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Resumo

TAVARES, Nicolas Conter. O impacto nutricional sobre o ramen, tecido laminar
e coxim digital de bovinos de corte confinados. 2018. 74f. Dissertacédo (Mestrado
em Ciéncias) - Programa de Pés-Graduagdo em Zootecnia, Faculdade de
Agronomia Eliseu Maciel, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2018.

A compreensdo das associacfes entre acidose ruminal e claudicacdo sdo bastante
estudadas particularmente em bovinos leiteiros. Entretanto, poucas intervencgdes
controladas aleatorizadas envolvendo bovinos de corte, em condi¢cdes comerciais de
producdo (confinamento) foram conduzidas até entdo. Portanto, é possivel que
variacbes nas proporcdes de concentrado da dieta em bovinos de corte possam
promover danos ruminais, com efeitos nocivos sistémicos aos tecidos constituintes
do digito. Logo, esse estudo teve como foco, identificar os efeitos macroscépicos e
histoldgicos provocados por dietas altamente energéticas, ao rimen e as estruturas
corium/laminar e coxim digital do casco de bovinos criados em sistema de
confinamento. Quarenta novilhas foram divididas em quatro grupos e alimentadas
com dietas contendo diferentes niveis de alimento concentrado. O abate ocorreu
apos 60 dias de confinamento e os digitos dos membros toracicos e pélvicos desses
animais foram mensurados com paquimetro mecanico e com o auxilio do software
ImageJ®. Foram coletadas amostras de ramen, tecido laminar e coxim digital que,
apOs processamento por técnica histolégica convencional, foram avaliadas por
morfoquantificacdo tecidual e analise microestrutural, utilizando-se microscopio
Optico e o software Motic Images Plus 2.0. Perda de consisténcia fecal, reduzida
ruminacdo e depressdo geral momentanea, nas primeiras 12 horas ap0ds a infusdo
de sacarose foram registradas na aparéncia das novilhas. Claudicacdes nao foram
observadas clinicamente (p>0,05). Os grupos 3 e 4 exibiram menor motilidade
(p<0,05) e pH ruminal(p<0,01) do que o grupo controle. Péde-se observar, 22,5%
(n=9) das lesBes macroscopicas nos rimens nos animais submetidos as dietas 3 e
4. A analise histopatologica caracterizou leve degeneracdo das células do epitélio
estratificado pavimentoso queratinizado aglandular, associada a discretos infiltrados
linfocitarios na lamina prépria e alguns vasos papilares com presenca de células
inflamatorias, em seu interior. Diferencas histopatoldgicas nos tecidos digitais
(p<0,05) foram evidentes, caracterizando uma forma mais suave de agressao ao
corium e tecido laminar. A acidez ruminal promovida pelas dietas 3 e 4 nao
influenciaram o conteddo lipidico e a composicdo da gordura da almofada digital
(p>0,05). Os sinais clinicos apresentados pelas novilhas durante o experimento
foram discretos, a ponto das mesmas ndo perderem desempenho (p>0,05).
Portanto, as dietas de alto grdo promoveram moderada alteracdo no ambiente
ruminal e tecido corium/laminar, sem danos a almofada digital das novilhas de corte.

Palavras-chave: confinamento; acidose; almofada digital; morfometria; Bos taurus
taurus.



Abstract

TAVARES, Nicolas Conter. Nutritional impact on the rumen, laminar tissue and
digital cushion of confined beef cattle. 2018. 74f. Dissertation (Master degree in
Sciences) - Programa de Pos-Graduacao em Zootecnia, Faculdade de Zootecnia,
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2018.

The understanding of the associations between ruminal acidosis and claudication are
well studied topics particularly in dairy cattle. However, few randomized controlled
interventions involving beef cattle under commercial production conditions
(confinement) have been conducted so far. Therefore it is possible that variations in
dietary starch ratios in beef cattle can promote rumen damage, with systemic
deleterious effects to the constituent tissues of the digit, such as the digital cushion
and corium / laminar tissues. The objective of this study was to identify macroscopic
and histological effects caused by highly energetic diets, rumen and corium / laminar
structures and digital cushion of the hull of cattle raised in a feedlot system. Forty
heifers were divided into four groups and fed diets containing different levels of
concentrated feed. The slaughter occurred after 60 days of feedlot in a certified
refrigerator. The digits of the thoracic and pelvic limbs of these animals were
measured using a mechanical pachymeter and with the aid of ImageJ® software.
Samples of rumen, laminar tissue and digital cushion were collected, which, after
processing by conventional histological technique, were evaluated by tissue morpho-
quantification and microstructural analysis, using optical microscope and Motic
Images Plus 2.0 software. The impact of different diets on the ruminal environment
was recorded (p<0.05). Inconsistent feces, reduced rumination and general
momentary depression in the first 12 hours after infusion of sucrose were recorded in
heifers' appearance. Lameness were not observed clinically (p> 0.05). Groups 3 and
4 showed lower motility (p<0.05) and ruminal pH (p<0.01) than the control group. It
was possible to observe 22.5% (n = 9) of the macroscopic lesions in the ruminants in
the animals submitted to diets 3 and 4. The histopathological analysis characterized
mild degeneration of aglandular keratinized squamous epithelial cells, associated
with discrete lymphocytic infiltrates in the lamina propria and some papillary vessels
with the presence of inflammatory cells in the interior. Histopathological differences in
digital tissues (p<0.05) were evident, characterizing a milder form of aggression to
corium and laminar tissue. The ruminal acidity promoted by diets 3 and 4 did not
influence the lipid content and fat composition of the digital cushion (p> 0.05). The
clinical signs presented by the heifers during the experiment were discrete, to the
point that they did not lose performance (p> 0.05). Therefore, high grain diets
promoted a moderate alteration in the ruminal environment and corium / laminar
tissue, without damaging the heifers' digital cushion.

Keywords: feedlot; acidosis; digital cushion; morphometry; Bos taurus taurus.
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1 Introducéo

A pecuéria de corte é uma atividade com grande importancia na
economia brasileira, destacando o pais no cenario mundial por possuir o
segundo maior rebanho exportador de carne bovina (ANUALPEC; USDA,
2015). A exploracdo extensiva € o sistema predominante no pais, contudo, a
alta competicdo por areas entre a pecudria e a agricultura tem gerado a
necessidade de intensificacdo da producédo, sendo a criagdo em confinamento
uma alternativa promissora para aumentar a produtividade(LOPES et al.,
2007).

No que se refere aos custos variaveis, o0 sistema intensivo tem despesas
consideravelmente maiores, principalmente devido ao investimento com a
alimentacdo dos animais. Todavia, os custos fixos (valores gastos com a
propriedade) sdo muito pequenos quando comparados ao sistema extensivo
(SOARES et al., 2015; PACHECO et al., 2016). Ainda que o fornecimento de
alimentos concentrados eleve os custos de producéo, o aumento da proporcao
de concentrado da dieta melhora o desempenho animal,ao aumentar o ganho
de peso diario e reduzir o tempo de terminacédo. Assim, o confinamento permite
um maior volume de produgcdo no mesmo espaco fisico garantindo alta
rentabilidade ao sistema (MISSIO et al., 2009).

Rotineiramente, como forma de melhorar a relagdo custo/beneficio do
sistema de criacdo, a determinacao do nivel de relacdo volumoso/concentrado
do alimento fornecido aos animais varia em funcédo da sazonalidade e do preco
desses produtos no mercado durante o momento da compra (SOARES et al.,
2015; PACHECO et al., 2016). Dessa forma, a escolha dos ingredientes a
serem utilizados na formulagéo das dietas acaba sendo pautada por questdes
econdmicas com a constante possibilidade de alteragcdo na formulagdo das
dietas (MILLEN et al., 2009).

Todavia, diversos autores sugerem que essa alteracdo na alimentacéo
dos bovinos pode acarretar consequéncias indesejaveis como o surgimento de

sindromes metabdlicas e problemas no sistema locomotor (MULLING
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&GREENOUGH, 2006; OESTERTOCK, 2009; SOUZA et al., 2006;
VATANDOOST et al., 2009).

O incremento energético na dieta dos bovinos pode promover mudancas
na constituicdo quimica das estruturas que compdem 0 casco dos animais,
como o tecido cérneo (BAGGOTT et al., 1988) e o coxim digital bovino (BAIRD
et al., 2010).

A inclusé@o de alimentos ricos em carboidratos de facil metabolizacdo na
dieta de bovinos pode ocasionar o desenvolvimento de alteragces metabdlicas
como a acidose ruminal subclinica (SARA) (ORTOLANI et al., 2010). Esse
distarbio metabdlico além de gerar queda acentuada na motilidade ruminal,
ingestdo e ruminacdo também pode afetar, secundariamente, o0 sistema
locomotor (MULLING & GREENOUGH, 2006; GRUNBERG & CONSTABLE,
2009).

A etiologia precisa e a patogénese de problemas de casco em
ruminantes nao é totalmente conhecida (BOOSMAN et al., 1991). A dieta pode
ser um fator predisponente de disturbios de locomocdo, no entanto, o
conhecimento dos mecanismos que levam a esses distirbios tém sido
descritos principalmente de forma empirica e muitas vezes séo extrapolados da
espécie equina. Porém, existem diferencas anatomofuncionais entre as duas
espécies, como auséncia de laminas secundarias da derme e epiderme no
bovino, além da regido laminar ocupar apenas a metade distal da terceira
falange, sendo menor quando comparada aos equinos (GREENOUGH, 2007).
Dessa forma, a area de aderéncia da falange ao estojo cérneo, por intermédio
da regido laminar € bem menor nos bovinos em relagéo aos equinos (LISCHER
et al., 2002). Soma-se a isso, o fato dos equinos serem animais monogastricos
e 0s bovinos poligastricos (ruminantes), o que nao permite uma perfeita
comparacao entre as duas espécies.

Apesar disso, cabe ainda salientar que, enfermidades como a acidose
ruminal subclinica(SARA) e as afeccbes podais, de forma geral, provocam

sinais clinicos de inapeténcia devido a indigestéo e dor, tornando-se alguns dos
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maiores problemas relacionados ao bem-estar animal em bovinos (FLOWER &
WEARY, 2009). Um sistema produtivo deve buscar por meio do manejo
sustentiavel a obtencdo dos melhores niveis produtivos e zootécnicos, sem
abrir mdo do bem-estar dos animais, respeitando seu metabolismo e sua
fisiologia.

A nutricdo em relag&o ao risco de claudicagdo vem sendo criticamente
avaliada, particularmente quando associada a grandes quantidades de
alimentos concentrados, ou seja, o aumento do risco de claudicacdo esta
associado ao consumo de dietas de alto grdo (MANSON & LEAVER, 1988a) e
elevado consumo de oligofrutose (DANSCHER et al., 2009, 2010; MILINOVICH
et al., 2006, 2008; THOEFNER et al., 2004, 2005). Um numero elevado de
casos clinicos e estudos observacionais fornecem provas de que as dietas
ricas em carboidratos rapidamente fermentaveis promovem acidose e que
essa, esta associada com inflamacédo do corium (ENEMARK, 2008; RAGFAR,
2007), apesar da compreensao da base causal para essas associacbes ser
limitada. Avancos recentes em meta-genbmica estdo fornecendo novos
conhecimentos sobre as relacdes entre dietas e microorganismos no rumen, e
espera-se, que estes estudos, proporcionem maior clareza em relacdo a
patogénese dessas condi¢des.

Os registros cientificos, até o0 momento relacionam o impacto da nutricao
a regido coérium/laminar, mas carecem de associagdo com a saude da
almofada digital, principalmente, quando eventos sistémicos inflamatorios estédo
presentes nas laminas e corium dos digitos de bovinos submetidos a dietas de
alto grao. Essa informacéo é importante e precisa ser melhor estudada, pois a
deplecédo da almofada digital estd associada ao escore de condi¢do corporal,
sendo relacionada também & incidéncia de Ulceras de sola e doenca da linha
branca (BICALHO et al., 2009).

Embora haja abundéncia de estudos, particularmente em bovinos
leiteiros, buscando a compreenséo das relagbes entre as estruturas do casco,

coxim digital e associacdes entre acidose ruminal e claudicacao (LEAN et al.,
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2013) ha, relativamente, poucos estudos controlados aleatorizadas envolvendo
bovinos de corte, em confinamento onde normalmente ocorrem episodios de
acidose subclinica (PLAIZIER et al., 2009).

