou Jersey).

T; = Efeito de tratamento (j= concentrado 1 ou 4 vezes ao dia).
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Dy = Efeito do dia de coleta (k= dia 4, 12 e 19 do periodo de comparag#o).

Py, = Efeito do tempo de coleta (w= 0, 90, 180 e 360 minutos apés alimentagio).
T;* Dy = Interagio entre tratamento e dia.

T; * P, = Interag#o entre tratamento e tempo.

Dy * Py, = Interagdo entre dia e tempo.

T; * Dy * P,, = Interago entre tratamento, dia e tempo.

€i;jxw= Erro residual.

QM de vaca dentro de tratamento foi utilizado como o erro para testar o efeito
de tratamento.

Para andlise dos dados do periodo de aplicagiio dos tratamentos e do
jejum, utilizou-se a média de pH ruminal e insulina plasmatica entre os tempos
de cada dia de coleta e o dado dnico de cada dia no periodo de jejum, sob a
estrutura de covaridncia “AR1”. Em relagiio as papilas, foram analisadas as
variaveis comprimento, érea, relagiio drea / comprimento e indice mitotico, sob a
estrutura de covaridncia “CS”. O seguinte modelo foi utilizado para estas
analises:

Yig= p+CV+ R+ T;+Dp +Tj* D +eji,

onde:

p=média geral.

CV= Efeito da covaridvel (medi¢cSes da mesma variavel no ultimo dia do
periodo de padronizagio).

R; = Efeito da raga (i= Holandesa ou Jersey).

T; = 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 comparagio e 24, 48
e 72 horas de jejum).

T;* Dy = Interagdo entre tratamento e dia.

¢i;j= Residuo.

Vaca dentro de tratamento foi o erro usado para testar tratamento.
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3.17 Locais de realizaciio do trabalho

Os procedimentos envolvendo animais foram executados no setor de
bovinocultura de leite do Departamento de Zootecnia da Universidade Federal
de Lavras (UFLA). Os procedimentos laboratoriais foram realizados no
laboratério de nutrigdo do Departamento de Zootecnia, laboratério de histologia
do Departamento de Medicina Veterinaria e laboratério de analises de alimentos
do Departamento de Ciéncia dos Alimentos, todos eles localizados na UFLA. Os
procedimentos de radioimunoensaio foram executados no Laboratério de
Anilises Clinicas Santa Cecilia,, em Lavras — Minas Gerais.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os animais que consumiram concentrado 1 vez ao dia tiveram tendéncia
a maior consumo de matéria seca como porcentagem do peso vivo que animais
consumindo concentrado 4 vezes por dia (Tabela 2). O maior consumo foi
associado & menor teor de concentrado na dieta, uma vez que a quantidade de
concentrado por dia foi fixada em 0,5% do peso vivo. O maior consumo nos
animais recebendo concentrado 1 vez ao dia refletiu 0 maior consumo de feno,
resultando em maior teor de FDN na dieta ingerida neste tratamento.

TABELA 2: Consumo de matéria seca e composigio das dietas ingeridas por
vacas ndo lactantes e ndo gestantes alimentadas com concentrado 1 ou 4 vezes
ao dia e feno de graminea ad libitum por 19 dias.

1 4 Erro Padréo P
Concentrado (% da MS) 29,6 40,7
Proteina bruta (% da MS) 93 102
Fibra em detergente neutro (% da MS) 64,6 562
Peso corporal (kg) 399 470
Consumo (kg/d) 6,0 53 07 0,58

Consumo (% do peso) 1,5 12 0,1 0,12

Os animais utilizados estavam n#o lactantes e nfio gestantes por anos e
se apresentavam em condigéo corporal tendendo a obesa. No entanto, apesar da
baixa demanda metabélica dos animais utilizados, o consumo de matéria seca
como porcentagem do peso vivo foi 82 e 105% do previsto (NRC, 1989) para
animais comendo concentrado 4 e 1 vez ao dia, respectivamente. E importante
ressaltar que as estimativas de consumo do NRC (1989) sdo baixas quando
comparadas a observagSes de vacas néio lactantes consumindo dietas de
transicéio com alto teor de concentrado (Minor et al, 1998). Extrapolagdes dos
dados obtidos neste experimento para situagdes reais de produgiio devem,
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provavelmente, ser feitas com certa cautela, j4 que as diferengas observadas
podem ser acentuadas em animais pré-parto com maior consumo de dietas
contendo teor energético mais alto.

