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RESUMO
Objetivou-se avaliar o desenvolvimento dos pré-estdbmagos, o crescimento e a taxa de
proliferagdo celular das papilas ruminais, em bezerros aleitados com sucedaneos (leite em po
e soro de queijo em po) durante os 60 primeiros dias de vida. Verificar se a dieta pode
influenciar as células produtoras de quimosina e pepsinogénio. Para isso, 24 bezerros
mesticos com uma semana de vida foram distribuidos em um delincamento inteiramente
casualizado com 4 (quatro) tratamentos e 6 (seis) repeticdes: LI: leite integral (Controle); LP:
leite em po; LPS1: 80% leite em po + 20% de soro de queijo em pd; LPS2: 60% leite em po +
40% de soro de queijo em pd. Para os célculos de consumo de matéria seca (MS) foram feitas
medi¢des didrias de consumo de feno e concentrado pelo método de oferta/sobra. Os animais
foram abatidos aos 60 dias de vida. Os 6rgaos cavitarios foram pesados com contetido, e logo
em seguida, esvaziados e novamente pesados, registrando-se, os pesos cheios e vazios,
respectivamente. Foi determinado o peso dos estdmagos e de seus compartimentos com
valores absolutos (kg) e relativos (%) em fun¢do do peso de corpo vazio (% PCVZ) e em
funcdo do peso do estomago completo (% PE). Foram retirados fragmentos de
aproximadamente um centimetro quadrado (1cm?) de tecidos de 4 regides do rGimen: atrio
ruminal, saco dorsal, saco cego caudo-dorsal e saco ventral de onde foram medidas as alturas
das papilas ruminais. A atividade proliferativa foi avaliada em amostras de tecidos retiradas
do rumen por meio da contagem de Regides Organizadoras de Nucléolos Argirofilicos
(AgNOR). Foram coletadas amostras teciduais de lcm? do abomaso para a realizacdo da
imunohistoquimica. Nao houve diferenca significativa para o consumo de matéria seca
(P>0,05). As médias obtidas para pesos absolutos e relativos em fungdo do peso do corpo
vazio dos compartimentos gastricos ndo apresentaram diferencas significativas (P>0,05) entre
os tratamentos. Quanto ao desenvolvimento de papilas no rimen houve diferencas
significativas (P<0,05) para a varidvel altura no saco ventral, onde os animais que receberam
leite integral possuiram maiores médias. Nao houve diferencgas significativas (P>0,05) para a
taxa de prolifera¢do celular nas papilas ruminais. Os percentuais de acinos contendo células
imunorreativas aos anticorpos quimosina e pepsinogénio apresentaram diferenca estatistica
(P<0,05), onde os bezerros que receberam a dieta 100% leite integral, apresentaram média
percentual de marcagdo para quimosina superior (95,11%), aqueles animais que consumiram a

dieta 60% leite em p6 + 40% de soro de queijo em po (89,59%).

Palavras chaves: abomaso, poligastricos, proliferacdo celular, rtimen



ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the use of whey powder associated with powdered milk
as a substitute for whole milk without breastfeeding until 60 days of age on the development
of pre-stomachs, growth and proliferation rate Cellular of the ruminal papillae, as well as an
influence of the diets on as chymosin and pepsinogen producing cells of the calf abomasum
through the immunohistochemical technique. To that end, 24 crossbred calves with one week
of life were distributed in a completely randomized design with four treatments and six
replicates: LI: whole milk (Control); LP: milk powder; LPS1: 80% milk powder + 20% whey
powder; LPS2: 60% milk powder + 40% whey powder cheese. For the methods of dry matter
(DM) consumption, measurements of hay consumption and concentrate are made by the
supply / surplus method. The animals were slaughtered at 60 days of age. The cavity organs
were weighed with contents, and soon thereafter emptied and newer, registering, full and
empty weights, respectively. The weight of the stomach and its compartments were
determined with absolute values (kg) and relative (%) as a function of the empty body weight
(%PCVZ) and as a function of the weight of the whole stomach (%PE). Fragments of
approximately one square centimeter (1cm?) of tissues were collected from 4 regions of the
world: rumen atrium, dorsal sac, caudate-dorsal blind sac and ventral sac from where they are
measured as heights of ruminal papillae. Proliferative activity was evaluated in tissue samples
collected by counting Argirophilic Nucléole Organisms (AgNOR). Tissue samples of 1 cm? of
the abomasum were collected for immunohistochemistry. There was no difference for dry
matter intake (P> 0.05). As averages obtained for absolute and relative weights as a function
of the empty body weight of the digital compartments did not present significant residues (P>
0.05) between the treatments. Regarding the development of non-rumen papillae There were
significant (P <0.05) for a height variable in the ventral sac, where animals receiving whole
milk had higher averages. There were no significant differences (P> 0.05) for the rate of cell
proliferation in ruminal papillae. The percentage of acini with immunoreactive cells to the
chymosin and pepsinogen antibodies presented a statistical difference (P <0.05), where the
calves that received a 100% whole milk diet presented a mean percentage of marking for
upper chymosin (95.11%), Animals that consumed 60% milk powder + 40% whey powder
(89.59%).

Keywords: abomasum, polygastretrics, cell proliferation, rumen
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1. INTRODUCAO

O avango na pecuaria leiteira nos ultimos anos vem modificando o cenario da
bovinocultura de leite, devido a intensificagdo da producdo. Em 2014, a producao
brasileira de leite foi de 35,2 bilhdes de litros, um aumento de 2,7% sobre o ano
anterior. O rebanho bovino do Brasil no ano de 2015 foi de aproximadamente, 215,2
milhdes de animais (IBGE, 2016). Com isso, o Brasil ocupou a quinta posi¢do no
ranking mundial de producio de leite, atras de Unido Europeia, india, Estados Unidos e
China (IBGE, 2015). O alto valor pago pelo produto neste ano deve motivar os
criadores de gado leiteiro a investirem na expansdo dos mercados, ocorrendo o
crescimento do rebanho, inclusive bezerros machos, que representam um problema na
industria de produgao leiteira.

No Brasil, os machos provenientes de plantéis especializados com predominancia
de genética européia, principalmente da raca holandesa, usualmente sdo eliminados logo
ao nascimento e representam grande desperdicio para os produtores que trabalham com
maiores custos de producdao. O descarte desses animais decorre das dificuldades
impostas a sua criacao pelas suas elevadas exigéncias em nutricdo, sanidade e conforto
(Janior et. al. 2008). De maneira geral, os produtores sacrificam ou vendem estes
animais a pre¢os muito baixos. Quando permanecem no rebanho, sdo criados sob
condi¢des precarias de manejo e alimentagdo, o que leva a altas taxas de mortalidade e
morbidade, sendo os sobreviventes desmamados fracos e subdesenvolvidos,
concorrendo ainda com as fémeas por areas, alimentagdo e manejo (Batista, 2011).

Na criacdo de bezerros o custo com leite integral representa até¢ 80% e os indices
de mortalidade e morbidade podem chegar a 20%, no entanto o controle da quantidade
de leite fornecido aos animais, a substituicdo do leite por sucedineos e o fornecimento
de concentrados desde a idade precoce t€ém sido apontados como praticas eficientes na
reducao dos custos com a alimentacdo. A fase de criagao do bezerro ¢ considerada como
sendo improdutiva, demorada e bastante onerosa no sistema de produgdo, uma vez que
tira da comercializagdo grande parte do leite produzido na propriedade. A utilizagdo de
sucedaneos esta se tornando pratica comum em propriedades leiteiras, recomendando-se
que o mesmo seja derivado do proprio leite integral (Coan, 2008). Como ¢ o caso do

soro de queijo e do leite em po.
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O soro de queijo representa boa alternativa na alimentagdo de bezerros,
Montenegro et al. (1998) e Bezerra et al. (2003) asseguram que o soro de queijo de vaca
pode ser utilizado em niveis de 20 a 60% de substituicdo ao leite integral na
alimentacdo, pois nao prejudica o desenvolvimento dos bezerros e permite reduzir os
custos de producdo desses animais. Além disso, a utilizacdo do soro de queijo na
alimentagdo animal contribui para reducdo dos efluentes liquidos langcados ao meio
ambiente pelas industrias de laticinios, ja que este ¢ tratado como refugo na industria
precisando, dessa forma, de destino adequado. O soro de queijo ¢ uma excelente
alternativa alimentar, pois além de ser rico em nutrientes, ndo contém fatores
antinutricionais. Por estas razdes, este produto apresenta amplas possibilidades na
alimentacdo animal visando a reducdo de custos (Lima, 2008).

A substituicdo do leite integral por leite em po6 e sua associagdo ao soro de queijo
em pod apresentam-se como uma alternativa vantajosa, ndo s6é do ponto de vista
nutricional por serem alimentos ricos em nutrientes, como também econdmico (Moura,
2013).

Nesse contexto, a busca por alternativas que possam reduzir os custos na dieta dos
bezerros e garantir maior retorno econdmico para os produtores, sem prejudicar o
desenvolvimento normal do epitélio absortivo gastrintestinal e a eficiéncia da utilizagao
dos alimentos pelo animal sdo fatores importantes para a sustentabilidade da atividade

leiteira.
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2. OBJETIVOS

2.1 GERAL

Avaliar, o desenvolvimento dos compartimentos gastricos e do epitélio ruminal
quando utilizado um sucedaneo composto por soro de queijo em po6 associado ao leite
bovino em po, em substituicdo ao leite integral no aleitamento de bezerros em fase de

cria.

2.2 ESPECIFICOS

a) Determinar a eficiéncia de utiliza¢do do soro de queijo em pd e leite bovino em
p6 em substitui¢do ao leite integral no desenvolvimento dos estdmagos de
bezerros;

b) Analisar a influéncia das dietas testadas sobre o desenvolvimento das papilas do
rumen-reticulo e o seu indice mitotico;

c) Avaliar a distribui¢do das células produtoras de quimosina e pepsinogénio no

epitélio do abomaso.



CAPITULO 1
FUNDAMENTACAO TEORICA
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1. UTILIZACAO DE DIETAS ALTERNATIVAS PARA BEZERROS NO
SISTEMA DE PRODUCAO LEITEIRO

A tradicionalidade dos sistemas de producao leiteira tem se mostrado pouco
eficiente economicamente, fazendo com que os sistemas busquem alternativas que
aumentem sua lucratividade (Missio et. al., 2009). O cenario econdmico, principalmente
enfrentado na nossa regiao, for¢a o produtor a buscar formas de reducao de custos, visto
que o mercado ndo mais absorve as ineficiéncias da produgao (Mancio, 2005). A fase de
cria de bezerros em aleitamento artificial representa uma das etapas mais relevantes na
produgdo leiteira e pode comprometer a vida futura do rebanho (Junior et. al., 2016). O
aleitamento convencional de bezerros leiteiros € caracterizado pelo fornecimento da
dieta liquida em quantidade constante, equivalente a 10% do peso corporal do animal,
dividido em duas refei¢cdes diarias (Azevedo et. al., 2014). O leite utilizado nessa etapa
ocasiona desvio de recursos e reduz a lucratividade dos sistemas (Castro et. al., 2004).

Nesse contexto, a busca por alternativas que possam reduzir os custos com o
fornecimento de leite aos animais e garantir maior retorno econdmico para o0s
produtores sdo fatores importantes (Oliveira et. al. 2010). A utilizagdo de substitutos
lacteos no aleitamento de animais devido ao seu baixo custo tem motivado pesquisas, o
avango de técnicas de alimentagdo e manejo na pecuaria leiteira tem levado criadores a
busca por alternativas economicamente viaveis para essa exploracdo (Castro et. al.,
2004). Durante o aleitamento, os custos didrios sdo maiores que durante qualquer outra
fase da recria, e isso se deve, em parte, ao custo alto da dieta liquida, além dos gastos
referentes ao manejo dos animais (Davis e Drackley, 1998).

Nos sistemas mais tecnificados de criagdo os animais em processo de desmame
logo apds a ingestdo do colostro e aleitados artificialmente. Utilizar um sucedaneo vai
além de simplesmente reduzir gastos, no caso do soro de queijo do leite bovino, ¢
também uma forma de minimizar os impactos ambientais. De acordo com a ABIQ
(Associacdo Brasileira das industrias Produtoras de Queijo), a produgdo anual de queijo
no Brasil ¢ de 350.000 toneladas, gerando 3,5 milhdes de toneladas de soro de queijo.
Este residuo ¢ caracterizado principalmente pela elevada carga organica e
principalmente a imensa quantidade de efluentes gerados. Atualmente, apenas 50% da

produ¢do mundial de soro de queijo gerado ¢ tratado ou transformado em produtos
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alimenticios. O restante ¢ disposto em rios, lagos, ou outros corpos de agua causando
assim grave impacto ambiental (Fontes et.al., 2006).