Portanto € possivel que variacdes nas proporcées de amido da dieta em
bovinos de corte possam promover danos ruminais, com efeitos nocivos
sistémicos a outros tecidos inclusive nos constituintes do digito, como o coxim
digital, estando associados aos eventos patoldgicos ocorridos nos tecidos
coérium e laminar. Essas mudancas estruturais no casco podem predispor a

claudicacdo e desenvolvimento de lesdes podais, gerando perdas econémicas.

Compreender a relacdo entre as dietas de alto grdo com a integridade
da parede do casco e a funcdo de suporte oferecido pela almofada digital,
através de critérios clinicos e das alteragcbes anatdbmicas macroscoépicas e
microscopicas pode ser relevante na manutencdo da saude dos cascos de

bovinos de corte em confinamento.

Assim, por todos 0s motivos ja expostos, esse estudo teve como foco,
identificar as alteracdes macroscopicas e microscopicas provocadas por dietas
de alto valor energético no ambiente ruminal e no casco de bovinos de corte

em confinamento.
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2 Objetivos

2.1 Objetivo geral

O objetivo geral deste estudo foi avaliar o impacto de dietas com
distintas relacdes volumoso:concentrado sobre as estruturas macroscopicas e
histologicas do tecido ruminal, laminar e coxim digital de bovinos de corte

criados em sistema de confinamento.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar o perfil clinico de bovinos alimentados com diferentes niveis de
concentrado na dieta;

e Diferenciar macro e histologicamente o tecido ruminal de bovinos
alimentados com diferentes niveis de concentrado na dieta;

e Diferenciar histologicamente o tecido laminar de bovinos alimentados
com diferentes niveis de concentrado na dieta;

e Determinar, se as dietas com diferentes niveis de concentrado
promoverao alteracdes no posicionamento da falange distal no estojo
corneo de novilhas de corte, sob regime de confinamento;

e Diferenciar, histologicamente, as propor¢cdes de tecido conjuntivo,
adiposo e vascular do coxim digital de bovinos alimentados com
diferentes niveis de concentrado na dieta;

e Quantificar e comparar o volume e peso de tecido lipidico digital entre
bovinos alimentados com diferentes niveis de concentrado na dieta;

e Determinar a variagcdo na espessura do espaco de localizagdo do coxim
digital dos cascos de novilhas suplementadas com diferentes niveis de
concentrado na dieta;

e Caracterizar Escore de Condicdo Corporal (ECC), ganho médio diario e
rendimento de carcaca entre bovinos alimentados com diferentes niveis

de concentrado na dieta.
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3 Hipotese
Dietas com alta relacdo de concentrado causam alteracfes as estruturas
macroscopicas e histologicas do tecido ruminal, laminar e coxim digital de

bovinos de corte criados em sistema de confinamento.
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4 Reviséo bibliografica
4.1 Anatomia do casco bovino

Os bovinos séo animais biungulados, ou seja, possuem a porcéao distal
de seu aparelho locomotor (membros toracicos e pélvicos) terminada em dois
digitos. Esses, por sua vez, sdo recobertos externamente pela unha ou cépsula
cornea que envolve e contém em seu interior 0s 0ssos, tenddes, ligamentos e
demais tecidos que compdem a porcao distal dos membros (MACLEAN et al.,
1971).

No interior da capsula cérnea situam-se a falange distal (terceira
falange), a extremidade distal da segunda falange ou falange média, a bolsa
podotroclear, 0 0sso sesamoide distal ou navicular, a por¢cdo terminal dos

tendBes extensores e flexores e os ligamentos articulares (TULIO, 2006).

Em relagcdo a morfologia os cascos dos bovinos apresentam regides
distintas denominadas: coroa ou bordo coronério, parede ou muralha do casco,
sola ou regido palmar, taldo e linha branca. As trés Ultimas regides costumam
ser locais comuns para o desenvolvimento de lesGes podais secundarias a
laminite como Ulcera de sola, erosdo de taldo e doenca da linha branca,
respectivamente (MARTINS et al., 2008). A linha branca é a regido onde se

unem o cérium solear e corium laminar (KONIG E LIEBICH, 2004).

Estruturalmente o casco dos bovinos é composto por diversas estruturas
que se relacionam de forma interdependente visando a manutencdo do
equilibrio e da saude dos trés tecidos constituintes do casco: a epiderme, a
derme e o tecido subcutaneo (TULIO, 2006).

A epiderme é constituida pela capsula cornea, ou casco, que € a porcao
externa queratinizada dos digitos e pode se dividir em estrato basal, estrato
germinativo e estrato corneo. O estrato cérneo por sua vez € composto pelo
estrato externo, estrato médio e estrato interno também chamado de laminar
(MENDES et al., 2010).

Ja a derme também chamada de cérion € um tecido altamente
vascularizado que proporciona o0 aporte sanguineo necessario para garantir a

nutricdo das demais estruturas (epiderme e tecido 6sseo). A derme é
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subdividida em trés regides: o perioplo ou derme coronariana (banda coronaria)
formada por papilas vascularizadas, a derme tubular ou parietal (localizada
abaixo da derme coronariana) e a derme lamelar (porgcao vascular intimamente
ligada & falange distal) (ACUNA, 2004; BUDRAS et al. 1998).

O tecido subcutaneo compde o coxim digital bovino ou almofada digital
responsavel pela absorcdo e consequente amortecimento dos impactos
gerados pelo peso do animal durante seu deslocamento (BAIRD et al., 2014,
BORGES et al., 2015).

O coxim digital bovino também chamado de almofada digital ou torus
digital € uma estrutura lipidica, responsavel pela amortizacdo dos efeitos que o
peso do animal exerce nas estruturas que constituem o casco esteja o animal
em movimento ou em estacdo. Essa estrutura também é responsavel por
auxiliar o retorno venoso do sangue que irriga e nutre as estruturas internas do

casco (BORGES et al. 2015).

Localizado entre a falange distal e a sola, o coxim auxilia na dissipacao
das forcas dentro da cpsula cérnea e a prevenir a compressao e o0 trauma
eventual as estruturas adjacentes. Consiste de trés por¢cdes com formato
cilindrico (axial, média e abaxial) que se estendem paralelamente

acompanhando o tend&o flexor profundo até o taldo (RABER et al., 2004).

A almofada digital € formada pelo tecido subcutaneo modificado e
composta por tecido conjuntivo fibroelastico, fibras colagenas, tecido adiposo e

vasos sanguineos (LIMA et al., 2014).

4.2 Histologia do casco bovino

A parte externa da capsula cérnea bovina (epiderme) € formada a partir
da diferenciacdo celular dos queratindcitos do estrato basal. A epiderme é
formada por quatro camadas celulares: estrato basal (camada mais interna),
estrato espinhoso, estrato granuloso e estrato corneo (camada mais externa).
Essa diferenciacdo (queratinizacdo) permite o constante crescimento e

renovacdo celular da cépsula cérnea a partir do processo de proliferagéo,
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diferenciacdo e cornificacdo (morte programada) dos queratinocitos
(TOMLINSON et al., 2004).

Os queratindcitos produzem em seu interior filamentos de queratina,
uma proteina estrutural composta por vinte aminodacidos, insolivel em agua
gue confere principalmente rigidez e impermeabilidade a epiderme. A cisteina &
um dos aminoacidos que constituem a queratina e possui um atomo de enxofre
em sua molécula (grupamento sulfidrila). Essa caracteristica permite que a
cisteina constitua pontes dissulfeto, ligagdes moleculares muito fortes que
garantem a estabilidade da queratina (RAKES & CLARK, 1984). Quanto maior
o grau de diferenciacdo celular, maior o conteudo de cisteina nas células
(GODWIN, 1962). Externamente os queratindcitos se encontram envolvidos por
uma substancia extracelular, o cemento, produzido na camada espinhosa e
constituido por glicoproteinas e lipideos que conferem aderéncia as células
(TULIO et al., 2006).

A lamina basal separa a epiderme da derme e é composta por colageno
e glicoproteinas. Sua funcdo, além de manter a aderéncia entre as estruturas é
de orientar o crescimento dos queratindcitos. Dessa forma, danos a membrana
basal podem ocasionar a formacdo de um tecido corneo de ma qualidade e
mais susceptivel a traumas externos (GREENOUGH, 2007; SHEARER et al.
2006) .

A derme, regido altamente vascularizada e enervada responsavel pelo
aporte nutricional das demais estruturas do casco, é constituida principalmente
por fibras colagenas e fibras elasticas. Na parte solear a derme apresenta
papilas que se projetam na epiderme (juncdo dermo-epidermal), essas
estruturas aumentam a aderéncia e garantem maior estabilidade ao casco
durante movimentos de tracdo (KONIG E LIEBICH, 2004; SHEARER et al.
2006).

4.3 Fatores predisponentes as lesdes dos cascos
KNOTT et al. (2007) elencaram os fatores de risco para lesbes dos
cascos e o0s classificaram em trés categorias: ambiental, anatbmico e

sistémico. O risco ambiental se refere a caracteristicas como a dureza do piso,
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a quantidade e composicdo de matéria organica acumulada, superficie
desconfortavel para deitar (forcando os animais a passarem longos periodos
em estacdo) e trauma fisico aos cascos causados por superficies irregulares. A
anatomia dos cascos pode predispor a lesdes quando o animal apresenta ma
conformacao de pernas e pés, crescimento exagerado dos cascos e excesso
de peso. Ja os fatores sistémicos se referem, por exemplo, aos efeitos toxicos
por distdrbios ruminais (acidose) e alteragcBes hormonais que acompanham o0s

eventos referentes ao parto e a lactacéo.

4.4 Biomecanica

Em condicdes normais os bovinos distribuem 60 % de seu peso
corpéreo sobre os membros anteriores e 40 % sobre os membros posteriores.
Contudo, o fato de os membros toracicos estarem ligados ao corpo por meio de
tendBes e ligamentos favorece o amortecimento dos impactos gerados aos
digitos ainda que esses suportem uma maior carga. Ja a ligacdo dos membros
pélvicos através da articulac@o sacro-iliaca (coxo-femoral) € mais rigida, dessa
forma, os impactos de deslocamento e sustentacdo do peso sdo absorvidos

guase que exclusivamente pelos digitos (FERREIRA, 2005).

Alteracbes nessa distribuicdo natural do peso corporal promovem o
desgaste desigual do estojo corneo favorecendo o aparecimento de lesdes nos
cascos (LIMA, 2011).

O ambiente também €& um fator determinante na biomecanica dos
cascos. Além disso, em pisos duros como o concreto o desgaste das solas
pode ser até 35% superior quando comparado as solas de animais criados a
campo (TRANTER & MORRIS, 1992). Em terrenos macios, mais semelhantes
aos naturais, o apoio do peso corpéreo sustenta-se, em maior parte, na regido
axial da sola devido ao afundamento no solo da regido bulbar e parte da
parede do casco (SAGUES, 2002).

Os digitos posteriores laterais dos bovinos sustentam a maior parte do
peso em comparacdo com os digitos mediais além de possuirem uma maior

area de contato com o solo. Quando em estacdo a regido bulbar do casco
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lateral sofre maior presséo e essa forca pode ser até duas vezes maior quando
o animal estd em movimento (VAN DER TOL et al., 2003).

A conformagdo dos cascos ou morfometria pode influenciar a
biomecénica do animal uma vez que a area de contato do digito com o piso
pode ser afetada pelo tamanho ou formato da unha (VAN DER TOL et al.,
2003). A presenca de lesGes dolorosas também pode alterar a distribuicdo do
peso corporal uma vez que o animal procura diminuir o impacto sobre a regiao
afetada (FLOWER et al. 2005).

4.5 Morfometria digital

Os estudos morfométricos tém como finalidade principal avaliar tanto a
qualidade quanto a saude dos cascos de bovinos visando colaborar para a
compreensao da etiopatogenia das enfermidades podais (PINTO et al., 2017).
Essa visdo aborda o fator individual, ou seja, sugere que exista uma
predisposicdo do animal acometido no surgimento de enfermidades
consideradas de causa multifatorial (TULIO, 2006).

Racas com digitos maiores tendem a apresentar baixos indices de
claudicacbes e problemas relacionados ao sistema locomotor. Assim, as
medidas morfométricas, por sua relativa herdabilidade (DISTL et al. 1990),
podem ser utilizadas para a selecdo de animais mais resistentes as

enfermidades podais.