Dois animais da raga Jersey e dois da raga Holandesa foram alimentados
com concentrado 4 vezes por dia, enquanto apenas 1 animal da raga Holandesa e
2 da raga Jersey receberam concentrado 1 vez por dia. O desbalanceamento do
experimento em termos de raga foi decorrente da morte de um animal da raga
Holandesa na segunda semana do periodo de comparagéio, causada por uma
reticulo-pericardite traumética. Animais Jersey consumiram 5,9 kg de matéria
seca por dia, enquanto animais Holandeses consumiram 5,4 kg (P = 0,67). No
entanto, animais Holandeses consumiram 1,1 % do peso vivo, enquanto animais
Jersey consumiram 1,6 % (P = 0,04). A raz#io do maior consumo por animais da
raga Jersey € obscura, apesar de interessante, devido a significincia do efeito de
raga sobre o consumo de matéria seca mesmo utilizando-se baixo mimero de

A menor freqiiéncia de alimentagiio concentrada resultou em maior
indice mit6tico nas células da camada basal do epitélio ruminal (Tabela 3). No
entanto, maior divisdo celular ndo se refletiu em aumento nas dimenses
macroscopicas das papilas do mimen. N&o foi detectado efeito da freqiiéncia de
alimentagdo concentrada sobre o tamanho papilar, potencialmente
correlacionado com maior capacidade de absorgiio do epitélio ruminal (Sutton,
Mcgilliard, Jacobson, 1962; Dirksen et al, 1984). indice mittico tem mostrado
responder agudamente a mudangas no plano alimentar (Sakata ¢ Tamate, 1978 b;
Goodlad, 1981). Proliferagio celular, no entanto, pode nio ser o unico
determinante de tamanho papilar a curto prazo. Maior fluxo sanguineo,
resultante de maior aporte nutricional e necessidade de absorgéio, pode resultar
em crescimento papilar (Tamate, Kikuchi, Sakata., 1974). Mudangas agudas
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TABELA 3: Insulina plasmética, pH ruminal, indice mitético e dimensdes
macroscopicas das papilas do rimen de vacas ndo lactantes e nfo gestantes
alimentadas com concentrado 1 ou 4 vezes ao dia e feno de graminea ad libitum.
Valores médios do periodo de comparagdo de 19 dias ajustados para o valor da
mesma varidvel no final do periodo de padronizagio.

P
1 4 Ero  Tratamento  Interagdo
Padrio Tratamento* Tempo

Insulina (sUT/ml) 136 118 18 0,54 0,02
pH 705 7,09 0,11 0,34 <0,001
indice mitético (% dos micleos basais) 097 075 0,03 0,03
Comprimento (mm) 420 525 065 0,41
Area (mm?) 649 985 145 0,22
Area/Comprimento (mm) 1,52 1,67 0,4 0,52

na capacidade de absorgdo da parede do rimen podem nfo estar relacionadas
unicamente ao tamanho papilar (Gébel, Marek, Martens, 1993).