A utilizagdo de dietas liquidas alternativas vem sendo estudada visando a
substitui¢do parcial ou total do leite na dieta. O uso desses produtos permite aos
produtores a venda de maior volume de leite, com consequente aumento da
disponibilidade para a industria e para a alimentagdo humana (Fontes et. al., 2006).
Entretanto, a utilizacdo de produtos desta natureza demonstra, em muitos casos,
disparidades no desempenho dos animais, principalmente associados com alimentos de
menor aproveitamento, gerando diminui¢cdo no ganho de peso e elevagdo do gasto com
medicamentos, quando comparados ao leite integral (Vasconcelos, 1996). Estes
problemas parecem estar relacionados ao excesso de fibra e amido, ao tipo e a
inadequada incorporacdo de gordura além da utilizacdo de fontes protéicas de baixo
aproveitamento ou que provocam transtornos digestivos nos animais (Campos; Lizieire,
1995).

A fase de aleitamento € a mais critica nutricionalmente falando, ja que, devido a
limitacdes enzimaticas e a baixa sintese microbiana, os animais apresentam exigéncias
dietéticas mais complexas quanto aos aminodcidos e vitaminas e ndo utilizam com
eficiéncia fontes protéicas e energéticas de origem nao lactea (Orskov et. al., 1990).
Dessa forma um programa de aleitamento na fase de cria deve proporcionar ao animal

uma taxa de crescimento normal e um desenvolvimento fisioldgico satisfatorio.

2. FISIOLOGIA DO TRATO GASTROINTESTINAL DE ANIMAIS
RUMINANTES

Ao nascer, os bezerros sdo considerados pré-ruminantes e apresentam seu trato
digestivo anatomicamente semelhante ao de ndo-ruminantes. Por isso, a dieta liquida
constitui-se a base para obtengdo de nutrientes, uma vez que o ramen, reticulo e omaso
se encontram em fase inicial de desenvolvimento (Mancio, 2005). O tamanho relativo e
o desenvolvimento da digestdo gastrica nos compartimentos modificam-se com a idade.
Ao nascer os pré-estdbmagos sao pequenos € nao funcionais. Eles representam 39% do
total dos estobmagos com base no peso umido, ndo contendo microorganismos € as

papilas ruminorreticulares e folhas omasais sdo rudimentares (Leek, 1996). Durante o



24

aleitamento ocorre o desenvolvimento funcional dos compartimentos do trato digestivo
(Mancio et. al. 2005) e as maiores mudangas acontecem no ruminorreticulo, o qual sera
colonizado por microrganismos e desenvolvera sua musculatura ¢ mucosa (Nussio et al.
2003).

O comego da atividade dos pré-estdmagos depende da dieta ofertada aos animais.
A rapidez do desenvolvimento dos pré-estdmagos, inclusive em condigdes de pastejo,
dependera mais do que dos niveis de leite consumidos pelo recém-nascido com respeito
a suas necessidades para crescimento, da disponibilidade e consumo de alimentos
solidos facilmente digestiveis (Church, 1974). Para promover desenvolvimento do
ramen, o fator chave ¢ o consumo precoce de uma dieta que promova crescimento do
epitélio ruminal (aumento da area de absor¢ao) e a motilidade (para desenvolvimento da
musculatura ¢ do tamanho do rimen e a manutencdo da saide do epitélio ruminal)
(Coelho, 2005).

O abomaso ¢ o estomago verdadeiro, glandular e com grande capacidade de
digestdo de nutrientes. Durante a lactacdo o abomaso ¢ o compartimento do estdbmago
com maior volume. Sendo que ap6s a introdu¢do da dieta solida, em sua plenitude, os
pré-estdmagos apresentam desenvolvimento acentuado (Dirksen, 1993). As principais
secrecdes do abomaso sdo o acido cloridrico (HCI), a prdé-pepsina e a pro-renina
(Huber, 1969), este, porém, ndo secreta acido nem pepsinogénio durante o primeiro dia,
permitindo assim, a absor¢dao de imunoglobulinas intactas (Furlan, Macari & Faria
Filho, 2011).

O pH do conteudo abomasal varia de 5,0 a 8,0 antes de o bezerro receber sua
primeira refei¢do, mas cai para 3,0 at¢ o segundo dia de vida. A origem e o
processamento da proteina afetam, de maneira acentuada, a secrecdo de HCL no
estomago (Thivend et al. 1980).

Ac¢do coaguladora ¢ observada na mucosa do abomaso de feto de ruminantes
(Kirton et. al, 1971). A formagdo deste coagulo no abomaso resulta da coagulacdo da
principal proteina do leite, a caseina, sob a acdo de duas enzimas, denominadas
quimosina e pepsina e também pela acdo do acido cloridrico (Wattiaux, 2003). A maior
parte dessa acdo ¢ devida a renina, que tem atividade proteolitica menor que a pepsina.
A atividade da renina diminui de acordo com o aumento da idade, enquanto a atividade

da pepsina tende a crescer ligeiramente. Na época da desmama, a atividade da renina
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diminui, ao passo que a atividade da pepsina permanece aproximadamente constante ou
aumenta ligeiramente (Guilloteau et. al, 1993). Esses efeitos sdo parcialmente
reversiveis. Assim, quando os animais recebem novamente alimento liquido contendo
caseina, a atividade da renina aumenta, sem, contudo, atingir os niveis observados antes
da desmama, ao passo que a atividade da pepsina ndo ¢ afetada (Garnot et. al, 1977).

A pepsina ¢ predominante apdés a desmama, mas alguma renina ainda ¢
encontrada nessa ¢época (Thivend et. al, 1980). Outros componentes do leite,
principalmente proteinas do soro, lactose e a maioria dos minerais passam para o
intestino delgado, sendo a lactose digerida rapidamente a fim de garantir energia
imediata ao bezerro.

Durante a alimentagdo, o leite coagula rapidamente assim que atinge o abomaso.
A acidez do abomaso ¢ baixa (pH 6,0) imediatamente apds a alimentacao, mas aumenta
com a secrecdo de HCL, provocando uma diminui¢do gradual no pH abomasal, e
retorna a niveis compativeis aos anteriores a alimenta¢do em aproximadamente 5 horas
(Porter, 1969). Nesse momento, a maior parte do soro do leite ja deixou o abomaso, € o
pH do conteudo abomasal € suficientemente baixo para permitir a dissolu¢dao do codgulo
de caseina pela pepsina. A proteina do leite coagula no abomaso pela a¢do da renina e
pepsina, que separa o leite em coagulos de proteina e soro (Mylrea, 1966). A pepsina
tem somente um ter¢o da capacidade coaguladora da renina em pH neutro, porém mais
de 20 vezes a atividade proteolitica em pH baixos. O pH 6timo para coagulagdo pela
renina € de 6,5, enquanto o pH 6timo para atividade proteolitica ¢ de 4,0 para renina e
de 2,0 para pepsina (Raymond et. al, 1973).

O rumen-reticulo em conjunto permanece em colapso e sem funcionamento,
enquanto a dieta for limitada por leite. Isso porque quando o leite passa pela faringe,
estimula quimiorreceptores com vias aferentes do nervo glossofaringeo. O impulso
sensorial ¢ integrado na medula oblongata e o impulso eferente vagal provoca o
fechamento do sulco reticular e relaxamento do orificio reticulo-omasal e canal-omasal.
A contracdo do sulco reticular produz um tubo temporario que conecta os orificios do
cardio e reticulo-omasal, conhecido como goteira esofagica, desviando o leite do
ramen-reticulo e terminado no abomaso onde sofrera a digestdo enzimatica (Furlan,

Macari & Faria Filho, 2011).
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O rumen ¢ o maior dos trés pré-estomagos, preenche quase todo o lado esquerdo
da cavidade abdominal e ¢ dividido em quatro areas, ou sacos, por estruturas musculares
chamadas de pilares ruminais. H4 um saco dorsal, um ventral e dois sacos posteriores.
Os pilares movem o alimento pelo rimen em sentido rotatorio, misturando o contetido
solido com o contetdo liquido. Um rimen saudavel tem uma coloragdo escura, que ¢é
causada pelo aumento da massa de tecido e grandes vasos sanguineos (vascularizagao).
Quando completamente desenvolvido, apresenta vilosidades na face interna de sua
parede, chamadas papilas ruminais, essas papilas variam em numero ¢ tamanho em
fun¢do do tipo de alimento fornecido (Rehagro, 2003). As papilas em um ramen
saudavel sdo numerosas e visiveis sem ampliacdo. O maior determinante da extensdo da
superficie absortiva ruminal ¢ o tamanho das papilas ruminais, podendo ser diretamente
influenciado pela dieta (Daniel et al., 2007).

As papilas sdo estruturas filiformes que se projetam na superficie do epitélio
ruminal em direcdo a luz do 6rgdo, cuja fung¢do ¢ aumentar a superficie de contato entre
o epitélio e o conteudo ruminal e, consequentemente, a capacidade de absor¢ao dos
produtos da fermentacdo. O desenvolvimento das papilas ruminais estd diretamente
relacionado com o aumento da capacidade do epitélio ruminal em metabolizar os
produtos da fermentacdo e ¢ estimulado pela presenga de acidos graxos volateis no
ambiente ruminal (Silva et al., 2009). Além de participarem do mecanismo de
movimento da ingesta, sdo responsaveis pelo aumento da area absortiva, pois a maior
parte da absor¢do de 4cidos graxos volateis e outros metabolitos ocorre a nivel das
papilas ruminais (Reece, 2006). Sabendo que os acidos graxos volateis servem como
estimuladores do desenvolvimento das papilas ruminais, isso explica o fato de que nas
areas de maior absor¢@o, ha um maior desenvolvimento das mesmas (Silva, 1979).

Durante o periodo de transi¢do (3 a 8 semanas) os animais, além do leite,
comegam a ingerir maiores quantidades de alimentos fibrosos, os quais sdo responsaveis
pelo inicio da secrecao salivar e desenvolvimento ruminorreticular. Nessa fase o rimen-
reticulo acelera a colonizagdo de microorganismos, principalmente pelo contato com a
saliva, eructacdo, bolo ruminal e fezes de animais mais velhos. A fermentacdo
microbiana de vegetais produz acidos graxos de cadeia curta (AGCC), os quais sdo
essenciais para o desenvolvimento das papilas do rumen e reticulo e das folhas omasais.

J& o volume do material fibroso € responsavel pelo tamanho e desenvolvimento
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muscular do rumen-reticulo e efetivagdo da ruminagdo. Ao final desse periodo (8
semanas), o rumen reticulo tera as caracteristicas, proporg¢des, frequéncia e formas do
ciclo de motilidade da vida adulta. Além disso o metabolismo intermediario ¢ desviado
da utilizagao de glicose para os AGCC (acidos graxos volateis de cadeia curta) (Furlan,

Macari & Faria Filho, 2011).
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CARACTERIZACAO MORFOHISTOLOGICA DE BEZERROS ALEITADOS COM
LEITE EM PO ASSOCIADO AO SORO DE QUEIJO EM PO RECONSTITUIDOS

RESUMO: Objetivou-se avaliar a utilizacao do soro de queijo em pod associado ao leite em po
como substituto do leite integral no aleitamento de bezerros até os 60 dias de vida sobre o
desenvolvimento dos pré-estdmagos. Para isso, 24 bezerros mesticos com uma semana de
vida foram distribuidos em um delineamento inteiramente casualizado com 4 (quatro)
tratamentos e 6 (seis) repeti¢des: LI: leite integral (Controle); LP: leite em po6; LPS1: 80%
leite em pd + 20% de soro de queijo em pd; LPS2: 60% leite em p6 + 40% de soro de queijo
em po. Para os calculos de consumo de matéria seca (MS) foram feitas medi¢des diarias de
consumo de feno e concentrado pelo método de oferta/sobra. Os animais foram abatidos aos
60 dias de vida. Os oOrgdos cavitarios foram pesados com contetdo, e logo em seguida,
esvaziados e novamente pesados, registrando-se, os pesos cheios e vazios, respectivamente.
Foi determinado o peso dos estdmagos e de seus compartimentos com valores absolutos (kg)
e relativos (%) em funcdo do peso de corpo vazio (% PCVZ) e em fung¢do do peso do
estomago completo (% PE). As médias obtidas para pesos absolutos e relativos em fun¢do do
peso do corpo vazio dos compartimentos gastricos ndo apresentaram diferencas significativas

(P>0,05) entre os tratamentos.