Embora a morfometria seja um tema ainda pouco abordado na literatura
cientifica, acredita-se que o estabelecimento de padrdes morfométricos dentro
das diferentes racas na espécie bovina pode contribuir para a escolha de
animais menos susceptiveis a condicdes ambientais e de manejo (CAMPOS,
2012). Fatores esses de grande relevancia e que também podem desencadear

o desenvolvimento de claudicagdes e afec¢des de casco (SILVA, 2012).

A determinacgdo do padrdo morfométrico dos digitos higidos de bovinos
pode auxiliar os profissionais da area de podologia em procedimentos que

busquem tanto os cuidados profilaticos e rotineiros de casqueamento quanto o
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tratamento de enfermidades como a Ulcera de sola, erosdo de taldo e doenca
da linha branca (TULIO, 2006).

A mensuracdes dos digitos podem ser obtidas de diversas formas como
a partir de paquimetro eletrénico (LIMA, 2011) ou paquimetro mecéanico (SILVA
et al., 2015), transferidor graduado (CAMPOS, 2012), andlise de imagens
radiograficas ou imagens tomograficas (SILVA, 2012) e também através de
podogoniometro (PINTO et al., 2017).

4.6 Acidose ruminal

O consumo de alimentos altamente metabolizaveis ricos em carboidratos
gera a producdo de grandes quantidades de acido latico no ambiente ruminal
devido a rapida proliferacdo de bactérias Gram-positivas. Essa sobrecarga leva
a diminuicdo do pH do fluido ruminal provocando o desenvolvimento da acidose
ruminal. A persisténcia do quadro de acidose por longos periodos pode
ocasionar a diminuicdo dos movimentos ruminais e até mesmo a atonia do
orgdo, dificultando ainda mais a remissdo dos sinais e resolu¢do do quadro
clinico. A acidose sistémica é a evolucdo da enfermidade e cursa com sinais de
diarréia, desidratacao, inapeténcia, prostracdo, coma e pode levar o animal a
Obito (ORTOLANI, 1979). A acidose ruminal pode se desenvolver de duas
formas: acidose ruminal aguda na qual geralmente o animal ingere um grande
volume de alimento concentrado de uma s6 vez e a acidose ruminal subclinica
(SARA).

A SARA se desenvolve a partir de um desequilibrio nutricional da dieta.
O organismo do animal € mantido por longos periodos em acidose, com pH de
fluido ruminal abaixo de 5,8. Os sinais clinicos sdo pouco perceptiveis e a
enfermidade acarreta efeitos ao longo prazo como o desenvolvimento de
hiperqueratose das papilas ruminais, rumenites, Ulceras no rimen, abcessos

hepaticos e acometimento do sistema locomotor (VECHIATO, 2009).
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4.7 Laminite

A laminite € uma manifestacdo clinica caracterizada pela inflamacéo
asséptica das laminas do casco. Essa condi¢cdo ndo possui uma etiopatogenia
estabelecida sendo seu desenvolvimento comumente atribuido a causas
multifatoriais como manejo alimentar, ambiente ou como manifestacao
secundaria em decorréncia de outras enfermidades como a acidose ruminal. O
aumento de volume provocado pelo edema devido a inflamacéo das estruturas
internas do casco associado a rigidez da cépsula cérnea que impede a
distensédo da estrutura geram uma sensacdo bastante dolorosa ao animal. A
laminite nos bovinos pode manifestar-se de trés formas distintas: aguda,
subclinica e crénica (FERREIRA et al. 2005).

A laminite aguda é a forma menos comum da doencga e esta relacionada
as alteracdes que ocorrem durante o inicio da lactacdo como o relaxamento
das estruturas por efeito hormonal e diminuicdo da espessura do coxim digital.
Os sinais clinicos da laminite aguda s&o: a claudicacdo, 0 aumento de
temperatura dos cascos, a dificuldade do animal em locomover-se e de manter-
se em estacdo, a congestdo, o edema e a demonstracdo de sensibilidade da
banda coronaria ao pincamento digital (DANSCHER et al. 2010).

Na laminite subclinica ou subaguda os sinais no decorrer da
enfermidade ndo séo precisos ocorrendo raramente sua identificagdo no inicio
da manifestacdo. A evolucdo da laminite subclinica ocorre normalmente com o
surgimento de lesdes na regido da sola (Ulceras, erosbes e hemorragias)
(FERREIRA et al. 2005).

Os casos de laminite crénica ocorrem apés longos periodos de
desenvolvimento da enfermidade. Nessa fase os sinais clinicos cursam com
deformagBes no estojo corneo, diminuicdo do angulo das pingas (cascos
achinelados) e fendas na muralha. Essas alteracfes estdo relacionadas a
formacdo de um tecido corneo de baixa qualidade por deficiéncias nutricionais
ou transtornos metabdlicos decorrentes do desenvolvimento da laminite
(MARTINS et al., 2008).

Maclean et al. (1971) descreveram a histopatologia da laminite aguda e

da laminite crénica em vacas leiteiras. Os achados histopatoldgicos na laminite
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aguda caracterizam-se por: hiperemia no corium solear, cérium laminar, lamina
dermal e papilas, diapedeses no corium laminar e solear, tromboses e
distensdo em grandes e pequenos vasos, macréfagos com hemosiderina,
edema ao redor dos grandes vasos e tecidos adjacentes, grandes hemorragias
no cérium solear, infiltrado inflamatério, células do estrato germinativo inchadas
e desorganizadas com nucleos aumentados, arredondados e menos corados e
nucléolo em posicdo central. Ja nos casos de laminite cronica as
caracteristicas histopatolégicas apontadas foram: alteracdes vasculares nas
regides solear e laminar, dilatacdo de capilares e vénulas, hipertrofia da tunica
media, proliferacdo da tunica intima e fibrose da tunica adventicia de arteriolas
e artérias, neovascularizacdo na base da lamina dermal, esclerose do tecido
conjuntivo, presenca de tecido granular e fibroso ao longo do corium, infiltrado
de células mononucleares na base da lamina epidermal e ao redor dos plexos

vasculares.

A laminite por ser um processo iniciado a partir de um distarbio vascular
tem suas primeiras consequéncias demonstradas na derme ou cérium regido
responsavel pela nutricdo das demais estruturas do casco (LARSON et. al.,
1956). Os disturbios vasculares dificultam ou até mesmo impedem a irrigacao
adequada das células epidermais o que pode ocasionar ao longo prazo a
formacdo de um tecido cornificado de baixa qualidade (MULLING & LISCHER,
2002).

Ossent e Lischer (1998) descreveram a progressdo das lesGes na
patologia da laminite em trés fases: A primeira sendo um distarbio vascular
incluindo hemorragia, isquemia e trombose. A segunda fase com inflamacéo e
necrose tecidual com afundamento da terceira falange e uma terceira fase com
lesGes ulcerativas de sola, erosdo e separacéo da linha branca e deformacéao

da cépsula do casco.

4.8 Efeito nutricional na fisiologia e anatomopatologia do organismo de
bovinos
Nutricionalmente, tanto o excesso, quanto a deplecdo de macro e

micronutrientes na dieta de bovinos pode predispor a claudica¢des ou afetar a
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salude dos digitos (LEAN et al. 2013). A nutricdo é um fator determinante no
processo de diferenciacdo das células epidermais (queratinizacdo). Nutrientes
como lipideos, proteinas, macrominerais (célcio, foésforo, selénio e enxofre),
microminerais (cobre, zinco e manganés) e vitaminas (biotina, vitamina E) sao
indispensaveis para a qualidade do casco que sera formado (LEAN et al.,
2013).

Os parametros dos componentes dietéticos necessarios para se atingir a
qualidade biomecanica ideal na formacao estrutural dos tecidos do casco ainda
nao estdo completamente estabelecidos. Entretanto, ndo ha duvidas de que, o
desenvolvimento de um casco saudavel depende da qualidade de formacéo e

manutencao de suas estruturas constituintes (LEAN et al., 2013).

Dietas pobres em enxofre (elemento importante das pontes dissulfeto)
podem contribuir para formacdo de um tecido corneo de baixa qualidade,
afetando dessa forma a estabilidade do casco bovino. Da mesma forma que
dietas com baixo teor lipidico como no caso de forragens conservadas podem
determinar perda de estabilidade estrutural no casco uma vez que a substancia

cementante €, em grande parte, formada por lipideos.

Um plano alimentar constituido principalmente por carboidratos de facil
metabolizacdo pode causar disturbios de queratinizacao, levando as alteracées
morfolégicas e de dureza da queratina, atuando, portanto, como um fator
predisponente de alteracdes nos locomotores (BAGGOTT et al.,, 1988;
HENDRY et al., 1999).

7

A infusdo intraruminal de &cidos graxos volateis é capaz de induzir
distarbios nos epitélios estratificados do rimen, cascos, focinho e chifres de
bezerros, evidenciando a acdo sistémica dos acidos (COSTA, 2003). A elevada
acidez no ambiente ruminal causada pelo fornecimento de carboidratos néo-
estruturais (amido) provoca a hiperqueratose das células da mucosa reduzindo
a absorcéo de acidos graxos volateis, contribuindo também, para a ocorréncia
de inflamacéo (STEELE et al., 2011).

Casos de acidose ruminal aguda induzida experimentalmente provocam
hiperemia dos cascos, levando a acreditar que existe uma ligacdo entre

nutricdo e problemas de casco (MORROW et al., 1973). Segundo Berchielli et
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al. (2009), isso é causado pelas mudancas na formacéo do tecido cérneo da
sola do casco, além de alteracbes vasculares devido a liberacdo de
mediadores vasoativos durante episodios de acidose ruminal. No entanto,
faltam estudos com bovinos de corte em condigcbes comerciais de produgéo

nas quais normalmente ocorre acidose subclinica (pLAIZIER et al., 2009).

Contudo, o que tem sido mais aceito € a possibilidade de mudltiplos
fatores, atuando isoladamente ou em conjunto, afetarem a habilidade da célula
epitelial de sintetizar proteinas de queratina e substancia intracelular. O
aumento na taxa de diferenciacdo celular pode resultar em queratinizacao
incompleta ou prematura das células epiteliais, provocando uma producéo de
queratina de qualidade inferior (BUDRAS et al., 1996). Portanto, disturbios de
queratinizacdo podem atuar como fator predisponente de problemas de casco

em bovinos.

Assim, além de mudancas na queratinizacao do estojo cérneo é possivel
que variacfes na dieta de bovinos de corte possam promover efeitos deletérios
sistémicos a outros tecidos constituintes do digito, como tecido laminar e coxim
digital. Essas mudancas estruturais no casco podem predispor a maiores taxas
de claudicacdo e desenvolvimento de lesbes podais, gerando perdas
econbmicas. Morfologicamente a proporcdo das estruturas constituintes do
casco, em especial do coxim digital, pode variar conforme a dieta (BAIRD et al.,
2010), idade (RABER et al., 2006), escore de condicédo corporal (BICALHO et
al., 2009) e raca dos animais (SILVA et al., 2015).

A adicdo de sementes de linhaca a dieta de touros proporciona um
incremento de &cidos graxos de cadeia longa na composicdo do coxim digital
desses animais. Os autores desse estudo sugerem que as mudancas na
composicao do coxim digital bovino podem promover maior suporte dos cascos
e que, portanto, as alteragbes como o teor dos 4cidos graxos precisam ser

considerados no caso de alteragdes dietéticas (BAIRD et al. 2014).

O deposito lipidico no coxim digital de bovinos é diretamente afetado
pela dieta (CASUTT et al. 1999). Em consequéncia de um plano alimentar
diferenciado a composicdo do coxim digital também varia entre animais

confinados e animais de sistema extensivo. Bovinos confinados possuem
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menor teor lipidico e maior concentragcdo de acidos graxos O6mega-6 nas
almofadas digitais enquanto os animais provenientes de sistema extensivo
apresentaram maior concentracdo de acidos graxos 6mega-3 (RABER et al
2015).

Novilhas apresentam maiores taxas de acidos graxos saturados nos
coxins digitais do que as vacas, a partir da primeira lactacdo a taxa de acidos
graxos vai aumentando gradativamente. A partir da terceira lactagdo a gordura
dos coxins também vai diminuindo assim como a sua espessura com 0 avango

da idade e passar das lactacdes (IZCl et al. 2011).