A largura das papilas do rimen (Figura 12), medida pela relagio
érea/comprimento, foi menor no dia 4 apds a aplicagio dos tratamentos
(P <0,001 para efeito de dia ¢ P = 0,72 para a interagdo entre dia e tratamento).
Esta observagdo ¢ de dificil interpretagdo, devido ao caréter agudo e a tendéncia
negativa da mudanga (Dirksen et al, 1984). Possiveis imprecisdes na técnica de
bi6psia papilar podem estar envolvidas nesta observagdo. Evolugdes na técnica
podem incluir uma maneira mais efetiva de definigdo da regido anatémica do
ramen a ser biopsiada, bem como maior padronizagdo na altura de corte das
papilas em relagdo a parede do rimen. Observou-se visualmente que o
tamanho papilar adjacente ao pilar cranial do rimen varia marcadamente dentro
de uma érea de poucos centimetros, tanto cranial, medial ou lateralmente a este
ponto de referéncia adotado. As bidpsias realizadas entre os dias 12 e 23 foram
provavelmente mais consistentes metodologicamente, por maior experiéncia
dos autores com a técnica de coleta de papilas. Outra analise estatistica foi
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FIGURA 12: Area / comprimento das papilas do riimen de vacas nfo lactantes e
ndo gestantes alimentadas com concentrado 1 ou 4 vezes ao dia e feno de graminea
ad libitum por 19 dias, seguidos por 72 horas de jejum. Valores ajustados para a
medida da mesma varidvel no final do periodo de padronizagio (FP). (®)
Concentrado 1 vez ao dia. (M) Concentrado 4 vezes ao dia. (P = 0,52 para L) efeito
de tratamento; P < 0,001 para efeito de dia; P = 0,72 para a interagéo entre dia e

tratamento). '

|

51



executada sem os dados do dia 4, para verificar se estes seriam os tnicos
responsaveis pela alta significancia do efeito de dia sobre a macroscopia papilar
(Figura 13). Nesta andlise, o efeito de dia tendeu a significativo (P = 0,07 para
efeito de dia, P = 0,65 para interagdo entre dia e tratamento), sugerindo que o
plano alimentar, independentemente da freqiiéncia de alimentagio concentrada
(Tabela 3), afetou a macroscopia papilar. O jejum teve efeito agudo e negativo
sobre o tamanho papilar.

O indice mitético apresentou o valor mais alto no dia 4 de aplicagiio dos
tratamentos (Figura 14) nfo associado ao maior tamanho papilar [Figura 1) (P <
0,001 para o efeito de dia; P = 0,49 para a interagdo entre dia e tratamento).
Como a dimensdo do epitélio ¢ resultado dos processos de sintese e delegdo
celular (Tamate e Fell, 1978), o efeito agudo da mudanga positiva no plano
alimentar ngo foi suficiente para induzir proliferagdo celular que se traduzisse
em maior tamanho das papilas (Goodlad, 1981). No entanto, o efeito negativo
do jejum sobre o indice mitético e a macroscopia papilar foi agudo e
unidirecional (Figuras 12 e 14). A depressdo no consumo de matéria seca,
observada em vacas leiteiras no periodo peri-parto (Vazquez-Aiion et al, 1994),
pode contrapor possiveis ganhos em morfologia papilar alcangados com
aumento no aporte de concentrados antes do parto. O relacionamento entre taxa
de proliferagdo celular, tamanho papilar e capacidade de absorgdio do epitélio
ruminal no periodo peri-parto requer maior elucidagdo visando o controle
racional de acidose ruminal em vacas leiteiras.