PALAVRAS-CHAVES: aleitamento, fase de cria, lactante, rimen
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MORPHOHISTOLOGICAL CHARACTERIZATION OF BREWERS WITH
POTATO MILK ASSOCIATED WITH RECONSTITUTED POTATO CHEESE
SERUM

ABSTRACT: The objective of this study was to evaluate the use of whey powder associated
with powdered milk as a substitute for whole milk in the suckling of calves up to 60 days of
age on the development of pre-stomachs. To that end, 24 crossbred calves with one week of
life were distributed in a completely randomized design with four treatments and six
replicates: LI: whole milk (Control); LP: milk powder; LPS1: 80% milk powder + 20% whey
powder; LPS2: 60% milk powder + 40% whey powder cheese. For the calculations of dry
matter (DM) consumption, daily measurements of hay consumption and concentrate were
made by the supply / surplus method. The animals were slaughtered at 60 days of age. The
cavity organs were weighed with contents, and then emptied and again weighed, registering,
full and empty weights, respectively. The weight of the stomachs and their compartments
were determined with absolute values (kg) and relative (%) as a function of the empty body
weight (% PCVZ) and as a function of the weight of the whole stomach (% PE). The averages
obtained for absolute and relative weights as a function of the empty body weight of the

gastric compartments did not present significant differences (P> 0.05) between the treatments.

KEYWORDS: pro-ventricle, ruminants, substitutes.
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1. INTRODUCAO

Os ruminantes, ao nascerem, apresentam o trato gastrointestinal com pré-estomagos
pequenos e nao funcionais, sendo considerados nao ruminantes. O rapido desenvolvimento
desses compartimentos estd associado ao tipo de manejo alimentar adotado na fase de cria
(Khan et al., 2016).

A capacidade de todos os compartimentos estomacais se modificam de maneira distinta
com o avang¢o da idade dos bezerros, com uma aceleracdo do crescimento ruminal e uma
retracdo do crescimento abomasal. Ao nascer, a atividade digestiva no bezerro ¢ exercida pelo
abomaso. Esses animais apresentam o reticulo-rimen pouco desenvolvido e ndo funcional,
representando apenas 30% do total dos quatro compartimentos. As maiores mudangas em
termos de desenvolvimento vdo ocorrer neste 6rgdo, o qual serd colonizado por diferentes
tipos de microrganismos ¢ tera sua musculatura e parede interna (papilas) desenvolvidas,
como também enzimas funcionais na parede do ramen (Carvalho et al. 2003).

Em bovinos jovens, recebendo alimento so6lido até a nona semana de vida, estes ja
podem apresentar colonizacdo de microrganismos anaerdbios ou anaerdbios facultativos em
elevadas concentragdes no interior do ramen (Duarte et al. 2016), nessa idade o animal ja esta
em processo de transi¢do. A interagdo entre microrganismos ¢ alimentos, associada as
condigdes ruminais, favorece o estabelecimento dessas populacdes, além de suprir as
exigéncias do animal, com a formagao dos acidos graxos volateis de cadeia curta, fornecendo
o aporte de nutrientes necessarios (Kamra, 2005). A dieta, a qualidade e a frequéncia da
alimentagcdo fornecida sdo fatores importantes para o bom desenvolvimento dos pré-
estomagos (Rasmussen et al., 2006).

Sucedaneos como o soro de queijo e o leite em pd podem ser utilizados como
substancias alternativas ao leite integral, pois sdo produtos de descarte nas industrias de queijo
e nas fabricas de produgdo de leite em po6, que sdo vendidos a pregos baixos, € possuem
caracteristicas similares as do leite integral. Objetivou-se com o presente trabalho avaliar a
utilizagdo do soro de queijo em po associado ao leite em pd como substituto do leite integral

no aleitamento de bezerros até os 60 dias de vida sobre o desenvolvimento dos pré-estdmagos.
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2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido na fazenda Flor da Serra localizada no municipio de
Limoeiro do Norte-CE. Foram utilizados 24 bezerros machos com idade 5+3 dias, mestigos de
Holandés x SPRD, com peso médio inicial de 35 kg. Os animais foram distribuidos em
delineamento inteiramente casualizado com 4 (quatro) tratamentos e 6 (seis) repeticoes: LI:
leite integral (controle); LP: leite em po; LPS1:80% leite em pd + 20% de soro de queijo em
p6; LPS2: 60% leite em po + 40% de soro de queijo em po. O leite em po e o soro de queijo
em po utilizados nesse experimento, foram obtidos de refugo de industrias de laticinios da
empresa Betania. A composi¢ao centesimal da dieta liquida fornecida aos bezerros apresenta-

se na Tabela 1.

Tabela 1- Composicao percentual da dieta liquida fornecida aos bezerros

Alimentos L1% LP% LPS1% LPS2%
Leite integral 100 - - -

Leite em po - 100 80 60

Soro de queijo - - 20 40

Foram realizadas andlises fisico-quimica das dietas liquidas no laboratorio Clinica do
Leite ESALQ-USP, onde se determinaram os teores de proteina, gordura, lactose e extrato

seco dos componentes da dieta (Tabela 2).

Tabela 2 - Teores de proteina (P), gordura (G), lactose (LAC), extrato seco (ES) com base no

extrato seco para as diferentes dietas liquidas.

Soro de queijo

Fisico-quimica Leite integral Leite em po

em po
Proteina (%) 2,49 3,39 2,54
Gordura (%) 0,99 4,13 2,60
Lactose (%) 4,33 4,34 4,30
Extrato seco (%) 6,52 8,15 6,12

Os bezerros receberam colostro integral até o terceiro dia de vida. Posteriormente foram

aleitados com leite integral na quantidade de quatro litros, fornecido duas vezes ao dia (manha
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e tarde) em um balde, até o décimo dia. A adaptagdo dos animais as dietas compreendeu os
dez dias que antecederam ao inicio dos tratamentos, quando as dietas testadas foram
fornecidas em substituicdo ao leite integral, gradativamente (10% a cada dia). O periodo
experimental foi realizado durante as seis semanas apos o periodo de adaptagdo, totalizando
60 dias.

Todos os animais foram vermifugados e receberam complexo vitaminico ADE
injetavel na segunda semana de vida. Os animais foram mantidos em sistema de confinamento
em bezerreiros do tipo Argentino, composto por baias individuais cobertas com sombrite,
onde tinham acesso ao concentrado farelado, feno de Tifton (Cynodon sp.) e dgua ad libitum,
desde o nascimento até o desaleitamento. Os calculos de consumo de matéria seca (MS)
foram feitos pelo método de oferta/sobra, onde as medigdes diarias de consumo de feno e
concentrado eram feitas, ajustando-se a quantidade fornecida de forma a atingir 10% de sobra
em relacdo ao consumo do dia anterior.

Os animais tiveram a sua disposi¢do concentrado farelado, cuja composi¢ao

centesimal apresenta-se na Tabela 3.

Tabela 3 — Composi¢ao percentual da ragdo concentrada fornecida aos bezerros

Ingredientes Quantidades
Milho (moido) 60%

Soja (farelo) 20%
Premix 20%

Total 100%

Os alimentos solidos foram analisados no Laboratorio de Nutricdo Animal da
Universidade Federal Rural do Semiarido para determinacdo de matéria seca (MS), matéria
mineral (MM), proteina bruta (PB), extrato etéreo (EE), fibra insoluvel em detergente acido
(FDA) e fibra insoluvel em detergente neutro (FDN), apresentadas na Tabela 4, seguindo

metodologia de Silva e Queiroz (2002).

Tabela 4 — Composi¢ao quimico-bromatologica do concentrado e do feno de capim tifton-85

fornecido aos bezerros

Variaveis (% MS) Concentrado Feno

Matéria seca 93,92 95,38
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Matéria mineral 8,64 7,91
Proteina bruta 18,54 7,94
Extrato etéreo 4,98 1,58
Fibra em detergente neutro 13,73 72,18
Fibra em detergente acido 9,20 36,89

Aos 60 dias de idade, antes de serem abatidos, os bezerros foram pesados e
submetidos a um jejum de aproximadamente 16 horas (periodo noturno), tendo acesso a agua.
Na manha seguinte, foram pesados novamente e levados ao abatedouro sob fiscalizacdo do
Servico de Inspecao Municipal.

Na sala de abate foram insensibilizados, suspensos pelas pernas traseiras e em seguida
sangrados. Os bezerros foram esfolados e as patas foram retiradas, seguindo-se a evisceracao,
onde se recolheu todas as partes ndo-integrantes da carcaga, fazendo-se entdo a ligadura da
porcao caudal do es6fago com o céardia, da cranial do duodeno com o esfincter pildrico,
do orificio reticulo-omasal assim como também do orificio omaso-abomasal, para que se
procede-se ao estudo biométrico.

As partes foram pesadas em balancga digital. Os orgaos cavitarios pesados com conteudo
e logo em seguida, esvaziados, lavados, escorridos e novamente pesados, registrando-se,
portanto, os pesos cheios e vazios, respectivamente (Figura 1). O peso corporal vazio (PCVZ),
utilizado para as comparagdes percentuais, foi obtido diretamente pelo somatério dos pesos de
patas, cabega, pele, sangue, 6rgdos, visceras vazias, gordura interna e carcaga.

Os dados foram submetidos a analise de variancia e teste de comparacdo de médias. Os
efeitos dos diferentes tratamentos sobre cada variavel foram comparados por meio do teste de
Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade com o auxilio computacional do programa IBM (IBM
Statistics 20), segundo o modelo estatistico a seguir: Yij = u + Ti + Eij; onde, Yij =
observa¢do de cada varidvel relativa ao jésimo bezerro, do iésimo tratamento; pu = média da
populagdo; Ti = efeito do iésimo tratamento; i = 4,0 L de Leite integral/bezerro x dia (LI), 4,0
L de Leite em po/bezerro x dia (LP); 3,2 L de Leite em p6 + 0,8 L de Soro de queijo em
po/bezerro x dia (LPS1); 2,4 L de Leite em p6 + 1,6 L de Soro de queijo em pd/bezerro x dia
(LPS2); Eij = efeito aleatorio relativo ao jésimo bezerro, do iésimo tratamento; j = 1, 2, 3, 4,

5, 6, bezerros (unidade experimental).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As médias obtidas para pesos absolutos e relativos dos compartimentos gastricos, em
fun¢do do peso do corpo vazio ndo apresentaram diferencas significativas (P>0,05) entre as

dictas testadas (Tabela 5).

Tabela 5 - Peso absoluto (Kg) e coeficiente de variacdo dos compartimentos estomacais de

bezerros recebendo dietas contendo soro de queijo em p6 associado ao leite em po.

Variavel LI LP LPSI LPS2 MEDIA CV P
Cheio 4,732 5,682  6,63*  6,69° 5,75 37,63 0,50
Estdmago
total Vazio 1,412 1,41 1,58* 1,57 1,48 26,45 0,89
Rimen- Cheio 3,542 467 5432 5372 457 41,83 041
Reticulo Vazio 0,862 0,94  1,04%  1,00° 0,95 26,19 0,76
Cheio 0,232 0,28  029* 031° 0,27 40,41 0,88
Omaso
Vazio 0,162 0,17® 0,20 0212 0,18 42,16 0,87
Cheio 0,962 0,74*  091* 1,01° 0,91 35,62 0,70
Abomaso

Vazio 0,38? 0,30° 0,35¢ 0,367 0,35 30,28 0,74

Me¢édias com letras diferentes nas linhas sdo significativas (P<0,05) pelo teste de Tukey; LI:
Leite integral; LP: leite em p6; LPS1: 80% leite em pd + 20% de soro de queijo em pd; LPS2:
60% leite em pd + 40% de soro de queijo em po.

Azevedo et al. (2014), trabalhando com bezerros holandeses mantidos em diferentes
sistemas de aleitamento, verificaram médias de 1,12 kg para o peso do rumen-reticulo vazio,
0,34 kg para peso de abomaso vazio e 0,24 kg para peso do omaso vazio, valores semelhantes
aos encontrados no presente trabalho. Ja Hoffmann et al. (1993), encontraram valores para
peso absoluto do rimen-reticulo, omaso e abomaso vazios de 0,77 kg, 0,16 kg e 0,25 kg na §°
semana de vida de bezerros, respectivamente. Segundo Beharka et al. (1998), o peso omasal
pode ser diretamente proporcional ao aumento do fluxo de particulas ruminais, estimulando o
desenvolvimento desse o6rgdo. Daniel et al. (2006) indicaram sua maior importancia, pois a
relacdo da superficie com a digesta tende a ser maior no mesmo em comparacdo ao
ruminorreticulo, possuindo area superficial 83,3% superior por unidade de digesta, mantendo-
0 como 0rgdo relevante na absor¢cdo de AGV. Além disso, Daniel & Resende Junior (2012),
trabalhando in vitro com a mucosa de rimen e omaso, encontraram taxa fracional de absor¢ao

no omaso 11 vezes maior do que no rumen, por unidade de area.
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Tabela 6 - Peso relativo (%) média e coeficiente de variagdo em relagdo ao peso do corpo

vazio de bezerros recebendo dietas contendo soro de queijo em p6 associado ao leite em po.