Durante a lactacdo a mobilizacdo de gordura corporal para a formacao
do leite ocasiona a diminuicAo da espessura do coxim digital. Esse fato
combinado ao relaxamento das estruturas suspensoérias do casco pela acdo
hormonal permite a mobilidade da terceira falange. O afundamento da terceira
falange ocasiona contusdes a regido da sola, por esse motivo as claudicacoes
sdo comumente descritas na fase de lactacdo em especial para primiparas que
ja possuem normalmente coxins digitais menos espessos (BICALHO et al.,
2009).

A concentracdo lipidica varia entre as diferentes por¢cdes do coxim
digital. Aparentemente o incremento lipidico na dieta ndo afeta a concentracdo
lipidica nos coxins mas pode afetar a sua composicdo (BAIRD et al., 2010). O
conteudo lipidico do coxim € mais vulneravel a dietas pobres em &cidos graxos
e antioxidantes como a vitamina E em baixas concentracdes do que ao teor
lipidico dietético (LEAN et al, 2013). As almofadas digitais por sua maior
concentracdo lipidica em comparacdo a outros tecidos do corpo do animal
sofrem diretamente os efeitos de uma dieta com teor restrito de lipideos.

Manson e Leaver (1998) forneceram diferentes quantidades de
concentrado a novilhas e perceberam o aumento nos escores de locomocao,
entretanto, os escores foram diminuindo no decorrer das semanas de lactagéao.
A recuperacao de alteracdes no tecido laminar de vacas em periodo pos-parto
também foi descrita por Tarlton et al., (2002) em um periodo de 12 semanas de
observacéo. Segundo os autores, quando sdo minimizadas as interferéncias

ambientais, as estruturas do casco se regeneram, ao passo que persistindo as
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agressfes ambientais as lesdes se exacerbam. Esse fato ressalta a

importancia do efeito ambiental na patogenia das lesdes de cascos.
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5 Metodologia

Os procedimentos aqui descritos foram realizados mediante a aprovacao
da Comissédo de Etica em Experimentacdo Animal (CEEA) da Universidade
Federal de Pelotas (UFPel), sob o cédigo CEEA 0105185/2017.

O presente estudo foi composto por duas etapas. A primeira a campo
onde foram aplicados os tratamentos e realizadas as coletas de dados e
amostras no confinamento e frigorifico. Subsequentemente, as amostras foram
processadas e analisadas no Laboratério de Histologia do Departamento de

Morfologia do Instituto de Biologia da Universidade Federal de Pelotas - UFPel.

5.1 Estac&o experimental

O experimento foi conduzido na cidade de S&o Lourenco do Sul - RS,
nas coordenadas geograficas 31°16'31.0"S 51°59'54.5"W, em propriedade com

confinamento comercial de bovinos de corte e frigorifico, onde os animais

foram terminados e abatidos respectivamente (Figura 1).

P
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Figura 1. Estrutura fisica de estacdo experimental, Sdo Lourenco do Sul - RS. 1: Galp@es de
confinamento; 2: Frigorifico; 3: Tronco de contencdo; 4: Balanca de pesagem; 5: Pista de
afericdo do escore de locomocao; 6: Casa do veterinario; 7: Silos secadores de grao.
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O confinamento foi em sistema de galpao fechado (galpdo de encerra)
em baias coletivas de 6x7 m totalizando 42 m2 (4,2 m?/cabeca) e pé direito de
seis metros, proporcionando sombreamento e dimensbes adequadas para
auxiliar no conforto, diminuir estresse térmico e favorecer o bem-estar dos
animais. As baias tinham piso de concreto levemente inclinado para facilitar a
limpeza de dejetos, bebedouros com enchimento automatico e cochos de

alimentagao.

O frigorifico cumpre com todos 0s requisitos legais e sanitarios para
funcionamento dentro das normas municipais (BRASIL, 1997).

5.2 Animais e delineamento experimental

Para a conducdo do experimento foram utilizadas 40 novilhas (Bos
taurus taurus) das racas Angus e Hereford, sendo 20 novilhas Angus e 20
Hereford, com idades aproximadas de 18 meses e peso médio inicial de 341 +
57,13 kg. Todas eram provenientes de recria em sistema de pastejo continuo
de campo nativo. Em termos morfométricos, a populacdo selecionada foi

relativamente, homogénea e consistente com os padrfes fenotipicos das racas.

Para que os bovinos fossem incluidos no estudo, os mesmos deveriam

se enquadrar nos seguintes critérios:

(1) ndo ter historico de tratamento recente com antiinflamatérios néo

esteroidais (AINE) e/ou antiinflamatérios esteroidais (AIE);

(2) apresentar Escore de Condi¢cdo Corporal (ECC) entre trés e quatro,
em uma escala de zero a cinco, onde zero significa muito magro e cinco
significa obeso (NICHOLSON & BUTTERWORTH, 1986).

Todos os animais selecionados eram clinicamente higidos e néo

apresentavam histérico de doenca sistémica ou de lesdes de casco.
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ApOs esta prévia selecdo, realizou-se a separacdo dos animais em
quatro lotes experimentais, a partir de blocos ao acaso, com cinco animais por
raca em cada grupo. Desta forma, buscou-se o controle “a priori” da
variabilidade das novilhas, agrupando as mesmas em blocos homogéneos,

removendo-se uma fonte de variabilidade (raca) (Figura 2).

A N e e i - ¥
Figura 2. Grupos experimentais logo apés delineamento com as racas Hereford e Angus.

Posteriormente, todos os animais foram identificados com brincos
numerados, pesados, e avaliados novamente quanto ao ECC para registro
individual dos dados zootécnicos. As novilhas foram confinadas em quatro
baias coletivas (10 novilhas/baia) com fornecimento de &gua ad libitum e

arracoamento realizado duas vezes ao dia.

5.3 Tratamentos

Quatro dietas, consistindo em diferentes niveis de relacdo
volumoso:concentrado foram desenvolvidas para provocar variagcdes de pH
ruminal, na populacdo experimental. Quarenta animais foram divididos em

guatro grupos de dez, sendo:
Grupo 1 - Dieta 1 - 48% de volumoso e 52% de concentrado;

Grupo 2 - Dieta 2 - 30% de volumoso e 70% de concentrado;
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Grupo 3 - Dieta 3 - 30% de volumoso e 70% de concentrado +

sacarose;
Grupo 4 - Dieta 4 - 100% de concentrado (Tabela 1).

Na tabela 1, podem ser observados os ingredientes utilizados nas dietas

experimentais.

Tabela 1. Caracterizagdo das dietas (kg/MS) fornecidas as novilhas
pertencentes as racas Angus e Hereford confinadas

Tratamentos (Relacdo volumoso/concentrado)

Alimentos 1 (48:52) 2 (30:70) 3(30:70) 4 (0:100)
Silagem de milho, kg/MS 3,750 2,240 2,240 0,00
Concentrado, kg/MS 4,050 5,440 5,440 7,425
CMS, kg 7,800 7,680 7,680 7,425

CMS: Consumo de matéria seca total

As exigéncias dos animais foram determinadas de acordo com o
National Research Council (NRC) (1996). Ao longo do experimento foram
coletadas amostras dos alimentos (Tabela 2) e das dietas (Tabela 3) para

analise bromatologica dos alimentos oferecidos as novilhas.

Tabela 2. Composicao bromatoldgica dos alimentos oferecidos as novilhas
das racas Angus e Hereford confinadas

Alimentos
Componentes Volumoso Concentrado (Dietas 1, 2 Concentrado (Dieta 4)
e3)
MS, % 35,5 90,0 90,0
MM, % 2,5 3,17 1,75
FDN, % 59,2 23,77 28,54
FDA, % 30,31 13,91 14,54
PB, % 6,39 14,77 11,32
EE, % 4,0 4,97 5,37
NDT, % 60,00 67,71 81,29

MS: Matéria seca; MM: Matéria mineral; FDN: Fibra em detergente neutra; FDA: Fibra em
detergente acida; PB: Proteina bruta; EE: Estrato etéreo; NDT: Nutriente digestivel total
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Tabela 3. Composicdo bromatoldgica das dietas experimentais

Dietas (Relac&o volumoso:concentrado)

Componentes
1 (48:52) 2e3(30:70) 4 (0:100)
MS, % 100 100 100
MM, % 1,20 0,75 1,75
FDN, % 43,25 37,73 28,54
FDA, % 22,35 19,42 14,54
PB, % 8,90 9,84 11,32
EE, % 4,71 4,96 5,37
NDT, % 71,07 74,90 81,29

MS: Matéria seca; MM: Matéria mineral; FDN: Fibra em detergente neutra; FDA: Fibra em
detergente acida; PB: Proteina bruta; EE: Estrato etéreo; NDT: Nutriente digestivel total

Com excec¢do dos animais que receberam a dieta 4, todas as novilhas
dos outros grupos experimentais foram submetidas a 15 dias de adaptacéo aos
planos nutricionais impostos, sendo as novilhas divididas em quatro grupos de

10 animais, com diferentes niveis de amido e carboidratos sollveis.

As dietas 2 e 3 foram idénticas, quanto a oferta de alimento,
diferenciando-se apenas na adicdo de 4,038 + 0,273 kg de sacarose (alimento
altamente energético), administrado por via oral, em dose Unica, através de
sonda ororuminal, uma semana previamente ao abate. O calculo da quantidade
de sacarose fornecida foi baseada na técnica descrita por Ortolani (1995),
seguindo a equacdo Y = 1057 + 43,1 x PV %75 onde Y é a quantidade de
sacarose expressa em gramas, PV é o peso vivo em quilos e PV 07
corresponde ao peso metabdlico. O resultado obtido, a partir desta férmula foi
decrescido em 15%, como realizado por Maruta (2002), visando minimizar os

riscos a salde dos animais.

A silagem de milho foi produzida através do plantio de milho na
propriedade, e o concentrado misturado aos ingredientes foi disponibilizadopelo
estabelecimento rural.As quantidades dos alimentos fornecidos e sobras
diarias, de todos os grupos foram pesadas e ajustadas de forma a sempre

permitir cinco a dez por cento de sobras (CAMPOS et al., 2016).



38

5.4 Manejo e cuidados com 0s animais

Os animais foram submetidos a um periodo de adaptacdo com duracao
de 15 dias previamente ao inicio do experimento (exceto o grupo 4),
objetivando acostumarem-se a dieta usada em confinamento, ao ambiente e ao
manejo. ApOs esse periodo, 0s bovinos receberam as dietas dos tratamentos
por 45 dias totalizando dois meses de confinamento.

As dietas dos diferentes tratamentos foram fornecidas ad libitum e
divididas em duas refei¢cdes diarias (08:00 e 17:00 horas), com ingestdo ad
libitum de agua. A gquantidade de alimento fornecido era pesada diariamente e
ajustada de forma a sempre permitir cinco a dez por cento de sobras, que
posteriormente eram pesadas e registradas diariamente antes da primeira
refeicdo do dia (CAMPOS et al., 2016).

Diariamente, os animais eram retirados das baias e conduzidos a uma
area externa fechada, onde eram estimulados a movimentarem-se para
observacdo do escore de locomocgédo. A limpeza das baias era realizada

semanalmente durante a saida dos animais para a area externa.

5.5 Avaliagéo clinica

Ao término do confinamento, quando os animais foram destinados ao
jejum pré-abate, realizou-se o0 exame clinico geral e afericdo do pH ruminal em
todos os animais, individualmente, em um brete de contencdo. Nos animais

induzidos (Grupo 3) realizou-se os exames 24 horas pos inducao.

O exame clinico geral dos animais incluiu auscultacdo da frequéncia
cardiaca (FC), frequéncia respiratoria (FR), tempo de preenchimento capilar
(TPC), afericdo da temperatura retal (TC®), turgor cutaneo (TC), coloracédo das

mucosas (CM) e motilidade ruminal (MR) conforme descrito por Feitosa (2004).

Para mensuracéo do pH foram colhidas amostras de fluido ruminal logo
apos o exame clinico, no periodo vespertino, a partir de ruminocentese dorso-

medial e mensuracéo aferida por pHmetro portatil (NORO et al., 2013).

A avaliacdo do grau de claudicacdo dos animais foi realizada

diariamente em uma area cercada ao lado das baias de confinamento segundo
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0 escore de locomocao caracterizado por Ferreira (2005), durante todo

confinamento (Tabela 4).