O indice mitotico foi mais alto 4 dias apds a introdugdo dos tratamentos,
declinando nos dias 12 e 19 (Figura 13) para valores proximos aos observados
no ltimo dia do periodo de padronizagiio. A introdugio de concentrado na
dieta provavelmente causou maior produgdo de AGV, requerendo uma
maior capacidade absortiva do epitélio ruminal. E provavel que inicialmente as
células apresentaram altataxa de divisdo mitética para atingir a massa epitelial
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FIGURA 13: Area / comprimento das papilas do riimen de vacas ndo lactantes e
ndo gestantes alimentadas com concentrado 1 ou 4 vezes ao dia e feno de
graminea ad libitum por 19 dias, seguidos por 72 horas de jejum. Valores
ajustados para a medida da mesma variével no final do periodo de padronizagdo
(FP). Foram excluidos os valores do dia 4 do periodo de comparagio. (®)
Concentrado 1 vez ao dia. (W) Concentrado 4 vezes ao dia. (P = 0,55 lpara o
efeito de tratamento; P = 0,07 para efeito de dia; P = 0,65 para interagdo entre dia
e tratamento).
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FIGURA 14: indice mitético da camada basal do epitélio das papilas do riimen
de vacas nfo lactantes e nfo gestantes alimentadas com concentrado 1 ou 4 vezes
ao dia e feno de graminea ad libitum por 19 dias, seguidos por 72 horas de jejum.
Valores ajustados para a medida da mesma variavel no final do periodo de
padronizaggo (FP). (®) Concentrado 1 vez ao dia. (M) Concentrado 4 vezes ao
dia. (P = 0,03 para o efeito de tratamento; P < 0,001 para o efeito de dia; P =
0,49 para a interagdo entre dia e tratamento).
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necesséria ao novo padrio de AGV, e uma vez alcangada esta massa epitelial, a
taxa de divisdo celular retornou aos valores iniciais necessarios para manter a
renovagio celular normal do epitélio. Este perfil de variagdo no indice mitético
da camada basal do epitélio das papilas do mimen foi observado em cameiros
submetidos a infusdo intraruminal de AGV (Sakata e Tamate,1978; Sakata e
Tamate, 1979) ou a mudanga na alimentagdo de forragem para concentrados
(Goodlad,1981) .

Os valores de indice mitdtico (Figura 14) seguiram um padrio de
variagdo negativamente associado ao pH ruminal (Figura 15) e positivamente
associado aos valores de insulina plasmética [Figura 16] (P < 0,001 para efeitos
de dia, P > 0,80 para as interagdes entre dia e tratamento). A comelagdo entre
pH ruminal e concentragio de acidos graxos volateis no nimen ¢ negativa e alta
(Pereira, 1997). Os acidos graxos volateis, especialmente butirato, ¢ a insulina
sdo provaveis mediadores de proliferagdo celular no epitélio ruminal (Sakata et
al, 1980; Galfi, Gibel, Martens, 1993). Butirato é muito eficiente na
estimulagdo de secregdo de insulina (Sano et al, 1995a; Sano et al, 1995b) e foi
proporcionalmente alto em cultura de microorganismos ruminais em baixo valor
de pH (Strobe! and Russell, 1986). Um declinio na proporgdo relativa de acetato
¢ um aumento na proporgdo de propionato foi detectado no mimen de cameiros
que tiveram a dieta mudada de forragem para concentrados (Goodlad, 1981). Os
acidos graxos voléteis aparentemente induziram secregdo sistémica de insulina,
que pode ter agido como mediadora indireta do indice mitético no epitélio
ruminal. A elucidagdo dos efeitos direto e indireto dos acidos graxos volateis
sobre a proliferagdo e diferenciagio celular no epitélio ruminal de vacas leiteiras
pode propiciar maior compreensio dos mecanismos determinantes da
capacidade de absorgéio e da ocorréncia de acidose ruminal nestes animais.