Variavel LI LpP LPS1 LPS2 MEDIA CvV P

Estomago total Vazio 2,82% 3,19* 3,31%* 3,43% 3,13 18,94 0,46
Rumen-Reticulo Vazio 1,73% 2,09* 2,18% 220? 2,00 18,76 0,17
Omaso Vazio 0,32% 0,38% 041* 0,44°? 0,38 34,20 0,61
Abomaso Vazio 0,76* 0,71* 0,72 0,80 0,75 28,76 0,10

Médias com letras diferentes nas linhas sdo significativas (P<0,05) pelo teste de Tukey; LI:
Leite integral; LP: leite em pd; LPS1: 80% leite em p6 + 20% de soro de queijo em po; LPS2:
60% leite em pd + 40% de soro de queijo em po.

Azevedo et al. (2013), encontraram percentuais de peso relativo em fungdo do peso do
corpo vazio de 1,6% para o ramen-reticulo, 0,3% para omaso e 0,5% para abomaso de
bezerros em fase de aleitamento. Carvalho et al. (2003) ao abater bezerros holandeses aos 50
dias de idade apresentaram valores percentuais em fun¢do do peso do corpo vazio (PCVZ) de
2,12; 0,63 e 0,66% para ramen-reticulo, omaso e abomaso, respectivamente.

As médias obtidas para a participacdo percentual dos compartimentos gastricos vazios
em relacdo ao peso total do estdbmago vazio ndo apresentaram diferengas significativas

(P>0,05) (Tabela 7).

Tabela 7 - Participacdo percentual e coeficiente de variagdo dos compartimentos gastricos
vazios em relacdo ao peso total do estdbmago vazios de bezerros recebendo dietas contendo

soro de queijo em po associado ao leite em po.

Variavel LI LP LPSI LPS2 MEDIA CvV P
Estomago Completo (kg) 1412 141* 1,582 1,572 1,48 2645 0,89
Ruamen-Reticulo (%) 61,19% 66,77* 66,01 64,26 64,18 8,75 0,43
Omaso (%) 11,73 11,80* 12,51* 11,94% 11,99 24,54 0,99
Abomaso (%) 27,08* 21,35* 21,48* 23,80% 23,84 21,75 0,26

Médias com letras diferentes nas linhas sdo significativas (P<0,05) pelo teste de Tukey;
LI: Leite integral; LP: leite em pd; LPS1: 80% leite em p6 + 20% de soro de queijo em po;
LPS2: 60% leite em p6 + 40% de soro de queijo em po.
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Azevedo et al. (2013) relataram que a propor¢ao do rumen-reticulo, omaso ¢ abomaso
de bezerros lactantes foram de 66%, 15% e 19% respectivamente. Silper et al (2012),
estudando diferencas na propor¢ao de cada estomago aos 30 e 60 dias de vida de bezerros,
verificaram que o ruminorreticulo correspondeu a maior parte do trato gastrointestinal nas
duas idades. Resultados semelhantes foram encontrados neste experimento, onde o rimen
supera em peso € propor¢cdo o abomaso, caracterizando esses bezerros como ruminantes
funcionais. Quando nascem os bezerros possuem o reticulo-rimen pouco desenvolvido,
representando em torno de 30% do total dos quatro compartimentos, para que haja um rapido
desenvolvimento desse 6rgao a dieta é o fator principal, a aceleragdo do desenvolvimento do
reticulo-raimen se d4 a medida que o animal consome alimentos solidos (Costa et al., 2008).

Segundo Mancio et al. (2005), o tamanho do rimen esta relacionado a sua capacidade
funcional, portanto, os elevados pesos deste 6rgdo podem demonstrar uma transformacgao
numa estrutura funcional. O maior desenvolvimento do rimen ocorre devido a presenga de
alimentos solidos, proporcionando maior motilidade ruminal, desenvolvimento epitelial,
muscular, além da producdo de 4cidos graxos volateis (Anderson et al.,1987). Esse
crescimento dependera da quantidade de leite consumida durante o aleitamento e do consumo
de forragem, logo, possivelmente a semelhanca observada no desenvolvimento dos
compartimentos do estdmago esteja relacionada ao consumo semelhante de alimentos so6lidos,
visto que, segundo Lucci (1989), o aumento do rimen ¢ extremamente influenciado pela
ingestao de feno e concentrado, e no presente estudo os animais apresentaram o mesmo ritmo
de consumo de matéria seca para todas as dietas testadas.

Com o avango da idade e do consumo de alimento so6lido, o rimen comega a se
desenvolver e as propor¢des dos quatro compartimentos gastricos em relagdo ao trato total
sofrem mudangas (Nussio et al., 2003). Entretanto, as taxas de crescimento sdo diferenciadas
entre os compartimentos, ocorre aceleragdo do crescimento ruminal e retragdo abomasal,
sendo que em bezerros desaleitados precocemente a inversdo nas proporgdes desses
compartimentos estomacais ocorre antes dos 50 dias (Carvalho et al. 2003). Dessa forma, os
valores encontrados nesse trabalho para o estobmago total e os percentuais de cada estdmago,
obedecem a fisiologia de desenvolvimento e propor¢do condizentes com bezerros aos de 60

dias de vida.

Para o contetdo do estdbmago ou de seus compartimentos isolados, também ndo houve

observacao de efeito das dietas liquidas (P>0,05).
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Tabela 8 - Peso absoluto e coeficiente de variagdo do contetido dos compartimentos gastricos

de bezerros recebendo dietas contendo soro de queijo em p6 associado ao leite em po.

Contetido LI LP LPSI LPS2 MEDIA CV P
Estomago Total (kg) 4,73*  5,68? 6,63 6,69° 5,75 37,63 0,50
Rumen-Reticulo 2,67 3,73° 4,39¢ 4,372 1,71 47,28 0,39
Omaso 0,07 0,10° 0,10° 0,10° 0,06 69,71 0,86
Abomaso 0,58% 0,44° 0,56° 0,66° 0,30 54,00 0,83

Médias com letras diferentes nas linhas sdo significativas (P<0,05) pelo teste de Tukey;
LI: Leite integral; LP: leite em pd; LPS1: 80% leite em pd + 20% de soro de queijo em po;
LPS2: 60% leite em pd + 40% de soro de queijo em po.

Lima et al. (2013) avaliando o desenvolvimento dos estobmagos de bezerros mesticos
submetidos a diferentes dietas liquidas nao verificaram efeito das dietas sobre os
compartimentos gastricos, ¢ obtiveram valores de 2,37; 2,0; 0,06 ¢ 0,31kg para estdbmago
total, rumén-reticulo, omaso e abomaso, respectivamente. Nesse experimento Lima et al.
(2013) afirmam ainda que a semelhanga observada entre os tratamentos ¢ particularmente
interessante, por ser o objetivo proposto a substituicdo de uma dieta de custo mais elevado,
leite integral, por outra menos onerosa, soro de queijo. Espera-se que substitui¢do do leite
integral por substitutos provenha aos animais um desenvolvimento satisfatorio, que, em
outros termos, se traduz como: mesmo nao apresentando desempenho superior ao alcangado
com o uso do leite integral, os animais ndo tém seu desenvolvimento prejudicado. Os
bezerros do presente experimento apresentaram um desenvolvimento normal dos estdmagos,
j& que nao foram apresentadas diferengas estatisticamente significativas em relagdo aos pesos
absolutos e percentuais, tanto em relacdo ao peso do corpo vazio quanto ao peso do estdmago,

nas dietas testadas.
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4. CONCLUSAO

O desenvolvimento do trato gastrointestinal dos bezerros nao foi afetado com a
utilizacao dos sucedaneos testados, desse modo, o mesmo pode ser utilizado na alimentagao

desde que os animais tenham acesso a alimentos solidos na dieta.
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HISTOMORFOMETRIA DE PAPILAS RUMINAIS E ATIVIDADE
PROLIFERATIVA DA MUCOSA RUMINAL DE BEZERROS MESTICOS
ALEITADOS COM LEITE EM PO ASSOCIADO AO SORO DE QUEIJO EM PO

RESUMO: Objetivou-se com o presente trabalho avaliar a utilizagdo do soro de queijo em po
associado ao leite em p6 como substituto do leite integral no aleitamento de bezerros até os 60
dias de vida sobre o desenvolvimento e a taxa de proliferacdo celular das papilas ruminais.
Para isso, 24 bezerros mesticos com uma semana de vida foram distribuidos em um
delineamento inteiramente casualizado com 4 (quatro) tratamentos e 6 (seis) repeticoes: LI:
leite integral (Controle); LP: leite em pd; LPS1: 80% leite em p6 + 20% de soro de queijo em
p6; LPS2: 60% leite em p6 + 40% de soro de queijo em pd. Para os calculos de consumo de
matéria seca (MS) foram feitas medi¢des didrias de consumo de feno e concentrado pelo
método de oferta/sobra. Os animais foram abatidos aos 60 dias de vida. Foram retirados
fragmentos de aproximadamente um centimetro quadrado (1cm?) de tecidos de 4 regides do
ramen: atrio ruminal, saco dorsal, saco cego caudo-dorsal ¢ saco ventral de onde foram
medidas as alturas das papilas ruminais. A atividade proliferativa foi avaliada em amostras de
tecidos retiradas do rimen por meio da contagem de Regides Organizadoras de Nucléolos
Argirofilicos (AgNOR). Nao houve diferenca significativa para o consumo de matéria seca
(P>0,05) pelos animais entre as dietas testadas. Quanto ao desenvolvimento de papilas no
ramen houve diferenga significativa (P<0,05) para a varidvel altura no saco ventral, onde os
animais que receberam leite integral possuiram as maiores médias. Nao houve diferenca
significativa (P>0,05) para a taxa de proliferagdo celular nas papilas ruminais. O soro de
queijo em po associado ao leite em p6 ndo afetou o consumo de matéria seca nem a taxa de
proliferacdo celular nas papilas ruminais, embora tenha afetado negativamente o tamanho das

papilas na regido ventral do rimen.

Palavras-chaves: AgNOR, atividade proliferativa, desenvolvimento papilar, ramen
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HISTOMORPHOMETRY OF RUMINAL PAPILLAS AND PROLIFERATIVE
ACTIVITY OF THE RUMINAL MUCOSA OF BEZERROS MIXTURES WITH
MILK IN POW ASSOCIATED WITH THE POWDER CHEESE SERUM

ABSTRACT: The objective of this study was to evaluate the use of powdered cheese whey
associated with powdered milk as a substitute for whole milk in suckling calves up to 60 days
of age on the development and rate of cell proliferation of ruminal papillae. To that end, 24
crossbred calves with one week of life were distributed in a completely randomized design
with four treatments and six replicates: LI: whole milk (Control); LP: milk powder; LPS1:
80% milk powder + 20% whey powder; LPS2: 60% milk powder + 40% whey powder
cheese. For the calculations of dry matter (DM) consumption, daily measurements of hay
consumption and concentrate were made by the supply / surplus method. The animals were
slaughtered at 60 days of age. Fragments of approximately one square centimeter (1 cm?) of
tissues were collected from 4 regions of the rumen: rumen atrium, dorsal sac, caudate-dorsal
blind sac and ventral sac from which the heights of rumen papillaec were measured. The
proliferative activity was evaluated in samples of tissues removed from the rumen by counting
Organizing Regions of Argirophilic Nucléolos (AgNOR). There was no significant difference
in dry matter intake (P> 0.05). Regarding the development of papillae in the rumen, there was
a significant difference (P <0.05) for the variable height in the ventral sac, where the animals
that received whole milk had higher averages. There were no significant differences (P> 0.05)
for the rate of cell proliferation in ruminal papillae. Whey powder associated with powdered
milk did not affect the dry matter intake nor the rate of cell proliferation in the ruminal
papillae, although it negatively affected the size of the papillae in the ventral region of the

rumen.

Keywords: AgNOR, proliferative activity, papillary development, rumen
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1. INTRODUCAO

O estomago dos ruminantes € constituido por quatro compartimentos: ramen, reticulo,
omaso ¢ abomaso (Nickel et al., 1979). Os dois primeiros compartimentos, o rimen € o
reticulo, sdo consideradas uma s6 camara, denominada ruminoreticulo, devido a auséncia de
barreira anatomica entre elas (Van Soest, 1994).