Tabela 4. Avaliacdo do grau de claudicacdo conforme as alteragbes clinicas

apresentadas
Grau de claudicacéo Alteragdes clinicas
1 (normal) Auséncia de anormalidades de postura ou deambulacéo.
2 (levemente manco) Dorso arqueado quando deambulam.

Dorso arqueado quando em estagdo e ao caminhar. Andar afetado,
3 (moderadamente manco) .
apresentando passos curtos em um ou mais membros.
Dorso arqueado e passos cautelosos, poupando um ou mais
4 (manco)
membros.
Inabilidade ou relutancia extrema em colocar peso sobre um ou

5 (gravemente manco) .
mais membros.

Fonte: Ferreira (2005)

Com a finalidade de minimizar interferéncias na avaliacdo ortopédica,
optou-se por acostumar 0S animais a essa intervencdo no periodo de
adaptacao. As novilhas eram conduzidas a pé, calmamente, em solo firme de
terra, e avaliadas a passo e ao trote. Todas as avaliacbes do grau de

claudicacao foram realizadas pelo mesmo observador.

Os guadros de diarreia foram observados ho momento de alimentacao,

coleta de sobras e durante as aferices dos escores de locomocéo.

5.6 Avaliac6es zootécnicas de desempenho
Todos os animais foram pesados e tiveram seu Escore de Condi¢éo
Corporal (ECC) estimado ao comeco e final do experimento, mediante balanca

e avaliacao visual, respectivamente, apods jejum de 12 horas.

O ECC foi determinado a partir de escore de um a cinco, como descrito
por Nicholson e Butterworth (1986). O ganho médio diario foi calculado com a
diferenca entre o peso vivo final e o peso vivo inicial, dividido pelo numero total

de dias em que o animal ficou confinado. O rendimento de carcaca de cada
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animal foi calculado multiplicando-se por 100 o resultado da divisdo entre o
peso da carcaca fria e o peso vivo ao final do confinamento no jejum pré abate
(EZEQUIEL et al., 2006).

5.7 Obtencado de amostras post mortem

Apoés afericdo do peso corporal em jejum, todos os animais foram
abatidos no frigorifico por concussdo cerebral, seguida por sec¢do da veia
jugular, de acordo com o MAPA (BRASIL, 2000).

Durante o abate foram realizados o exame macroscopico com registro
fotografico individual dos rumens e figados buscando observar possiveis
ocorréncias de ruminites e abscessos hepaticos, respectivamente. Amostras de
figado e rdmen foram identificadas, coletadas e fixadas em solugdo de

formalina a 10%, para posterior processamento histolégico (LUNA, 1968).

Com o objetivo de assegurar a correta identificacdo das amostras
digitais colhidas, os membros foram identificados com abracadeiras
numeradas, presas a regido distal do metacarpo/metatarso, imediatamente
apos a desarticulagéo intercarpiana e intertarsiana (MENDES et al., 2013). Ao
término do abate, ainda no frigorifico, os digitos mediais e laterais de todos os
membros foram seccionados no plano sagital com auxilio de serra de fita
(Figura 3).

Seguinte a abertura dos digitos foi realizada a divulsdo e sec¢do do
coxim digital completo, tecido laminar na regido préoximo distal dorsal da unha,
derme coronaria e derme da sola de todos os digitos dos membros coletados.
Os fragmentos de coxim digital foram pesados em balanca de preciséo, sendo
0 volume determinado, imergindo-se o0 coxim em uma proveta de 20 mL com
agua. Todas as amostras digitais coletadas foram identificadas a partir dos
lacres numerados, previamente usados como forma de identificar o animal e
membro. A fixacdo também foi realizada com solucdo de formalina a 10% para
posterior processamento histolégico (LUNA, 1968) (Figura 3).



41

Figura 3. Obtencao de amostras digitais post mortem. 1: Corte dos digitos em serra fita; 2:
Corte sagital do digito posterior direito lateral com identificacdo e medida para posterior
calibracdo e morfometria digital; 3: Divulsédo e secc¢édo do tecido laminar e coxim digital; 4:
Afericdo do peso dos coxim digital; 5: Medida do volume dos coxim digital.

5.8 Morfometria

Foram mensuradas as espessuras do tecido laminar perpendicular ao
ponto médio e alguns milimetros proximais ao apice da margem dorsal da
falange distal com a parede interna do casco. A diferenca entre as duas
medidas caracterizou o paralelismo da face dorsal da falange distal com a linha

mais interna da regido epidérmica (RF) (Figura 4).

Também foram analisadas as espessuras do corium solear milimetros
proximais ao apice da falange distal (EC) e as espessuras do coxim digital no
ponto central da margem solear da falange distal (FD), palmar/plantar a
margem cranial do processo flexor da falange distal (pF) e perpendicular a
regido central do navicular (NV) (Figura 4).
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Para as analises morfométricas das espessuras foi utilizado o software
de analise de imagens ImageJ®. Logo, os digitos bovinos seccionados no
plano sagital (Figura 4) foram fotografados, individualmente, com escala
métrica no mesmo plano das estruturas analisadas para posterior calibracao

das fotos, informando ao programa qual era o tamanho em milimetros de cada

pixel.

Figura 4. Local das medidas morfométricas. EC: espessura do cérium solear, FD: espessura
do coxim digital no ponto central da margem solar da falange distal, PF: espessura do coxim
digital na margem cranial ao processo flexor da falange distal, NV: espessura do coxim digital
perpendicular a regido central do navicular, RF: Medida do paralelismo da face dorsal da
falange distal com a linha mais interna da regido epidérmica, 3F: falange distal, N: navicular,
FDP: tendao flexor digital profundo.
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Para a obtencdo da porcentagem de lesbes macroscopicas ruminais
(Ulceras ruminais), quantificou-se a area total do rimen e da Ulcera presente

em fotografia pelo ImageJ®. Posteriormente, dividiu-se a area de Ulcera obtida

sobre a area total, multiplicando-se o resultado por 100 (Figura 5).

Figura 5. Fotografia de ramem para obtencéo da porcentagem de lesdo macroscopica ruminal.
U: Ulcera ruminal, P: papilas ruminais, linha vermelha: &rea total do rimen e linha amarela:
area total da ulcera.

5.9 Processamento das amostras

De todas as amostras coletadas foram selecionadas apenas as de
rimen, tecido laminar e coxim digital. As amostras foram processadas no
Laboratério de Histologia do Departamento de Morfologia do Instituto de
Biologia pertencente a Universidade Federal de Pelotas — UFPel. As amostras
obtidas foram acondicionadas individualmente em frascos identificados e

fixadas em solucéo de formol a 10% até o processamento.

Apos os recortes e aparas das amostras com a finalidade de remover as
areas manipuladas com as pingas histoldgicas, as amostras de tecido laminar,
coxim digital e rimen foram processadas seguindo a metodologia tradicional de

processamento histolégico, com posterior inclusdo em blocos de parafina,
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conforme técnica de rotina. Na sequéncia, cortes histolégicos de cinco ym de
espessura foram montados em laminas histologicas e corados pelas técnicas
de Hematoxilina e Eosina (H&E) e Acido Periddico de Shiff (PAS) (LUNA,
1968).

5.10 Morfo quantificacao tecidual

As andlises histolégicas de quantificacdes e medidas foram realizadas
pela observacdo de imagens capturadas de dez campos aleatérios das laminas
histol6gicas. As imagens foram capturadas com microscopio da marca Nikon
modelo Eclipse E200 acoplado a camera digital Moticam com resolucdo de
cinco Mega Pixels e software de captura Motic Image Plus 2.0, utilizando lentes
objetivas com aumento de 10X e 40X.

Nas laminas de rumen, coradas com H&E, foi investigada a presenca de
possiveis alteracdes caracteristicas de ruminite como infiltrado inflamatdrio,
necrose do epitélio e producdo de tecido conjuntivo fibroso sempre no mesmo

ponto de coleta (saco cego caudo ventral).

As avaliacBes histoldgicas referentes ao tecido laminar foram realizadas
conforme descrito por Thoefner et al. (2005) que elencou em seu trabalho
caracteristicas histopatologicas que podem representar possiveis lesées
causadas por laminite induzida experimentalmente e segundo Mendes (2013)
que caracterizou escores como forma de quantificacdo. Nas laminas coradas
com H&E foi avaliado a morfologia das células epidermais, presenca e grau de
infiltrado inflamatério, hemorragia, congestéo e afunilamento e estiramento das
laminas epidermais. Nas laminas coradas com PAS, analisou-se a integridade

da membrana basal.

As alteracdes nas células epidermais eram notadas quando a maioria
das células possuiam nucleos arredondados ou alongados e achatados. Os
afunilamentos e estiramentos foram considerados esticados quando as pontas
nao cornificadas foram esticadas a uma largura de duas células basais. Tanto
as alteracfes das células quanto a disposicdo das laminas foram realizadas
com escores de zero (ausente), um (presenca leve a moderado) e dois

(presenca acentuada de alteracdes). A inflamacdo era observada a partir de
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escores entre discreta, leve a moderada e acentuada presenca de infiltrados

inflamatorios no intersticio e perivascular.

Nas laminas histologicas de coxim digital, coradas com H&E, foram
mensuradas as areas de tecido conjuntivo, adiposo e vascular utilizando-se o
software ImageJ®. A medicdo das areas foi possivel através da separacdo de
pixels com valores de intensidade diferentes (balanco de cores), com base em
intervalos selecionados, permitindo, desta forma, a selecdo de zonas que
seriam dificeis de mensurar recorrendo apenas a ferramentas de selecao

manual. (MC NAUGHTON, 2010) (Figura 6).

[} CD AEL 01 01.tif (25%) -0 5 CD AEL 02 04.tif (400%) -0
295622 17 inches (2592x1944), RGB, 19M8

s CD AEL 01 01.1if (25%) - 0
19 56x22 17 inches (2592x1944). 32-bat, 19MB
— S R

.

Figura 6. Morfoquantificacdo do tecido conjuntivo, adiposo e vascular do coxim digital. 1:
Fotomicrogréafia de coxim digital do digito anterior esquerdo lateral. Coloracdo H&E, aumento
de 10X; 2: Medicdo de artéria para quantificacdo do tecido vascular; 3: Separacédo de pixels
com valores de intensidade diferentes para mensuracédo da quantidade do tecido lipidico (area
branca) do coxim digital; 4: Morfoquantificacdo que apés subtraida da area total vascular
representara o tecido conjuntivo do coxim digital (area branca).
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5.11 Anélise estatistica

Todas as variaveis dependentes no presente estudo foram comparadas
entre os diferentes tratamentos (dietas) por meio do software estatistico SPSS
20.0.

As variaveis quantitativas analisadas foram testadas quanto a sua
normalidade de distribuicdo por meio do teste de Shapiro Wilk, sendo as
variaveis com distribuicdo normal (T°C, Fr e pH, porcentagem de areas
ruminais ulceradas, espessura do cérium solear, ECC, ganho médio diério,
rendimento de carcaca, peso, volume e proporcdo de tecidos conjuntivo,
adiposo e vascular do coxim digital) submetidas a andlise de variancia
(ANOVA), seguida pelo teste de Tukey.

As variaveis sem normalidade (Fc, MR, Tc e TPC) comparadas pelo

teste de Kruskal Wallis, seguido pelo teste de comparacédo multipla de Dunn.

Para todos os testes considerou-se um nivel de significancia de p< 0,05.
Para verificacdo dos niveis de significancia entre as varidveis qualitativas
(Ulceras ruminais, fezes inconsistentes, morfometria celular epidermal,
infiltrados inflamatérios e afunilamento e estiramento das laminas epidermais),

empregou-se o teste exato de Fisher.

Na auséncia de variacdo dos caracteres mensurados entre o0s
patriménios genéticos (Angus e Hereford) utilizados nesse estudo, as
diferencas foram consideradas em funcéo de efeitos ndo genéticos.