O maior indice mitético observado nos animais alimentados 1 vez ao
dia (Tabela 3 e Figura 14) foi associado a variagdo nos valores de pH ruminal
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FIGURA 15: pH ruminal de vacas nfio lactantes e n3o gestantes alimentadas
com concentrado 1 ou 4 vezes ao dia e feno de graminea ad libitum por 19 dias,
seguidos por 72 horas de jejum. Valores médios ajustados para o valor da
mesma varidvel no final do periodo de padronizagdo (FP). (®) Concentrado 1
vez ao dia. (W) Concentrado 4 vezes ao dia. (P = 0,84 para o efeito de
tratamento; P < 0,001 para efeito de dia; P = 0,80 para interagfio entre dia e
tratamento).
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FIGURA 16: Insulina plasmitica de vacas n#o lactantes e nio gestantes
alimentadas com concentrado 1 ou 4 vezes ao dia e feno de graminea ad libitum
por 19 dias, seguidos por 72 horas de jejum. Valores médios ajustados para o
valor da mesma varidvel no final do pericdo de padronizagio (FP). (®)
Concentrado 1 vez ao dia. (W) Concentrado 4 vezes ao dia. (P = 0,54 para o
efeito de tratamento; P < 0,001para efeito de dia; P = 0,86 para interagdo entre
dia e tratamento).
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e insulina plasmatica (Figuras 17 e 18) apés a alimentagdo (P < 0,02 para as
interages entre tratamento e tempo, P > 0,79 para as interagGes entre tratamento
e dia), evidenciando a ndio obtengéio de condigdes de constincia metabélica em
animais recebendo concentrado 1 vez por dia. O pH relativamente alto no tempo
zero de alimentagio (Figura 17) reflete provavelmente a baixa concentragdo de
AGYV, uma vez que ji havia se passado quase 24 horas da tltima alimentacio
concentrada. O ligeiro aumento do pH nos primeiros 90 minutos apés
alimentagio pode ter ocorrido porque no ato da mastigagiio e ingestio de
alimentos h4 uma grande produgiio de saliva, com efeito tamponante sobre o pH
ruminal. Por outro lado, uma queda na insulina plasmética observada neste
tempo pode sugerir uma menor taxa de absorgio de AGV devido ao pH
relativamente mais alto (Dikstra et al., 1993). A queda brusca e linear do pH,
acomporc;ﬁo inversa pela in msulma plasmauca, é c&_se_rv_____ada_gos

tempos seguintes, provavelmente refletindo a alta ta concentragiio de AGV

(Perexra,1997) resultante_da-fermentagdo-de- mmorqum&dak

prontamente _fermentéveis——ingeridos—de~uma—sé6- vez._ O )_fomecimento de

concentrado. 4 vezes-por- dia- foi-aparentemente_eficiente >_na_manutengio de

condxcées constantes-de -fermentagfo-ruminal;- associados-a-niveis-constantes de

insulina plasmitica e menor diviséo celular no epitélio ruminal (Tabela 3).
e - T e
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FIGURA 17: pH ruminal de vacas nio lactantes e néio gestantes alimentadas
com concentrado 1 ou 4 vezes ao dia e feno de graminea ad libitum por 19 dias.
Valor médio de cada tempo nos dias 4, 12 e 19 do periodo de comparagiio,
ajustados para o valor da mesma varidvel em cada tempo no final do periodo de
padronizagéo. (®) Concentrado 1 vez ao dia. (W) Concentrado 4 vezes ao dia. (P
< 0,001 para a interagdo entre tratamento ¢ tempo, P = 0,83 para a interagdo
entre tratamento e dia).
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FIGURA 18: Insulina plasmitica de vacas nfio lactantes e nfo gestantes
alimentadas com concentrado 1 ou 4 vezes ao dia e feno de graminea ad libitum
por 19 dias. Valor médio de cada tempo nos dias 4, 12 e 19 do periodo de
comparagdo, ajustados para o valor da mesma varivel em cada tempo no final
do periodo de padronizagdo. (®) Concentrado 1 vez ao dia. (W) Concentrado 4
vezes a0 dia. (P < 0,02 para a interagfio entre tratamento e tempo, P = 0,79 para
a interagdo entre tratamento e dia).
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5 CONCLUSAO

Apesar de baixa freqiiéncia de alimentagio concentrada ndo ter induzido
diferengas macroscépicas na morfologia das papilas do riimen, as respostas em
pH ruminal, insulina plasmética e indice mitético do epitélio ruminal sugerem
que o fornecimento de concentrado em baixa freqiiéncia diaria, nas dGltimas
semanas de gestagdo, pode ser uma estratégia de manejo capaz de induzir maior
tamanho papilar, podendo reduzir a incidéncia de acidose no pds-parto de vacas
leiteiras. O jejum acentuado, no entanto, pode ter efeitos deletérios sobre a
morfologia das papilas do rimen. Priticas alimentares que visem aumentar a
capacidade de absorg@o da parede do rimen e que evitem a queda no consumo
de matéria seca observada no periodo peri-parto podem ser indicadas para maior
eficicia dos programas alimentares de vacas leiteiras nas dltimas semanas de
gestacdo.
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