A superficie externa do ruminoreticulo ¢ marcada pela presenca de sulcos, que estdo
representados internamente por espessamentos da tunica muscular, os pilares. Os sulcos
externamente, ¢ os pilares, internamente, delimitam os sacos cranial, dorsal, cego caudo-
dorsal e ventral. Entre rimen e reticulo estdo a prega ruminorreticular, internamente, e o sulco
ruminorreticular, externamente. A extremidade do saco cranial é denominada recesso do
ramen (Nickel et al., 1979).

A superficie interna do rumen ¢ caracterizada pela presenga de papilas. As papilas sdo
estruturas filiformes que se projetam na superficie do epitélio ruminal em direcdo a luz do
orgdo, cuja funcdo ¢ aumentar a superficie de contato entre o epitélio e o conteudo ruminal e,
consequentemente, a capacidade de absor¢ao dos produtos da fermentagao (Banks, 1992).

O desenvolvimento das papilas ruminais estd diretamente relacionado com o aumento
da capacidade do epitélio ruminal em metabolizar os produtos da fermentacdo e ¢ estimulado
pela presenga de acidos graxos volateis no ambiente ruminal (Silva et al., 2009). A regido
central da papila é composta de um sistema vascular (vénulas capilares) em paralelo, fluxo
sanguineo derivado de uma arteriola central, ou de uma ou duas arteriolas periféricas. Os
acidos graxos que atravessam a parede epitelial por difusdo simples alcangam o sistema
vascular, o qual desemboca no sistema porta-hepatica até¢ o figado. O hébito alimentar dos
ruminantes € que define seu nimero, distribuicdo e tamanho, pois essas estruturas estdo na
dependéncia da acdo tréfica dos alimentos sobre o desenvolvimento da mucosa (Furlan,
Macari & Faria Filho, 2011). Para promover desenvolvimento do rimen, o fator chave ¢ o
consumo precoce de uma dieta que promova crescimento do epitélio ruminal (aumento da
area de absor¢do) e a motilidade (para desenvolvimento da musculatura e do tamanho do
rimen e a manutencao da satde do epitélio ruminal) (Coelho, 2005).

O desenvolvimento das papilas ruminais € resultante entre a diferenca das taxas de
proliferagdo e morte celular. A proliferacdo celular ¢ essencial para a manutencdo da
integridade da mucosa na mucosa gastrointestinal normal, com células constantemente
entrando ciclos de replicagdo, maturacdo e apoptose. Diferentes metodologias podem ser

empregadas para avaliar a resposta em morfologia papilar a mudanca no plano nutricional. A
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proliferagdo celular pode ser evidenciada por reacdes histoquimicas, como o método de
AgNORs.

A impregnacao pela prata das regides organizadoras de nucléolos (NORs) ¢
caracterizada por marcar proteinas ligadas ao acido ribonucleico ribossomico, avaliando a
proliferagdo em células normais ou neoplasicas (Chacur et al., 2015). Estudos recentes
enfocam o uso da técnica de coloracio AgNOR em diversas areas da ciéncia, como genética e
biologia evolutiva de animais da fauna brasileira (Laguna et al. 2010). Sua contagem pode ser
usada para avaliar a taxa de proliferacdo celular uma vez que essas proteinas tendem a se
acumular em células mitoéticamente ativas, enquanto que sua expressao em células em repouso
¢ baixa (Sirri et al., 2000).

Objetivou-se com este trabalho, testar a influéncia da utilizagdo do soro de queijo em po
e do leite em pd em substituicdo ao leite integral, no aleitamento de bezerros até os 60 dias de
vida, sobre o desenvolvimento das papilas do rimen, assim como sobre a taxa de proliferagao

das células nesta regido.
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2.MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido na fazenda Flor da Serra localizada no municipio de
Limoeiro do Norte-CE. Foram utilizados 24 bezerros machos com idade 5+3 dias, mesticos de
Holandés x SPRD, com peso médio inicial de 35 kg.

Os animais foram distribuidos em delineamento inteiramente casualizado com 4
(quatro) tratamentos e 6 (seis) repeti¢des: LI: leite integral (controle); LP: leite em po; LPSI:
80% leite em pd + 20% de soro de queijo em pd; LPS2: 60% leite em po + 40% de soro de
queijo em po. O leite em pd e o soro de queijo em po utilizados nesse experimento, foram
obtidos de refugo de industrias de laticinios.

Os bezerros receberam colostro integral até o terceiro dia de vida. Posteriormente
foram aleitados com leite integral na quantidade de quatro litros, fornecido duas vezes ao dia
(manha e tarde) até o décimo dia. A adaptacdo dos animais as dietas compreendeu os dez dias
que antecederam ao inicio dos tratamentos, quando as dietas testadas foram fornecidas em
substitui¢do ao leite integral, gradativamente (10% a cada dia). O periodo experimental foi
realizado durante as seis semanas apos o periodo de adaptagdo, totalizando 60 dias. Todos os
animais foram vermifugados e receberam complexo vitaminico ADE injetdvel na segunda
semana de vida. Os animais foram mantidos no sistema de confinamento em baias individuais
cobertas com sombrite, onde tinham acesso ao concentrado farelado, feno de Tifton (Cynodon
sp.) e adgua ad libitum, desde o nascimento até o desaleitamento. Os célculos de consumo de
matéria seca (MS) foram feitos pelo método de oferta/sobra, onde as medicdes diarias de
consumo de feno e concentrado eram feitas, ajustando-se a quantidade fornecida de forma a

atingir 10% de sobra em relacdo ao consumo do dia anterior.

2.1 PROCESSAMENTO HISTOLOGICO E HISTOMORFOMETRIA

Foram retirados fragmentos de 1cm? (um centimetro quadrado) de quatro regides do
ramen: atrio ruminal, saco dorsal, saco caudal e saco ventral, para medicdo da altura das
papilas ruminais. Os fragmentos foram armazenados em formol por 24 horas e, apos esse
periodo, foram realizadas as praticas rotineiras laboratoriais para a montagem das ldminas
histoldgicas.

Os fragmentos foram desidratados, em série crescente de etanol (70%, 95% e 100%),
sendo 3 banhos nas diferentes concentragdes, durante 1 hora cada. Em seguidas os tecidos

foram diafanizados em xilol (2 banhos de 15 minutos), posteriormente impregnados durante 2
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horas e incluidos em parafina. Os blocos obtidos foram cortados em um micrétomo rotatério
na espessura de Sum. Os cortes obtidos foram submetidos a coloracdo de Hematoxilina-
eosina, e as laminas montadas com Balsamo do Canada.

As laminas foram fotografadas em fotomicroscopio (Olympus BX51®, Olympus
Optical Co., Japan) equipado com camera digital DP72 CCD. Posteriormente, foram
analisadas no programa Image J Version 1.51k onde se procederam as medicdes das alturas
das papilas das regides do atrio ruminal, saco dorsal, saco caudal e saco ventral. Foram
medidas aproximadamente 200 papilas por animal, resultando um total de 4.800 medicdes.

Os dados foram submetidos a analise de variancia e teste de comparagdo de médias,
utilizando-se o pacote estatistico IBM-SPSS (IBM Statistics 20). Os efeitos dos diferentes
tratamentos sobre cada variavel foram comparados por meio de ANAVA, seguida de um pos

teste de Tukey, a nivel de 5% de probabilidade.

2.2 PREPARACAO DE LAMINAS HISTOLOGICAS PARA TECNICA AgNORS.

A atividade proliferativa nos tecidos retirados do rumen foi avaliada por meio da
contagem de Regides Organizadoras de Nucléolos Argirofilicos (AgNOR).

Foram feitas sec¢oes de 5,0 um de espessura dos tecidos das quatro regides do rimen,
estas foram desparafinizadas em xilol e etanol (100%), pds-fixadas em solucdo de etanol
absoluto: 4cido acético (3:1) durante 30 min a temperatura ambiente e foram reidratadas. Para
o procedimento de impregnacdo por prata para visualizacdo dos AgNORs, duas solugdes
foram preparadas separadamente: 2% de gelatina em solucdo aquosa de acido formico a 1%
(solucdo A), e solug@o aquosa de nitrato de prata a 50% (solugdo B). A solucdo de coloragdo
foi preparada imediatamente antes do procedimento, misturando a solu¢do A com a solucdo B
(1:2) em um tubo de ensaio protegido da luz. As sec¢des foram coradas em um local escuro, a
temperatura ambiente durante 30 minutos, em seguida, lavadas com dagua destilada e o
bloqueio da reacdo foi feito com solugdo aquosa de tiossulfato de sédio a 5% durante 5
minutos a temperatura ambiente. As sec¢des foram desidratadas numa série gradual de etanol
ao xilol, e montadas com balsamo do Canada.

Para cada lamina foram fotografados 20 campos aleatorios, € em cada campo foram
observados 50 células, totalizando 1.000 células por animal. As AgNORs foram visualizados
como pontos escuros intranucleares nas células epiteliais da mucosa ruminal. A contagem foi

feita em microscopio de luz, sob aumento de 1000x, por um observador que desconhecia os
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tratamentos aplicados, a fim de ndo tendenciar os resultados. Os dados foram agrupados de
acordo com o tratamento, e analisados estatisticamente pelo teste de Tukey a um nivel de

significancia de 5%.
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3.RESULTADOS E DISCUSSOES

Observou-se consumo crescente de alimentos solidos ao longo das semanas (Tabela 1).
Para Costa et al. (2007) o consumo médio didrio nas primeiras semanas de vida do bezerro ¢
baixo, uma vez que ele consegue suprir todas as suas exigéncias nutricionais com o leite a ele
fornecido, esse consumo ainda tende a aumentar com o passar das semanas visto que suas
exigéncias também aumentam com o crescimento. Segundo Quigley e Bernard (1996), o
consumo de concentrado aumenta rapidamente entre a terceira e a sexta semanas de vida, com

diminui¢ao do ritmo nas proximas quatro a seis semanas.

Tabela 1 — Consumo médio de matéria seca total de bezerros submetidos a dietas contendo

soro de queijo em po associado ao leite em poé (g/bezerro/dia).

Dieta Liquida
Semana Média CV P
LI LP LPS1 LPS2
1 643,482 577,282 603,832 671,682 623,55 12,28 0,37
2 688,082 696,012 658,072 732,802 690,80 17,22 0,90
3 768,422 800,232 741,732 768,25% 769,59 17,46 0,96
4 922.77% 978,38 878,582 912,13% 923,58 25,13 0,96
5 1113,08% 1171,23* 1071,88% 1166,88% 1126,57 36,36 0,99

6 1266,40* 1416,19* 1415,28%  1295,04*  1341,72 33,64 0,95
CMMST  900,37%  939,89% 894,90 924,48 912,63 23,69 0,99

Meédias com letras diferentes nas linhas sdo significativas (P<0,05) pelo teste de Tukey; CMMST: Consumo
médio de matéria seca total; LI: leite integral (controle); LP: leite em po; LPS1: 80% leite em p6 + 20% de soro
de queijo em po; LPS2: 60% leite em p6 + 40% de soro de queijo em po.

As médias obtidas para consumo de matéria seca no presente trabalho nao diferiram
estatisticamente entre as dietas testadas (P>0,05). Resultados semelhantes foram encontrados
por Lima et al. (2011) e Lima et al. (2013), utilizando dietas a base de soro de queijo e ovo
integral em bezerros mesticos aos 60 dias, Lima et al. (2012) testando dietas contendo soro
de queijo e colostro e Fontes et al. (2006), trabalhando com inclusdao de fontes protéicas
alternativas a base de soro de leite e leite em po, em substitui¢do ao leite integral, observaram
que ndo houve diferenca (P>0,05) entre os grupos experimentais, entretanto, o consumo foi
diferente entre as semanas, apresentando elevagdo crescente com o avancar da idade. Esse

comportamento pode ser explicado devido ao crescimento do animal, aumentando as suas
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exigéncias energéticas e protéicas. Junto a dieta liquida os animais estavam recebendo feno e
concentrado, dessa forma tiveram acesso a um maior aporte de energia e proteina,
estimulando a funcionalidade ruminal, a produg¢do de &cidos graxos de cadeia curta e,
consequentemente, o desenvolvimento das papilas ruminais. Segundo Lima et al. (2011) com
dietas substitutivas, em geral, ndo se obtém desempenhos superiores aos conseguidos com o
leite integral e ao se utilizar substitutos lacteos, o que se pretende é que os animais ndo
tenham seu desenvolvimento prejudicado, pois o ganho em peso efetivo pode-se obter na fase
seguinte, ou seja, apos o desaleitamento.