6. Resultados e discussao

6.1 Impacto e parametros clinicos das novilhas sob consumo das
distintas dietas de confinamento

O impacto das distintas dietas ao ambiente ruminal foi registrado
(p<0,05). Fezes diarreicas (Tabela 6), reduzida ruminacdo e depresséo geral
momentanea, nas primeiras 12 horas apdés solucdo de sacarose foram
observadas na aparéncia das novilhas que receberam a dieta 3, sendo
demonstrados sinais clinicos brandos pelo grupo de novilhas que consumiu a
dieta de fermentacéao rapida (dieta 4) (Tabela 5). Estas observacdes ja haviam
sido relatadas por Gressley et al (2011), que enfatizaram que a integridade do
epitélio ruminal pode ser relevante para o controle da associagéo entre acidose
e laminite, como potencial para absorcdo de toxinas produzidas no rdamen,
podendo ser uma explicagcdo para auséncia de sinais clinicos digitais nas
novilhas de corte, ja que a presenca de lesdes apenas ocorreu nos pilares
ruminais (Figura 7. 3B e 4B), local este com menor potencial de absorgéo de
toxinas, em relagéo a regiao papilar.

Insulto digital agudo e subagudo ao consumo das dietas de alto grdo néo
foram observados clinicamente, pois nenhuma das novilhas que receberam as
distintas dietas manifestaram claudicagéo e anormalidades posturais (p>0,05).
Resultados semelhantes foram descritos por Thoefner et al. (2004), que
validaram a técnica de inducdo experimental a laminite aguda em bovinos por
sobrecarga alimentar de oligofrutose. Durante esse experimento, 0s animais
desenvolveram sinais de laminite aguda comprovados por avaliacao
histopatolégica, no entanto, o grau de claudicacdo foi considerado pouco
perceptivel, sendo percebido apenas por profissionais bem treinados. Ja, em
outro ensaio clinico utilizando a mesma técnica de inducdo a laminite, os
animais demonstraram claudicacdo leve a moderada, sendo o tempo de
monitoramento e experiéncia dos observadores considerados para maior
sensibilidade de avaliagdo dinamica registrada (DANSCHER, 2009). Portanto,
quando se busca identificar variagbes na locomocdo desses animais com
claudicagdo leve e em confinamento, por métodos observacionais,

interpretativos e subjetivos, enfrentam-se fatores de confundimento, ou seja,
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fatores que afetam o0s resultados e ndo podem ser mensurados
criteriosamente. Essas diferencas apesar da experiéncia do examinador
poderdo influenciar na deteccao de casos sutis, principalmente, quando fatores
externos como o terreno e a forma de conducdo dos animais, estiverem

associados.

Parametros clinicos vitais sistémicos foram semelhantes entre grupos
experimentais (p>0,05).Diferencas entre as variaveis clinicas testadas foram
observadas somente entre os parametros clinicos ruminais (MR e pH). Os
grupos de novilhas que foram induzidos com sacarose (3) e que receberam
exclusivamente concentrado (4) exibiram menor motilidade (p<0,05) e pH
ruminal(p<0,01) do que o grupo controle(Dieta 1) (Tabela 5). A redu¢éo do pH
ruminal ocorreu devido ao acumulo de &cidos no rumen, que derivou da
fermentacdo de carboidrato ndo fibroso, especialmente o amido de alta
degradabilidade, principal constituinte dos gréos de cereais utilizados neste
estudo (milho, triguilho e residuo de soja). A variacdo destes caracteres
ruminais para niveis abaixo de 5.6 (pH do liquido ruminal) e hipomotilidade é
uma caracteristica fundamental da comprovacéo de acidose ruminal subclinica
(KRAUSE & OETZEL, 2006). As fémeas bovinas dos grupos 1 e 2 receberam
fibora efetiva suficiente para estimular a mastigacdo e a ruminancao,
aumentando a salivacdo e consequentemente o tamponamento ruminal,
reduzindo assim, as flutuagdes dos caracteres ruminais (MR e pH).

Tabela 5. Perfil clinico 12 horas pré-abate de bovinos de corte alimentados com
distintas dietas de confinamento

Variavel Dieta 1 Dieta 2 Dieta 3 Dieta 4
T (C°)? 39,8 (0,11)a 39,6 (0,08)a 39,9 (0,10)a 39,8 (0,11)a
FR (mov/min)?! 49,8 (5,96)2 50,8 (4,49)= 60,0 (5,01)a 65,5 (4,18)a
FC (bat/min)? 106,5 (27,00)2 100,0 (20,00)2 110,0 (11,25)2 105,0 (16,00)2
TPC (s)? 2,0 (0,25)= 2,0 (1,00)= 2,0 (0,00)= 2,0 (0,25)a
TC? 0,0 (0,00)2 0,0 (0,00)2 0,0 (0,25)a 0,0 (0,00)=
MR (mov/min)z2 3,0 (0,25)a 3,0 (1,00)ab 2,0 (0,00)° 2,0 (0,25)°
pH? 6,4 (0,17)c 5,4 (0,17)r 4,5 (0,09)= 5,1 (0,05)p

T°: Temperatura; FR: frequéncia respiratoria; FC: frequéncia cardiaca; TPC: Tempo de
preenchimento capilar; TC: turgor cutédneo; MR: motilidade ruminal; pH
ruminal.'Variaveis com distribuicdo normal; descritas por meio de média (erro padréo),
comparadas por ANOVA e Tukey. ?Variaveis sem distribuicdo normal mediana (distancia
interquartilica), comparadas por KruskalAlis e Teste de Dunn. Valores com letras
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distintas na mesma linha diferem (p<0,05)

Tabela 6. Presenca (%) de fezes inconsistentes em novilhas de corte
alimentadas com distintas dietas em confinamento

Diarréia

Dietas
Presenca Auséncia
1%, (n) 20,0 (2)= 80,0 (8)2
2%, (n) 50,0 () 50,0 ()=
3 %, (n) 100,0 (10)c 00,0 (0)
4 %, (n) 70,0 (7)p 30,0 (3)p
TOTAL %, (n) 60,0 (24) 40,0 (16)

Valores com letras distintas na mesma coluna diferem (p<0,05) pelo teste exato de Fisher

6.2 Macroscopia e histologia ruminal

A medida que foi alterada a rela¢do volumoso e concentrado nas dietas
até alto grdo formaram-se ambientes ruminais mais acidos alterando a
coloracdo do 6rgdo como pode ser observado na Figura 7. Das quarenta
novilhas de corte alimentadas com distintas dietas de confinamento, 27,5%
(n=11) tiveram registros macroscopicos de lesdes no epitélio dos pilares
ruminais compativeis com o desenvolvimento de ruminite (Tabela 7). Esse
resultado foi, superior ao relatado por Vechiatto (2009), que ao analisar bovinos
terminados em sistema de confinamento, identificou frequéncia de 11,8% de
ruminites. Pd&de-se observar, a ocorréncia de 22,5% (n=9) de lesdes
macroscopicas nos rumens dos animais submetidos as dietas 3 e 4.
Aproximadamente 40 (dieta 3) a 50% (dieta 4) dos animais, de ambos os
grupos citados apresentaram ulceracfes nos pilares ruminais, com média
5,23% e 2,0% de area comprometida, respectivamente (Figura 7. 3B e 4B).
Discreta lesdo em regido papilar foi observada em apenas um animal do grupo
3. Embora, numericamente, os animais expostos as dietas 3 e 4 tenham
apresentado percentual superior de ruminite, diferencas estatisticamente
significativas entre as dietas ndo foram observadas (p>0,05). Especula-se que,
se 0 aumento da amostra fosse considerado poderiam estabelecer-se
resultados significativos, principalmente levando-se em consideracdo as
diferencas entre os parametros clinicos ruminais (MR e pH; p<0,05) detectados
(Tabela 7; Figura 7).
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Com base nesses resultados, uma questdo ndo pode deixar de ser
levantada, ou seja, como explicar as lesbes macroscoépicas especificas nos
pilares ruminais (Figura 7), levando em consideragcao a acidez generalizada no
ambito ruminal. Alguns fatores podem ter contribuido para a ocorréncia das
lesGes mais agressivas nos pilares. Certamente, a regido dos pilares do rimen
apresenta caracteristicas morfométricas e de contracdo que possibilitaram
maior contato com a dieta &cida, proporcionando 0s danos mecanicos
evidenciados. Van Soest (1991) descreveu que o tamanho e a quantidade de
papilas ruminais por area de mucosa influencia a absorcéo e neutralizacdo dos
acidos no rumen. Pensando neste contexto, a regido dos pilares ruminais
possui caracteristicas morfométricas inferiores a regido papilar (tamanho e
namero), com reduzida capacidade de absor¢cdo e neutralizacdo dos acidos,
portanto, tornando-se mais vulneravel a formacdo de Ulceras pelos &cidos
produzidos no ramen, pelas dietas 3 e 4, em comparacdo a regido recoberta

por papilas.

A analise histopatolégica caracterizou a preservacdo das papilas
ruminais, com leve degeneracdo das células do epitélio estratificado
pavimentoso queratinizado aglandular, associada a discretos infiltrados
linfocitarios na lamina propria e alguns vasos papilares com presenca de
células inflamatérias, em seu interior. Os resultados deste trabalho
demonstraram uma reacgédo inflamatéria de pouca intensidade da regido papilar
nos animais que foram alimentados com as dietas 3 e 4 (Figura 7, 3C; 4C) em
comparacao a regido papilar dos demais grupos. A andlise da infiltracédo
linfocitaria no tecido conjuntivo de sustentacdo da mucosa ruminal indica um
efeito crbnico da resposta inflamatoria, sem haver diferenca entre as dietas
(p>0,05). Isso significa que, a resposta mononuclear ndo é especifica de
qualguer das dietas e caracteriza uma etapa da reagdo inflamatéria que
normalmente segue ao processo agudo, indicando recuperacao, principalmente
quando se considera a proximidade da agressao do raimem ao abate, de pelo

menos sete dias.
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Tabela 7. Percentagem (%) de ruminite em novilhas de corte alimentadas com
distintas dietas em confinamento

. Ruminite

Dietas = ——
resenca Auséncia

1, % (n) 10,0 (1) 90,0 (9)a
2, % (n) 10,0 (1) 90,0 (9)a
3, % (n) 40,0 (4)2 60,0 (6)a
4, % (n) 50,0 (5)2 50,0 (5)a
TOTAL %, (n) 27,5 (11) 72,5 (29)

Valores com letras distintas na mesma coluna diferem (p<0,05) pelo teste exato de Fisher

Figura 7. RUmen de bovino (A), pilares ruminais (B) e histologia do epitélio ruminal (C). Dietas
controle (1), desbalanceada (2), desbalanceada com inducdo por sacarose (3) e apenas
concentrado (4). Setas indicam Ulceras nos pilares ruminais (vermelhas) e infiltrados
inflamatérios (verdes). Coloracdo H&E em aumento de 40X (1C, 2C, 3C e 4C).

6.3 Aspecto histologico laminar

A integridade do epitélio ruminal parece ser relevante para controlar a
associacao entre acidose ruminal e laminite, pois apesar de ambas as formas,
aguda e subaguda, néo terem sido evidenciadas neste estudo entre as distintas
dietas (p>0,05), diferencas histopatologicas nos tecidos digitais (p<0,05) foram
evidentes, caracterizando uma forma mais suave de agressdo ao coérium e
tecido laminar (Figura 8; Tabela 9). Nenhum dos animais, independente da
dieta recebida exibiu congestdo, hemorragia e descolamento da membrana

basal do tecido laminar digital.
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6.3.1 Morfometria celular nas laminas

Discreto numero de animais (n=5; 12,5%) possuiam células epidermais
dentro dos padrbes fisiologicos, com predominio de células ovaladas e
perpendiculares a membrana basal. Entretanto, embora 87,5% (n= 35) das
novilhas tenha apresentado células epidermais secundarias com nucleos
arredondados e achatados, a variagdo dos caracteres de histologia laminar
observados entre individuos com distintos niveis de concentrado na dieta ndo

contribuiram para variabilidade entre eles (p>0,05) (Tabela 8).

Quando os digitos foram analisados separadamente, quanto a
morfometria celular, diferencas foram registradas (p<0,05). No digito anterior
esquerdo medial, os dados apresentaram aproximacdo da significancia
(p<0,07) para morfometria celular epidermal entre 0s grupos que receberam a
solucdo de sacarose (3) e a dieta de fermentacdo rapida (4), em relacdo ao

grupo controle (Tabela 8; Figura 8).