Os bezerros apresentaram um consumo satisfatorio de matéria seca, ja que ndo foram
apresentadas diferencas estatisticamente significativas em relacdo a ingestdo de volumoso e
concentrado nas dietas testadas. No entanto, ¢ necessario garantir que as dietas ndo interfiram
negativamente no metabolismo dos animais, sendo importante investigi-las a
histologicamente.

Quanto ao desenvolvimento das papilas ruminais, nas regides do atrio ruminal, saco
dorsal e saco caudal os animais apresentaram os mesmos niveis de crescimento, nao diferindo

estatisticamente (P>0,05), em fun¢ao das dietas testadas (Tabela 2).

Tabela 2 — Médias de altura (mm) de papilas ruminais em bezerros submetidos a dietas

contendo soro de queijo em pd associado ao leite em po

Dietas Liquidas P CvV
Medidas
LI LP LPSI1 LPS2
Atrio Ruminal 1,47% 1,42% 1,39 1,092 0,77 0,03
Saco dorsal 0,482 0,382 0,492 0,542 0,79 0,04
Saco caudal 1,562 1,252 1,282 1,382 0,92 0,05
Saco ventral 6,72% 4,63° 4,69 ° 3,91 <0,001 0,02

Médias com letras diferentes nas linhas sdo significativas (P<0,05) pelo teste de Tukey; LI:
leite integral (controle); LP: leite em po; LPS1: 80% leite em p6 + 20% de soro de queijo em

p6; LPS2: 60% leite em pd + 40% de soro de queijo em po.

Os animais que receberam a dieta controle (100% leite integral), obtiveram um maior
desenvolvimento de papilas (P<0,05) no saco ventral. Ferreira et al. (2009) adicionando
butirato de sodio a dieta de bezerros apresentaram médias de 3,73 mm para papilas ventrais

aos 70 dias de vida em bezerros da raca holandesa. Em seus experimentos Huber et al. (1969)
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e Lucci et al. (1989) preconizam que a altura normal das papilas de bezerros com 8 semanas
de vida, aleitados com leite integral, deve estar na faixa de Smm a 7mm de altura. Zitnam et
al. (2005) encontraram valores de 1,89 mm para regido do atrio ruminal e 1,25 mm para a
regido ventral de bezerros aos 40 dias de vida. Costa et al (2008) testaram com inducao de
butirato, propionato e lactato sobre a mucosa ruminal de bezerros abatidos aos 90 dias
encontraram valores de 1,32 mm para altura de papilas caudais, valores proximos para a
mesma regido foram encontrados no presente experimento independente da dieta fornecida.

Silva et al. (2004), trabalhando com bezerros da raga holandesa aos 60 dias vida,
fornecendo leite integral, e os sucedaneos Lactal® (sucedaneo a base de soro de leite e leite
em po) e Destetor®, observaram que ocorreu menor altura das papilas do rimen para o grupo
que consumiu sucedaneos em relacdo ao tratamento com leite integral. E apontam o menor
consumo de concentrado nos tratamentos a base de sucedaneos, indicando que a maior parte
da matéria seca ingerida é proveniente dos sucedaneos, logo, sucedaneos pobres em matéria
seca, irdo proporcionar um baixo desenvolvimento de papilas. Gesteira et al. (1999) citam
que ¢ o concentrado que propicia a formacdo das papilas do rimen, as quais tém a
propriedade de aumentar consideravelmente a superficie de absor¢ao do 6rgao.

Na regiao ventral do rimen ocorre um maior contato com a dieta, ja que por densidade,
a medida que ocorre a quebra das particulas estds tendem a buscar regides mais profundas,
estando em contato direto com a mucosa do saco ventral, ocorrendo nessa regido maior
producdo de acidos graxos de cadeia curta (4cido acético, butirico e propidnico) que sdo os
principais responsaveis pelo desenvolvimento das papilas ruminais. Outro fato a ser
considerado ¢ que nem toda superficie absortiva do ruminoreticulo esta em contato com a
digesta constantemente. A maior parte do saco dorsal do rumen estd preenchida por gas
entrando em contato com os AGV incorporados ao fluido ruminal, apenas por ocasido dos
movimentos ruminais (Pratti Daniel et al., 2006), isso explica o fato do saco dorsal possuir

valores inferiores de desenvolvimento de papilas.
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A morfologia das papilas ruminais ventrais pelo método de coloracdo HE

(Hematoxilina-eosina) estd representada na figura 1.

Figura 1. Cortes histolégicos longitudinais de papilas localizadas na regido ventral do rimen
de bezerros aos 60 dias de vida corados em HE (40X). *Epitélio. LP: Lamina propria
submucosa. A) Papilas ventrais de bezerros recebendo a dieta (LI); B) Papilas ventrais de
bezerros recebendo a dieta (LP); C) Papilas ventrais de bezerros recebendo a dieta (LPS1); D)

Papilas ventrais de bezerros recebendo a dieta (LPS2).
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No presente experimento todos os animais alimentados com as dietas alternativas
possuiram um desenvolvimento papilar inferior ao preconizado na literatura, e isso pode ter
sido causado pela baixa quantidade de matéria seca na composi¢ao do soro de queijo, ja que
esse sucedaneo possui apenas 7% de matéria seca (parte solida) (Liziere e Campos, 2006).
Além disso, o soro de queijo possui uma completa auséncia de caseina, € consequentemente,
de coagulagdo no abomaso, por ser liquido, parte do soro pode escapar da fermentagdo
ruminal, devido ao alto turnover liquido e ser digerido pés-ruminalmente (David, et al., 2006),
e isso pode propiciar a rapida chegada de grande quantidade de nutrientes no intestino
delgado apos a alimentagdo, que talvez gere sobrecarga do sistema digestivo como um todo,
levando a menor digestio e absor¢do dos nutrientes pelos animais. Segundo Church, (1993), a
tensdo da parede do abomaso e as altas concentragdes de gordura, glicose e aminoéacidos, que
se observam quando se forma o coagulo, agem retardando o processo de esvaziamento
gastrico. Com a substitui¢ao do leite integral por soro e a auséncia de coagulagdao no abomaso,
maior quantidade dessa proteina chegara ao sitio digestivo, podendo sobrecarrega-lo, e
ocasionar menor aproveitamento da dieta liquida.

Por ndo haver diferenga para consumo de matéria seca entre as dietas testadas pode-se
sugerir que os animais que receberam dietas contendo soro de queijo em pd em sua
composicdo tiveram acesso a uma quantidade menor de matéria seca, o que pode ter
interferido no processo fermentativo, na producdo de AVG e, consequentemente, no

desenvolvimento das papilas do rimen.

Tabela 3- Contagem de AgNOR/nucleo nas células epiteliais das papilas da regido ventral do

rimen de bezerros recebendo dietas contendo soro de queijo em po associado ao leite em po

Dietas liquidas
Variaveis CV% P EPM
LI LP LPS1 LPS2

Regido Ventral

Base 2,37° 2,67° 2,48° 2,10* 19,22 0,54 0,11
Topo 2,32% 2,51% 2,45% 2,14* 18,14 048 0,12

Meédias com letras diferentes nas linhas sdo significativas (P<0,05) pelo teste de Tukey; LI:
leite integral (controle); LP: leite em pd; LPS1: 80% leite em pd + 20% de soro de queijo em
p6; LPS2: 60% leite em pd + 40% de soro de queijo em po.

Para avaliar o tamanho da superficie de absorcdo do epitélio do rumen, além de

mensuragdes macroscopicas, como medicdo de tamanhos de papilas ruminais, tem-se usado o

indice mitético para medir a capacidade proliferativa do epitélio ruminal. Houve um padrao
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semelhante de atividade proliferativa celular nas papilas, independente da dieta liquida
fornecida (P>0,05).

Os sucedaneos nao causaram comprometimento na produgdo de proteinas argirofilas nas
c¢lulas observadas, independente da dieta ofertada aos animais. A proliferacdo celular ¢
essencial para a manutencao da integridade da mucosa gastrointestinal normal, com células
constantemente entrando ciclos de replicacdao, maturagdo e apoptose.

Resende Junior et al. (2006), ao avaliarem a frequéncia de alimentacdo com
concentrados, em um experimento com vacas, observaram que a menor frequéncia de
alimentacdo concentrada resultou em maior indice mitotico da camada basal do epitélio
ruminal. No entanto, a maior divisdao celular ndo se refletiu em aumento nas dimensoes
macroscopicas das papilas do rimen. No presente estudo, apesar dos animais que consumiram
a dieta leite integral (LI) apresentarem maiores alturas de papilas ruminais na regido ventral,
ao analisarmos o indice mitotico observamos que este ¢ semelhante para todas as dietas
testadas, dessa forma, o indice mitotico do epitélio ruminal pode responder & mudancas
alimentares, no entanto, este pode nao ser o unico elemento analisado para determinar o
aumento macroscopicos das papila ruminais.

Além disso, a técnica empregada para avaliacao do indice mitotico neste trabalho ¢ uma
forma indireta de estimar a divis@o celular (mitose), ja que as substancias marcadas pela prata
sdo proteinas argiréfilas que, ndo necessariamente, devem ser destinadas a multiplicagdo
celular, essas proteinas podem ser utilizadas para a manutengdo de organelas citoplasmaticas
dentro das células. Dessa forma, apesar dos mesmos indices de producdo de proteinas
argirofilas em todos os tratamentos, os animais alimentados com dietas a base soro de queijo
em po e leite em po possivelmente ndo destinaram a sintese dessas protéinas para divisdo
celular, mas provavelmente para a manuten¢ao de organelas citoplasmaticas, refletindo-se em
papilas menos desenvolvidas na regido ventral do rimen desses animais.

A morfologia do rimen pelo método histoquimico de coloracdo pela prata (AgNOR)
esta representada na Figura 2, na qual se observam as regides organizadoras de nucléolo

(NOR) em forma de granulos escuros, distribuidos no nticleo das células do epitélio.
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Figura 2. Regido ventral do ramen de bezerros: técnica de coloracdo pela prata (AgNOR). Os

pontos negros nos nucleos sdo as regides organizadoras de nucléolo (NORs), magnitude

(100x). Tecido conjuntivo (TC). Epitélio (Ep).

Nos cortes histologicos, o nimero de proteinas argirofilas contadas nas células da regido
ventral do rimen de bezerros apresentou uma distribuicio homogénea no epitélio nos
diferentes campos microscopicos.

Em virtude de a técnica de AgNOR, relacionada ao estudo da proliferacao celular do
tecido do rimen, ndo trazer informagdes na literatura consultada, recomenda-se que novos
estudos sejam realizados para fins de somatoria de resultados com o uso da técnica de

coloracdo e contagem de NORs utilizada. Vale salientar que o presente resultado e as
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informacdes relatadas no respectivo estudo podem servir como base para futuros estudos na

espécie bovina.
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4, CONCLUSAO

O soro de queijo associado ao leite em p6 nao afetou o consumo de matéria seca, nem a
taxa de proliferacao celular nas papilas ruminais, embora tenha afetado negativamente o

tamanho das papilas na regido ventral do ramen.



63

5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

BANKS, W. J.; BANKS, W. J. Tecidos de sustentacdao: osso. Histologia veterinaria
aplicada, v. 2, p. 137-186, 1992.

CHACUR, MARCELO GEORGE MUNGAI et al. Avaliacdo da técnica de coloragao
AgNOR em testiculos de ovinos. Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia,

p. 447-454, 2015.

CHURCH, D.C. Digestion, metabolism and nutrient needs in preruminantes. In: The ruminant

animal digestive physiology and nutrition. Oregon: Metropolitan Printing, 1993. p.401-420.

COELHO, S. G. Criacdo de bezerros. In: II SIMPOSIO BRASILEIRO DE BUIATRIA, 2005,

Belo Horizonte. Anais... Belo Horizonte: Associa¢ao de Buiatria de Minas Gerais, 2005.

COSTA, S. F. et al. Altera¢des morfoldgicas induzidas por butirato, propionato e lactato sobre
a mucosa ruminal e a epiderme de bezerros: I Aspectos histologicos. Arq. bras. med. vet.

zootec, p. 1-9, 2008.

COSTA; T.C. et al. Consumo de mistura mineral e desempenho de bezerros alimentados com
sucedaneos do leite. Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia, v.59, n.3,

p.749-758, 2007.

DANIEL, JOAO LUIZ PRATTIL "Avaliagdo morfofisioldgica da absor¢do e metabolizacio

de acidos graxos volateis pelo proventriculo de bovinos." (2007).

DAVID, FLAVIA MARIA. Diferentes quantidades de soro de leite na alimentacdo de vacas

secas. Diss. Universidade Federal de Lavras, 2006.

DE LIMA, Renata Nayhara et al. Avaliacdo econdmica de dietas liquidas a base de soro de
queijo in natura para bezerros. Revista Brasileira de Satide e Producido Animal, v. 12, n. 1,

p. 14-21, 2011.

DE LIMA, Renata Nayhara et al. Desempenho de bezerros aleitados com soro de queijo em

associacao ao colostro. Pesquisa agropecuaria brasileira, v. 47, n. 8, p. 1174-1180, 2012.



64

DE OLIVEIRA LIMA, Patricia et al. Desenvolvimento dos estomagos de bezerros recebendo

diferentes dietas liquidas. Ciéncia Rural, v. 43, n. 4, 2013.

FERREIRA, Lucas Silveira et al. Efeito da adi¢do de butirato de sodio, propionato de calcio
ou monensina sddica no concentrado inicial sobre parametros ruminais e de desenvolvimento
do rumen de bezerros leiteiros. Revista Brasileira de Zootecnia, v. 38, n. 11, p. 2238-2246,

2009.

FONTES, F. A.P.V.; COELHO, S.G.; LANA, AM.Q., COSTA, T.C.; CARVALHO, A.U.
Desempenho de bezerros alimentados com dietas liquidas a base de leite integral ou soro de

leite. Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia, v. 58, n.2, p.212-219, 2006.

FURLAN, R. L.; MACARI, M.; FILHO, F. Nutricio de ruminantes. 2. Ed. Jaboticabal:
FUNEP, 2011. p. 616.

GESTEIRA, S. C. Ganho de peso e desenvolvimento do estdbmago de bezerros desaleitados
aos trinta dias de idade e alimentados com concentrado € com ou sem feno. 1999. Tese

(Doutorado).Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, 1999.

HUBER, J.T. Development of lhe digestive and metabolie apparatus of the calf. 1. Dairy Sei.,
52:1303-15, 1969.

LAGUNA, M.M.; AMARO, M.C.; MOTT, T. et al. Karyological study of Amphisbaena
ridley (Squamata, Amphisbaenidae), an endemic species of the Archipelago of Fernando de

Noronha, Pernambuco, Brazil. Gen. Molec. Biol., v.33, p.57-61, 2010.

LIZIEIRE, R.S. e CAMPOS, O.F. Soro de queijo "in natura' na alimentacio do gado de
leite. In: PASTA DO PRODUTOR DE LEITE Juiz de Fora, MG: Embrapa Gado de Leite,
19- ndo paginado (Embrapa Gado de Leite. Pasta do Produtor, 46), 2006.

LUCKCI, C. S. Bovinos leiteiros jovens: Nutricao, manejo, doengas. Sao Paulo: Nobel, 1989.

NICKEL, R.; SCHUMMER, A.; SEIFERLE, E. The viscera of the domestic mammals (2nd
edn.) Parey. 1979.

QUIGLEY III, J.D.; BERNARD, J.K. Milk replacers with or without animal plasma for dairy
calves. J. Dairy Sci., v.79, p.1881-1884, 1996.



65

RESENDE JUNIOR, J.C. et al. Comparison of techniques to determine the clearance of
ruminal volatile fatty acids. Journal of Dairy Science, Champaign, v.89, n.§8, p.3096- 106,
Aug. 2006.

SILVA, J. C. P. M. da; OLIVEIRA, A. S. de; VELOSO, M. C. Manejo e administracio em

bovinocultura leiteira. Edi¢ao dosautores.Vigosa, 2009.

SILVA, TIAGO MAXIMODA, et al. "Desenvolvimento alométrico do trato gastrintestinal de
bezerros da raca holandesa alimentados com diferentes dietas liquidas durante o

aleitamento." Acta Scientiarum. Animal Sciences 26.4 (2004): 493-499.

SIRRI, V.; ROUSSEL, P.; HERNANDEZ-VERDUN, D. The AgNOR proteins: qualitative
and quantitative changes during the cell cycle. Micron, v. 31, n. 2, p. 121-126, 2000.

VAN SOEST, Peter J. Nutritional ecology of the ruminant. Cornell University Press, 1994.

ZITNAN, R. et al. Diet induced ruminal papillae development in neonatal calves not

correlating with rumen butyrate. Veterinarni Medicina-Praha-, v. 50, n. 11, p. 472, 2005.



66

CAPITULO IV
IMUNOHISTOQUIMICA PARA QUIMOSINA E PEPSINOGENIO NO ABOMASO
DE BEZERROS RECEBENDO SORO DE QUEIJO EM PO ASSOCIADO AO LEITE
EM PO
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IMUNOHISTOQUIMICA PARA QUIMOSINA E PEPSINOGENIO NO ABOMASO
DE BEZERROS RECEBENDO SORO DE QUEIJO EM PO ASSOCIADO AO LEITE
EM PO

RESUMO: O desempenho do animal depende intimamente de sua fisiologia, dessa forma, para
entender os mecanismos que norteiam o desenvolvimento fisico se faz necessario um estudo
mais aprofundado nos sistemas que interagem na dinamica celular. Objetivou-se neste estudo
testar a influéncia da utilizagdo do soro de queijo in natura associado ao leite em pd nas
células produtoras de quimosina e pepsinogénio do abomaso de bezerros através da técnica
imunohistoquimica. Para isso, foram utilizados 8 bezerros mesticos, distribuidos em um
delineamento inteiramente casualizado com quatro tratamentos e 2 repeticdes: LI: leite
integral (Controle); LP: leite em p6; LPS1: 80% leite em pd + 20% de soro de queijo em po;
LPS2: 60% leite em po + 40% de soro de queijo em pd. Os animais tiveram a sua disposi¢ao
concentrado farelado, feno e agua ad libitum, aos 60 dias de idade os animais foram abatidos.
Foram coletadas amostras teciduais de lcm? do abomaso para a realizagio da
Imunohistoquimica. A Imunohistoquimica para quimosina foi realizada em sec¢des idénticas
as utilizados para pepsinogénio, ¢ os padrdes de marcagdo nas células Zimogénicas
(principais) foram semelhantes, mostrando que as mesmas células produzem simultaneamente
as duas enzimas. A sintese de quimosina e pepsinogénio, ocorreu principalmente na regiao
basal das glandulas abomasais. Os percentuais de acinos contendo células imunorreativas aos
anticorpos quimosina e pepsinogénio apresentaram diferenca estatistica (P<0,05), onde os
bezerros que receberam a dieta 100% leite integral, apresentaram média percentual de
marcacao para quimosina superior (95,11%), aqueles animais que consumiram a dieta 60%

leite em pd + 40% de soro de queijo em po (89,59%).

PALAVRAS-CHAVES: caseina, pepsina, renina
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IMMUNOHISTOCHEMICAL FOR CHYMOSIN AND PEPSINOGEN WITHOUT
ABOMASUM OF CALVES RECEIVING WHEY POWDER CHEESE ASSOCIATED
WITH POWDERED MILK

ABSTRACT: The performance of the animal depends closely on its physiology, so to
understand the mechanisms that guide physical development requires a more in-depth study
of the systems that interact in the cellular dynamics. The objective of this study was to test the
influence of the use of the cheese whey in natura associated with powdered milk in the cells
producing chymosin and pepsinogen of calf abomasum through the immunohistochemical
technique. For this, eight crossbred calves with were used, distributed in a completely
randomized design with four treatments and two replicates: LI: whole milk (Control); LP:
milk powder; LPS1: 80% milk powder + 20% whey powder; LPS2: 60% milk powder + 40%
whey powder cheese. At 60 days of age the animals were slaughtered, hay and water ad
libitum. Tissue samples of 1 cm? were collected from the abomasum for the accomplishment
of Immunohistochemistry. Immunohistochemistry for chymosin was performed in sections
identical to those used for pepsinogen, and the marking patterns in the (main) Zymogenic
cells were similar, showing that the same cells produce both enzymes simultaneously. The
synthesis of chymosin and pepsinogen occurred mainly in the basal region of the abomasal
glands. The percentage of acini containing immunoreactive cells to the chymosin and
pepsinogen antibodies presented a statistical difference (P <0.05), where the calves that
received the 100% whole milk diet had a mean percentage of marking for upper chymosin
(95.11%), Those animals that consumed the diet 60% milk powder + 40% whey powder
cheese (89.59%).

Keywords: casein, pepsin, renin
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1. INTRODUCAO

Os principais sitios de digestdo dos nutrientes contidos no sucedaneo ou leite
consumido pelo bezerro no primeiro periodo de vida sdo o abomaso e o intestino delgado. O
abomaso ¢ o estomago verdadeiro, glandular e com grande capacidade de digestao enzimatica
de nutrientes, as secre¢cdes mais importantes do abomaso sao o acido cloridrico (HCI), a pro-
pepsina e a pro-quimosina (Huber, 1969). As enzimas digestivas presentes no abomaso ao
nascimento e¢ durante a fase de lactagdo permitem uma digestdo altamente eficiente de
proteinas do leite.

A caseina, ¢ a principal proteina do leite integral e possui a propriedade unica de
coagular-se no abomaso na presenga da quimosina, a qual se ativa no ambiente acido do
recém-nascido separando o leite em codgulos de proteina e soro (Lopes et al., 2015). Essa
enzima ¢ a encarregada da formacdo do codgulo de caseina que sera digerido lenta e
parcialmente no abomaso pela enzima pepsina, a qual ¢ secretada na sua forma inativa
(pepsinogénio) e ativada em meio &cido (Drackley, 2008).

Quando o leite integral entra no abomaso, apdés um periodo, suas proteinas sdo
desnaturadas pelas condi¢des acidas (pH 2.0) que resultam da secre¢do de HCI pelas células
parietais da mucosa abomasal. A enzima inativa pro-quimosina ¢ secretada no abomaso, e
convertida na enzima ativa quimosina. A gordura que estd presa dentro do codgulo, as
proteinas do soro, a lactose e os minerais e vitaminas soluveis sdo excluidos na porcao liquida
(soro) a medida que o codgulo se contrai (Drackley, 2008). Os componentes soliiveis entram
no intestino delgado dentro de 2 a 3 horas apds uma refeicao, enquanto o coagulo de caseina €
digerido mais devagar pela pepsina abomasal (Davis et al., 1998).

A acidez do abomaso ¢ baixa (pH 6,0) imediatamente apds a alimentacdo, e aumenta
gradualmente pela sintese e secrecdo de HCL, nesse momento, a maior parte do soro do leite
Ja& deixou o abomaso, e o pH do conteudo abomasal ¢ suficientemente baixo para permitir a
dissolu¢do do codgulo de caseina pela pepsina, essa enzima tem somente um terco da
capacidade coaguladora da quimosina em pH neutro, porém mais de 20 vezes a atividade
proteolitica em pH baixos. O pH 6timo para coagulagdo pela quimosina ¢ de 6,5, enquanto o
pH 6timo para atividade proteolitica ¢ de 4,0 para quimosina e de 2,0 para pepsina. A
quimosina tem atividade proteolitica menor que a pepsina (Guilloteau et. al,1993).

A secre¢do de quimosina (EC 3.4.23.4), também chamada renina, e pepsinogénio (EC
3.4.23.1) ¢ originaria das células zimogénicas (principais), presentes na mucosa gastrica do

abomaso (Liebman & Samloff , 1979). As células zimogénicas predominam na regido basal



70

das glandulas géastricas e possuem todas as caracteristicas de células que sintetizam e
exportam proteinas (Junqueira, 2008).

O desempenho do animal depende intimamente de sua fisiologia, dessa forma, para
entender os mecanismos que norteiam o desenvolvimento fisico se faz necessario um estudo
mais aprofundando nos sistemas que interagem na dinamica celular. Dessa forma objetivou-se
com este trabalho testar a influéncia da utilizagdo do soro de queijo in natura associado ao

leite em pd nas células produtoras de quimosina (renina) € pepsina no abomaso de bezerros.
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2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido na fazenda Flor da Serra localizada no municipio de
Limoeiro do Norte-CE. Foram utilizados 24 bezerros machos com idade 5+3 dias, mesticos de
Holandés x SPRD, com peso médio inicial de 35 kg. Os bezerros receberam colostro integral
até o terceiro dia de vida, e a partir do 4* dia foram aleitados com leite integral na quantidade
de quatro litros, fornecido duas vezes ao dia (manha e tarde) até o décimo dia. Os animais
foram distribuidos em delineamento inteiramente casualizado com 4 (quatro) tratamentos ¢ 6
(seis) repetigoes: LI: leite integral (controle); LP: leite em pd; LPS1: 80% leite em p6 + 20%
de soro de queijo em po; LPS2: 60% leite em p6 + 40% de soro de queijo em pd. Além disso,
tinham acesso ao concentrado farelado, feno de Tifton (Cynodon sp.) e agua ad libitum, desde
o nascimento até o abate. O periodo experimental foi realizado durante as seis semanas apds o
periodo de adaptagdo, totalizando 60 dias.