Mendes (2010), comparando a juncdo derme-epiderme de vacas de
descarte com e sem lesdes indicativas de laminite encontrou percentuais
semelhantes, entre ambos, quando a morfometria celular epidermal foi
considerada. Esses resultados corroboram os achados anatomopatoldgicos
verificados no presente estudo, pois embora 0s animais que receberam a dieta
1 (controle) tenham, apresentado percentual de alteracdo celular, indices
relativamente superiores foram observados nos tecidos laminares das novilhas
qgue receberam a infusdo de sacarose (dieta 3) e dieta de fermentacéo rapida
(dieta 4), embora os mesmos néo tenham apresentado diferenca estatistica na
comparacao entre grupos. Essas alteragdes na morfometria celular revelam
gue os mecanismos fisiopatolégicos da laminite podem ter sido agrupados em
um desequilibrio do metabolismo local das células e da integridade
ultraestrutural interna do pé, por meio de um disturbio vascular predisponente
moderado, nédo resultando na quebra acentuada da integridade celular, e em

eventos que culminam na perda da integridade laminar (STOKES, 2005),
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Tabela 8. Morfometria celular nas laminas epidermais de bovinos de corte
confinados e alimentados com distintas dietas

Alteracdo de células epidermais

. AEM AEL PEM PEL
Dietas

Nao Sim N&ao Sim Nao Sim N&ao Sim

1%, (n)  70(7)7  30(3)2 80(8)  20(22 40(42  60(6) 40(42 60 (6)
2%, (n) 20(2)  80(8)2 60(B)2  40(4)2  40(4)p  60(6)2  20(2) 80 (8)
3%, (n) 20(2) 80(82 50(5)2 50(5)2 20(22 80(8)  20(2@2  80(8)
4%, (n)  20(22  80(8) 50(5)2 50(5)2 20(20 80(8)2 10(1)2 90 (9)

TOTAL __ 32,5(13) 67,5 (27) 60,0 (24) 40,0 (16) 30,0 (12) 70,0 (28) 22,5(9) 77,5 (31)

AEM: Digito anterior esquerdo medial; AEL: Digito anterior esquerdo lateral; PEM: Digito
posterior esquerdo medial; PEL: Digito posterior esquerdo lateral. Valores com letras
distintas na mesma coluna diferem (p<0,05), teste exato de Fisher
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Figura 8.Histologia do tecido laminar com derme (D) e laminas dermais (LD) e epidermais (LE).
Setas indicam alteracbes como infiltrados inflamatérios (vermelhas), ndcleos arredondados
(laranja), nucleos alongados e achatados (verde), ceratinizag&o individual de célula epidermal
(preta), membrana basal com irregularidades na membrana basal (amarela). Fotos
apresentam laminas epidermais afuniladas e estiradas (2, 3 e 5), disposi¢do normal (1 ,4 ,6, 8 e

9) e terco médio das laminas dérmicas e epidérmicas. Coloracdo H&E (1, 2, 3 e 7) e PAS (4, 5,
6, 8 e 9). Aumentos de 10 e 40X.
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6.3.2 Afunilamento e estiramento das laminas epidermais secundarias

O percentual de afunilamento e estiramento das laminas epidermais
secundérias variou entre os grupos com diferentes niveis de concentrado na
dieta (p<0,05), havendo superior afunilamento e estiramento das laminas
epidermais no digito AEM de bovinos de corte que receberam a infusdo de
sacarose (dieta 3) e dieta de fermentacao rapida (dieta 4), em relacdo ao grupo
controle e digito PEM entre sé concentrado (dieta 4) e controle (dieta 1)
(Tabela 9; Figura 8). Esses achados histopatoldgicos foram observados pelo
menos uma semana apl0s a indugdo por sacarose ho grupo 3, e Sao
interpretativos de variacdes teciduais crénicas do tecido laminar. Portanto, com
avaliacdo histopatoldgica do tecido laminar (Tabela 9) identificou-se a presenca
de lesdes de leve a moderado estiramento e afunilamento das laminas
epidérmicas, sendo condizentes com 0s registros histopatolégicos laminares
descritos por Thoefner et al. (2004), que as identificou nas primeiras 24 horas
apos o insulto clinico de inducdo a laminite experimental em bovinos e apos 24
e as 72 horas de inducdo por sobrecarga alimentar de oligofrutose
(DANSCHER et al., 2009).

Segundo Obel (1948), a diminuicdo da substancia onicogénica
(formadora da unha) seria a causa do estiramento das laminas epidérmicas,
sendo esse sitio o que primeiro sofreria os danos causados pelo quadro de
laminite. Para esse autor a desestabilizacdo provocada pelas lesdes de
estiramento poderia ainda colaborar para o deslocamento da falange distal no
interior do casco, condicdo esta, ndo evidenciada nos digitos das novilhas que

receberam as distintas dietas de confinamento neste estudo.

Esses resultados apontam para variacdo dos caracteres laminares entre
digitos (Tabela 9), caracterizando informac¢fes, sob ponto de vista clinico,
relevantes, e que devem ser considerados. Possivelmente, a variacdo dessas
caracteristicas morfométricas entre digitos devera estar relacionada ao
estresse biomecanico e/ou a resposta inflamatoria sistémica distinta, entre
individuos dos grupos supracitados.Estudos futuros serdo necessarios com

intuito de analisar as diferengas entre os digitos de bovinos em confinamento,
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levando-se, em consideracdo, o uso de marcadores biolégicos sistémicos,

onde, possivelmente podera se encontrar a explicacdo para tal.

Tabela 9. Ocorréncia de afunilamento e estiramento no tecido laminar de
bovinos de corte confinados e alimentados com distintas dietas

Afunilamento e estiramento laminar

AEM AEL PEM PEL
Nao Sim Nao Sim Nao Sim Nao Sim

Dietas

% (n)  90(92  10(1)2  90(92  10(1)2  90(92 10(1)2  70(7)2 30 (3)
% (n)  70(7)®  30(3)®  90(9)  10(1)2 60 (B)b 40 (4)®  50(5)2 50 (5)
% (n) 303  70(7  70(7)2  30(3)2 50(5)b 50(5)®  30(3)2 70 (7)2
,%(n)  40(4p  B0(B  50(5)2  50(5)2 30(3p  70(7p  40(4p 60 (6)

AWNP

TOTAL  575(23) 425(17) 750(30) 250(10) 57,5(23) 425(17) 475(19) 525 (21)

AEM: Digito anterior esquerdo medial; AEL: Digito anterior esquerdo lateral; PEM: Digito posterior
esquerdo medial; PEL: Digito posterior esquerdo lateral. valores com letras distintas na mesma
coluna diferem (p<0,05), teste exato de Fisher

6.3.3 Infiltrados inflamatérios no tecido laminar

A presenca de infiltrados inflamatérios mononucleares no tecido laminar
ocorreu em todos os animais avaliados de forma leve a moderada e nao variou
entre grupos com diferentes niveis de concentrado na dieta (p>0,05) (Tabela
10; Figura 8). A dieta 1 foi delineada para se obter um grupo testemunha,
recebendo uma dieta equilibrada com base nas exigéncias dietéticas dos
animais e nas caracteristicas dos alimentos utilizados e sem propriedades
irritantes. A presenca de infiltrados mononucleares observada nos tecidos
laminares desse grupo (controle) pode ser atribuida a uma condi¢édo sistémica
fisiolégica do tecido laminar, que somada a auséncia de sinais clinicos de
claudicacdo e a outras anormalidades teciduais detectadas nos tecidos
laminares das novilhas que foram alimentadas com as dietas 3 e 4,
caracterizam resposta sistémica naturalmente esperada. Ja, as evidéncias da
presenca de células mononucleares, nos tecidos laminares das novilhas que
receberam as dietas 3 e 4, serem semelhantes ao grupo controle ndo exclui o
complexo acidose/laminite, principalmente quando anormalidades de
afunilamento e estiramento no tecido laminar caracterizaram diferenca entre os
grupos que receberam a dieta de alto grdo. Portanto, as evidéncias estédo
relacionadas ao nivel de agressdo que as dietas proporcionaram ao ramen,
que apesar do dano ter sido comprovado, macroscopicamente, as lesdes se
detiveram a regido dos pilares com potencial de menor absor¢cdo dos acidos
produzidos, refletindo em sinais sistémicos brandos e uma forma mais suave

de agressdo ao tecido laminar. As evidéncias de infiltrado de neutréfilos na
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regido perivascular nas laminas dérmicas, tanto na fase de desenvolvimento
guanto na fase clinica de equinos portadores de laminite induzida (BLACK et
al., 2006) permite a interpretacdo de que, a resposta mononuclear caracterizou
uma reacdo inflamatéria que normalmente se segue ao insulto laminar

subclinico, indicando recuperacao.

Variacdo para essa caracteristica ocorreu entre membros toracicos e
pélvicos (p<0,05), onde maior infiltragdo mononuclear laminar foi observada
nos digitos dos membros pélvicos em comparacdo aos toracicos (Tabela 10).
Esses achados denotam uma condicdo muito mais ligada a biomecanica do
que a alteracdo metabolica sistémica laminar. Em condicdes normais, 0s
bovinos distribuem 60% de seu peso corpdreo sobre os membros anteriores e
40% sobre os membros posteriores. Contudo, o fato de os membros toracicos
estarem ligados ao corpo por meio de tendBes e ligamentos favorece o
amortecimento dos impactos gerados aos digitos ainda que esses suportem
uma maior carga. Ja a ligacdo dos membros pélvicos através da articulacdo
sacro-iliaca (coxo-femoral) € mais rigida, dessa forma, os impactos de
deslocamento e sustentacdo do peso sdo absorvidos quase que
exclusivamente pelos digitos (VAN DER TOL et al., 2003; FERREIRA, 2005).
Alteracbes nessa distribuicdo natural do peso corporal, associado a
morfometria distinta dos posteriores promove o desgaste desigual do estojo
corneo, favorecendo o aparecimento de lesbes nos cascos (LIMA, 2011),
justificando a maior intensidade de inflamacédo laminar nos membros pélvicos

evidenciadas neste estudo.

Tabela 10. Presenca de infiltrados inflamatérios no tecido laminar de bovinos
de corte alimentados com distintas dietas em confinamento

Presenca de células inflamatérias

) AEM AEL PEM PEL

Dietas N&0% Sim% N&0% Sim% N&0% Sim% N&0% Sim%
(n) (n) (n) (n) (n) (n) (n) (n)

1%, (n) 80 (8)a 20(2)2 100 (10)a 0 (0) 90 (9)a 10 (1)a 80 (8)a 20 (2)

2%, (n) 90 (9)a 10 (1)2 100 (10)a 0 (0)a 80 (8)a 20 (2) 80 (8)a 20 (2)a

3%, (n) 90 (9)a 10 (1)2 100 (10)a 0 (0)a 80 (8)a 20 (2) 60 (6)a 40 (4)a

4%, (n) 70 (7)2 30 (3)a 90 (9)a 10 (1)a 80 (8)a 20 (2)2 70 (7)2 30 (3)2

TOTAL 82,7(33) 175(7) 975(39) 25(1) 827(33) 175(7) 725(29) 275 (11)

AEM: Digito anterior esquerdo medial; AEL: Digito anterior esquerdo lateral; PEM: Digito
posterior esquerdo medial; PEL: Digito posterior esquerdo lateral. Valores com letras
distintas na mesma coluna diferem (p<0,05), teste exato de Fisher.
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6.4 Alinhamento falangeano

Espessuras do corium solear(Figura 4; EC) variaram entre 0S grupos
gue receberam a inducdo de sacarose em relacao ao grupo controle e novilhas
alimentadas com a dieta 2 (p<0,05) (Tabela 11). A menor espessura observada
nos digitos das novilhas que receberam a infusdo de sacarose, apesar dos
parametros ruminais e histoldgicos evidentes, ndo caracterizou afundamento
falangeano nos individuos que manifestaram maior redugcédo do pH e motilidade
do ramen, porque a distancia entre os planos horizontais entre a banda
coronaria e o apice do processo extensor da falange distal ndo variaram. Essas
caracteristicas clinicas sdo esperadas quando ha episodios agressivos de
acidose ruminal e confirmadas pela presenca de claudicagcdo, condicao

locomotora ndo evidenciada neste estudo.

Quando foi considerado o paralelismo entre a face dorsal da falange
distal com a linha mais interna da regido epidérmica (Figura 4; RF), ndo foram
observadas diferencas entre grupos (p>0,05), ou seja, os bovinos de corte
alimentados com distintas dietas de confinamento ndo manifestaram
desalinhamento falangeano rotacional em nenhum de seus digitos. Essas
observacdes corroboram a auséncia de sinais clinicos de claudicacdo nas
novilhas de corte, durante todo periodo experimental. Segundo Pollitt (2008),
as superficies dorsais da muralha e da falange distal devem formar linhas
paralelas em animais higidos. Em casos de laminite, com a fragilidade da
juncao entre casco e falange, forma-se um angulo distal positivo entre essas
duas linhas, que aumenta a medida em que a falange se rotaciona, tracionada
pelo tendao flexor digital profundo (Figura 4; FDP). Na populacédo estudada,
todos os digitos das novilhas apresentaram angulacdo zero, que caracteriza o

paralelismo.

A presenca de baixa intensidade de linfocitos nos tecidos laminares,
caracterizou o processo inflamatorio e degenerativo de baixa intensidade, nado
comprometendo a arquitetura das laminas nas novilhas de corte, independente
da dieta, o que certamente seria diferente, na presenca de grande quantidade
de eritrocitos e leucocitos, incorrendo em perda da arquitetura laminar (PAES
LEME et al., 2010).
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Essas diferencas morfométricas (EC) significativas entre digitos das
novilhas que receberam as dietas de confinamento ndao foram relacionadas ao
complexo acidose/laminite, e poderdo estar associadas a fatores intrinsecos
(genéticos e metabdlicos) e extrinsecos (ambientais), que porventura venham
influenciar a formacdo do esqueleto e o processo de crescimento e
desenvolvimento.

Tabela 11. Médias das espessuras (centimetro, cm) do cérium solear (EC) e

erro padrao (SE) de bovinos de corte confinado alimentados com
distintas dietas

Digito Dieta 1 Dieta 2 Dieta 3 Dieta 4
EC ADM (cm) 0,35 (0,02)= 0,33 (0,02)= 0,31 (0,03)= 0,34 (0,03)=
EC ADL (cm) 0,39 (0,02)a 0,37 (0,02)a 0,32 (0,03)a 0,33 (0,04)a
EC AEM (cm) 0,39 (0,03)p 0,33 (0,02)ab 0,28 (0,02)= 0,33 (0,03)a0
EC AEL (cm) 0,38 (0,03)= 0,39 (0,02)= 0,22 (0,02)= 0,34 (0,02)=
EC PDM (cm) 0,29 (0,03)a 0,31 (0,27)a 0,25 (0,02)a 0,29 (0,03)a
EC PDL (cm) 0,32 (0,02)ab 0,35 (0,03)p 0,26 (0,02)= 0,29 (0,02)ab
EC PEM (cm) 0,29 (0,02)a 0,32 (0,02)a 0,24 (0,01)a 0,28 (0,02)a
EC PEL (cm) 0,36 (0,02)b 0,30 (0,02)ab 0,26 (0,02)= 0,32 (0,03)a0

ADM: Digito anterior direito medial; ADL: Digito anterior direito lateral; AEM: Digito
anterior esquerdo medial; AEL: Digito anterior esquerdo lateral; PDM: Digito posterior
direito medial; PDL: Digito posterior direito lateral; PEM: Digito posterior esquerdo
medial; PEL: Digito posterior esquerdo lateral; EC: espessura do cérium solear. Médias
com letras distintas na mesma linha diferem (p<0,05), ANOVA seguida pelo teste de
Tukey

6.5 Aspecto histolégico do coxim digital

6.5.1 Proporcao de tecido conjuntivo, adiposo e vascular do coxim digital
A proporcao de tecido conjuntivo, adiposo e vascular do coxim digital
ndo variou entre os digitos das novilhas que foram alimentadas com diferentes
niveis de concentrado na dieta (p>0,05) (Tabela 12; Figura 6), sendo o coxim
digital das fémeas bovinas pertencentes as racas Angus e Hereford, constituido
em média de 54,31 + 5,8 % de tecido conjuntivo, 42,63+ 5,83 % de tecido

adiposo e 3,04 + 0,53 % de vasos sanguineos.

As condi¢des ruminais mais acidas promovidas pelas dietas 3 e 4 néo
influenciaram o conteudo lipidico e a composi¢cdo da gordura da almofada
digital (p>0,05) (Tabela 12). Baird et al. (2010) descobriram que as
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concentracfes de lipideos para as diferentes partes do digito variaram em
touros, no entanto, o efeito da dieta com aumento de 6leo de linhacga, para
fornecer gordura néo influenciou nas concentracdes de lipideo nas almofadas
digitais e postularam a vulnerabilidade da almofada digital quando a dieta
apresentar baixo teor de acidos graxos. Apesar das distingbes nutricionais
impostas no presente estudo, diferentes niveis de volumoso/concentrado das
resultados semelhantes nas novilhas de corte

dietas, demonstraram

pertencente as racas Angus e Hereford.
Tabela 12. Percentual (%) de tecido conjuntivo, adiposo e vascular do coxim

digital de bovinos de corte alimentados com distintas dietas em
confinamento

Variavel Dieta 1 Dieta 2 Dieta 3 Dieta 4
Tec. conjuntivo AEM (%) 50,10 (0,72)2 51,07 (0,91)2 49,79 (0,82)a 51,59 (0,81)2
Tec. conjuntivo AEL (%) 49,88 (0,93)2 49,43 (0,72)2 50,54 (1,19)= 51,24 (0,69)=
Tec. conjuntivo PEM (%) 56,36 (1,53)2 54,68 (1,43)? 56,62 (1,44)a 59,32 (1,04)2
Tec. conjuntivo PEL (%) 56,74 (1,82)a 60,12 (1,93)2 58,28 (1,98)2 63,32 (1,48)2
Tec. adiposo AEM (%) 47,11 (0,74)2 45,73 (0,86)2 47,07 (0,95)2 45,09 (0,84)a
Tec. adiposo AEL (%) 47,24 (0,92)2 47,55 (0,66)2 46,56 (1,15)a 45,72 (0,59)2
Tec. adiposo PEM (%) 40,66 (1,64)2 42,47 (1,45)2 40,18 (1,47)2 37,43 (1,01)a
Tec. adiposo PEL (%) 40,31 (1,80)2 36,73 (1,91)2 38,58 (1,99)2 33,80 (1,54)2
Tec. vascular AEM (%) 2,79 (0,29)a 3,20 (0,11)2 3,14 (0,16)2 3,32 (0,19)2
Tec. vascular AEL (%) 2,88 (0,19)2 3,01 (0,14)a 2,89 (0,16)a 3,04 (0,19)a
Tec. vascular PEM (%) 2,98 (0,18)a 2,85 (0,11)2 3,20 (0,11)a 3,25 (0,17)2
Tec. vascular PEL (%) 2,95 (0,17)a 3,14 (0,14)2 3,13 (0,15)a 2,88 (0,16)2

Tec: Tecido; AEM: Digito anterior esquerdo medial; AEL: Digito anterior esquerdo lateral;
PEM: Digito posterior esquerdo medial; PEL: Digito posterior esquerdo lateral. Médias
com letras distintas na mesma linha diferem (p<0,05), ANOVA seguida pelo teste de
Tukey

6.5.2 Peso, volume e espessura do coxim digital

O peso e volume do coxim digital ndo variou entre 0s grupos com
diferentes niveis de concentrado na dieta [Dieta 1 (x = 5,9 + 0,43), Dieta 2 (x =
55+0,41), Dieta 3 (x = 6,2 £ 0,46) e Dieta 4 (x = 5,8 £ 0,43)] (p>0,05) (Tabela
13).

N&o houve variacdo na espessura do espaco de localizacdo do coxim

digital dos cascos dos bovinos de corte alimentados com distintas dietas de
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confinamento [ponto central da margem solar da falange distal (FD) dieta 1 (x =
0,56 + 0,02), dieta 2 (x = 0,59 + 0,01), dieta 3 (x = 0,58 + 0,03) e dieta 4 (x =
0,61 + 0,02), na margem distal ao processo flexor da falange distal(pF) dieta 1
(x=0,58 £0,02), dieta 2 (x = 0,58 + 0,02), dieta 3 (x = 0,54 £ 0,01) e dieta 4 (x
= 0,59 £ 0,01) e perpendicular a regido central do navicular (NV) dieta 1 (x:
0,45 + 0,02), dieta 2 (x: 0,39 + 0,01), dieta 3 (x: 0,41 £ 0,01) e dieta 4 (x: 0,46
+ 0,01)] (Figura 4) (p>0,05).

Neste estudo, diferengcas ndo foram observadas no ganho de peso entre
0S grupos que receberam as quatro dietas durante o periodo experimental. Em
novilhas, o coxim digital € mais esbranquicado com deposicdo de tecido
conjuntivo (RABER et al. 2004), a partir de duas a trés lacta¢cdes o tecido torna-
se menos espesso e mais amarelado com deposicado de gordura e perda de
tecido conjuntivo (SAMUELSON, 2007). No presente estudo essas diferencas
nao foram constatadas, provavelmente porque houve homogeneidade da faixa

etéaria entre as novilhas.

6.6 Desempenho zootécnico (ECC, GMD e rendimento de carcaca)

Mesmo com todas as alteracbes descritas anteriormente no rdmen,
tecido laminar e coxim digital, o ganho médio diario de peso foi semelhante
entre as novilhas que foram alimentadas com distintas dietas de confinamento
(p>0,05). Este fato confirma, que o grau de agressao clinica as novilhas de
corte durante o presente estudo foi discreto, ao ponto das mesmas néao
perderem desempenho (p<0,05), apesar da diferenca superior observada no
rendimento das carcacas das novilhas alimentadas com a dieta de alto grao
(dieta 4) (Tabela 13).

Com base nessas observacgdes, verificou-se resultado expressivo em
funcé@o da genética em desafio, caracterizada pela moderada variabilidade dos
caracteres analisados, podendo ser consideradas como orientagdo no
planejamento dos processos seletivos para confinamento, o que de certa
forma, apesar dos danos impostos, apresentou efeito significativo para as

caracteristicas de desempenho, sem interferir na rentabilidade do sistema.
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Este contexto assinala a compatibilidade das racas de corte utilizadas
para este sistema de producdo intensiva, que apesar de apresentarem
diferencas nos moldes de selecéo, separados pela geografia, ao reunirem-se
através da internacionalizacdo, essas popula¢gBes apresentam caracteristicas
genéticas que deverdo ser investigadas, principalmente quando ha

possibilidade de resisténcia aos desequilibrios nutricionais impostos.

Tabela 13. Dados zootécnicos, avaliando o desempenho produtivo de bovinos
de corte alimentados com distintas dietas de confinamento

Variavel Dieta 1 Dieta 2 Dieta 3 Dieta 4
ECC pré-abate 3,70 (0,08)a 3,87 (0,09)ab 4,07 (0,04)° 3,82 (0,09)ab
Ganho médio diario (kg) 1,02 (0,04)2 1,09 (0,04)a 0,95 (0,03)= 0,97 (0,02)a
Rendimento de carcaga (%) 52,80 (0,56)2 53,69 (0,39)= 54,23 (0,46)2 56,60 (0,58)P

ECC - escore de condigéo corporal
Médias com letras distintas na mesma linha diferem (p<0,05), ANOVA seguida pelo teste
de Tukey
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7 CONCLUSOES:

A solucéo de sacarose e a dieta de alto grao (4) alteraram o perfil clinico
de bovinos de corte em confinamento, promovendo fezes inconsistentes,
menor motilidade e pH ruminal, apesar da auséncia de claudicacao;
Bovinos das racas Angus e Hereford alimentados com maiores niveis de
concentrado na dieta apresentaram suave agressao ao corium e tecido
laminar com alteragdes histologicas sugestivas de laminite;

As distintas dietas ndo promoveram alteracées no posicionamento da
falange distal no interior do estojo corneo das novilhas de corte;

Os diferentes niveis de concentrado na dieta ndo promoveram
modificacbes no peso, volume, espessura e constituicdo (tecido
conjuntivo, adiposo e vascular) do coxim digital;

Dietas com altos niveis de grdos ndo alteraram o ganho médio diario,
porém melhoraram o rendimento de carcaca das novilhas em
confinamento;

Portanto, as dietas de alto grdo promoveram moderada agressdo ao
ambiente ruminal e tecido cérium/laminar, sem danos a almofada digital
das novilhas de corte;

A integridade do epitélio papilar ruminal parece ser relevante para o

controle da associagéo entre acidose e laminite;
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