Os anticorpos utilizados neste experimente foram doados pela Swedish University of
Agricultural Sciences, provenientes do banco de anticorpos do laboratdrio Sveriges, Uppasala,
Suica.

Ao abate, foram retirados fragmentos de lcm? (um centimetro quadrado) de abomaso
dos bezerros, que foram armazenados em formol por 24 horas e, apds esse periodo, foram
realizadas as praticas rotineiras laboratoriais para montagem dos blocos de parafina.

As laminas foram montadas com dois cortes sequenciais de 5,0um de espessura, em
seguida os cortes foram desparafinizadas em xilol e hidratados por imersdo em solugdes
decrescentes de etanol (100%, 95% e 70%) e por fim em agua destilada. Posteriormente, os
cortes foram submetidos a recuperacdo antigénica: as sec¢oes foram aquecidas a 96°C em
tampao de citrato de so6dio 0,1 M, pH 6,0 durante 30 minutos, e lavadas com solu¢do salina de
tampao Tris 0,1M e Triton X 0,3% (TTBS). A seguir, os cortes foram submetidos a reacdo de
bloqueio da peroxidase enddgena utilizando solugdo de perdxido de hidrogénio 3% a 25°C
por 1 hora, lavados com TTBS, e incubados com o anticorpo primario anti-proquimosina €
anti-pepsinogénio (1:40; Andrén, 1981) a 4°C em camara timida, durante 18 horas.

Os cortes foram lavados com TTBS, e incubados com anticorpo secundério biotinilado
anti-IgG de coelho na diluigao de 1:200 (Andrén, 1981), em cdmara umida a 25°C por 2
horas. Posteriormente, os cortes foram lavados com solucdo salina de tampao tris 0,1M pH
7,2 (TBS) e incubados com o kit ABC (estreptoavidina-biotina) em camara imida a 25°C por
1 hora. Em seguida, os cortes foram lavados com TBS e depois incubadas com solucdo de

peréxido de hidrogénio 3% e 3,3’-diaminobenzidina (DAB) 5% por 5 minutos a 25°C, sob
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protecdo da luz, para revelagdo da reagdo imunohistoquimica. A seguir, as laminas foram
lavadas com TBS, desidratadas e montadas para andlise.

Os acinos marcados foram visualizados como pontos amarronzados, € sua contagem foi
realizada em um microscopio optico (Olympus BX51, Olympus optical Co., Alemanha) em
10 campos aleatdrios sob aumento de 40x, por um observador que desconhecia os tratamentos
aplicados, a fim de ndo tendenciar os resultados. Em cada campo foram contadas todas as
células, ndo marcadas e marcadas, depois retirou-se a média percentual. Os dados foram
agrupados por anticorpo, de acordo com o tratamento, e analisados estatisticamente pelo teste

de Tukey a um nivel de significancia de 5%.
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3. RESULTADOS E DISCUSSOES

Os percentuais de 4cinos contendo células imunorreativas aos anticorpos quimosina e
pepsinogénio apresentaram diferenca estatistica (P<0,05) entre as dietas testadas (Tabela 1).
Os bezerros que receberam a dieta 100% leite integral, apresentaram média percentual de
marcagdo para quimosina superior, aqueles animais que consumiram a dieta 60% leite em pd
+ 40% de soro de queijo em p6. Demonstrando que a medida que se reduz a participagcdo do
leite na dieta, reduz-se a sintese de quimosina pelas células zimogénicas nas glandulas

gastricas do abomaso.

Tabela 1 — Percentuais de acinos contendo células imunorreativas a quimosina € ao

pepsinogénio em bezerros alimentados com dietas contendo soro de queijo associado ao leite

em po.
Dietas Liquidas
Variaveis CV (%) P
LI LP LPSI LPS2
Quimosina (%) 95,11 89,59 90,75 @ 88,25° 6,94 0,03
Pepsinogénio (%) 72,17 65,17% 80,02? 85,21% 23,98 0,26

Me¢édias com letras diferentes nas linhas sdo significativas (P<0,05) pelo teste de Tukey; LI:
leite integral (controle); LP: leite em pd; LPS1: 80% leite em po + 20% de soro de queijo em
p6; LPS2: 60% leite em pd + 40% de soro de queijo em po.

A secre¢do da quimosina na mucosa gastrica estad altamente correlacionada com
alimentagdo a base de leite e a idade dos animais (Garnot et al., 1977). Os bezerros do
presente estudo foram abatidos aos 60 dias de vida, nessa faixa etdria comportam-se
fisiologicamente como animais monogastricos. No abomaso hé a formagdo do coagulo
resultante da coagulagdo da principal proteina do leite, a caseina, sob a agdo das enzimas,
renina (quimosina) e pepsina (Wattiaux, 2003). O soro de queijo possui apenas a parte aquosa
do leite que permanece depois da extragdo da proteina caseina, logo os animais que recebiam
a dieta 100% leite integral, tinham acesso a uma quantidade maior de caseina, comparado
aqueles animais que recebiam a dieta LPS2 (60% leite em p6 + 40% de soro de queijo em po).

Os animais da dieta leite integral obtiveram um percentual de células produtoras de
quimosina superior aos animais da dieta que possuia 60% leite em pd + 40% de soro de
queijo em po, pois esses tinham acesso a uma maior quantidade de caseina na dieta, dessa

forma, a presenga da caseina provavelmente estimularia a maior sintese de quimosina pelas
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células zimogénicas da base das glandulas gastricas, essa maior producdo de quimosina pode
ser justificada, segundo Andrén et al (1981), pelo fato de que a quimosina, em contraste com a
pepsina, tem uma atividade proteolitica muito especifica e cataliza, principalmente, a hidrélise
de uma ligagdo peptidica especifica em K-caseina, para que assim haja o processo de
coagulagdo do leite.

A quimosina possui uma atividade 6tima em pH de 4,2 e 3,8, ela age para iniciar a
coagulacao do leite pela clivagem de k-caseina entre a ligacao Phe 105 ¢ Met 106 (Foltman et
al. 1987). O leite bovino contém dois grupos de proteinas diferentes, as paracaseinas
(fosfoproteinas insoluveis a pH 4,6), e as proteinas do soro (ndo caseinicas) (Mohanty et al.
1999). Durante a acdo da quimosina no sistema de caseinato, a principalmente fracdo atacada
¢ a k-caseina enquanto as outras fracdes de caseina permanecem inalteradas, a acdo da
quimosina depende da adigdo de célcio no sistema, quando os ions de calcio estdo presentes, a
fracdo de caseinato sensivel ao célcio junto com a fragdo insoluvel de para-k-caseina formam
um coagulo (Mathur et al. 1983). Logo, quanto maior o percentual de caseina na dieta, maior
a produgao de quimosina para hidrélise da K-caseina.

Garnot et al. (1974), trabalhando com a determinagdo da influéncia das proteinas
dietéticas sobre os teores de renina e pepsina em vitela, testaram dietas a base de proteinas do
leite, proteinas de soro do leite € uma mistura de 50:50 dessas duas dietas. As determinagdes
enzimaticas nesse experimento indicaram uma tendéncia para atividade de renina em vitelos
alimentados com dietas contendo as proteinas do leite integral (caseina), enquanto o nivel de
pepsina permaneceu aproximadamente constante, os autores afirmam ainda, que de fato a
presenca de caseina parece induzir a secrecao da renina.

Guilloteau et al. (1984), trabalhando com bovinos em diferentes idades constataram que
a quimosina tem uma atividade especifica de coagulacdo do leite, ¢ a enzima dominante em
bezerros jovens lactantes, enquanto a pepsina se torna a enzima dominante em bezerros
desmamados e bovinos adultos. Andrén et al (1990) trabalhando com imunohistoquimica em
bovinos afirmam que o nimero de células que produziram quimosina estava intimamente
relacionado com a alimentagdo do leite, enquanto a sintese da gastrina estava mais
relacionado a idade do bezerro. O fator mais estavel durante o desenvolvimento das células no
abomaso foi o numero de células zimogénicas produtoras de pepsina, onde a sintese de
pepsina era observada independente da faixa etaria dos animais.

A atividade da renina diminui de acordo com o aumento da idade, enquanto a atividade
da pepsina tende a crescer (Guilloteau et. al, 1993). Pois, a medida que os animais crescem,

diminuem o consumo de leite integral passando a consumir volumoso e concentrado,
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eliminando dessa forma a presenca da caseina na dieta, que ¢ o principal estimulo para
producdo de renina.

Garnot et. al, (1977), utilizando bezerros fistulados, estudaram a influéncia da idade, o
tipo de proteina dietética e o desmame na secre¢do de quimosina e pepsina pelo abomaso. O
abomaso sintetizou tanto a quimosina quanto a pepsina quando os animais foram alimentados
com leite, no entanto, a secre¢do de quimosina pareceu ser independente da idade dos
animais, enquanto um aumento lento na secre¢do de pepsina foi observado a medida que os
bezerros envelhecem. Nesse mesmo experimento, eles constataram que quando os animais
recebem novamente alimento liquido contendo caseina, a atividade da quimosina aumenta.
Porém, ndo apresentam os mesmos niveis encontrados em animais antes da desmama.

As células zimogénicas parecem sintetizar pro-quimosina ou pro-pepsinogénio de
acordo com as proteinas que compdem o plano alimentar do animal, embora alguns autores
afirmem que a idade pode interferir nesse processo de sintese, pesquisas cientificas apontam
que essa diferenciagdo estd ligada a fatores inerentes a dieta administrada, o que pode ser
comprovado pelo aumento da producdo de quimosina em animais que haviam sido
previamente desmamados e depois retomaram a produgdo dessa enzima com a inclusdao do
leite integral na dieta novamente.

A marcagdo das células do abomaso de bezerros aos 60 dias de vida, pelo método
imunohistoquimico para o anticorpo quimosina esta representada na figura 1, onde pode-se
observar que as células Zimogénicas (principais) foram imunorreativas para todos os

tratamentos.
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Figura 1. Imunohistoquimica para quimosina no abomaso de bezerros recebendo diferentes dietas liquidas (40X).

A) Abomaso de bezerros recebendo dieta (LI); B) Abomaso de bezerros recebendo dieta (LP) — Inset com células
parietais ndo marcadas e células principais imunorreativas ao anticorpo quimosina; C) Abomaso de bezerros

recebendo dieta (LPS1) D) Abomaso de bezerros recebendo dieta (LPS2).
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Ocorreu sintese de quimosina pelas células zimogénicas do abomaso de todos os
animais neste experimento. No campo Optico, um nimero expressivo de células parietais
(oxinticas), vistas nas imagens como mais arredondadas ou piramidais, com um nucleo
bastante esférico ocupando uma posi¢do central, essas células sdo responsaveis pela produgao
de acido cloridrico (HCL) (Junqueira, 2008), e esse grupo de células ndo apresentaram
marcagdo para os anticorpos incubados.

A Imunohistoquimica para pepsinogénio foi realizada em secg¢des idénticas as utilizadas
para quimosina, ¢ os padroes de marcagdo nas células Zimogénicas (principais) foram iguais,
como podemos visualizar na figura 2, mostrando que as mesmas células produzem

simultaneamente as duas enzimas.
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“a

Figura 2. Imunohistoquimica para pepsinogénio do abomaso de bezerros recebendo diferentes dietas liquidas

(40X). A) Abomaso de bezerros recebendo dieta (LI); B) Abomaso de bezerros recebendo dieta (LP) - Inset com

células parietais ndo marcadas e células principais imunorreativas ao anticorpo pepsinogénio; C) Abomaso de

bezerros recebendo dieta (LPS1); D) Abomaso de bezerros recebendo dieta (LPS2).
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Resultados semelhantes aos do presente experimento foram apresentados por Andrén et
al. (1981), trabalhando com bovinos em diferentes faixas etarias. Esses autores observaram
que no grupo de bezerros com um més de vida, alimentados exclusivamente com leite
integral, todas as células zimogénicas (principais) produziram quimosina e pepsinogénio
simultanemante.

A sintese de quimosina e pepsinogénio pelas células zimogénicas localizaram-se,
principalmente, na regido basal das glandulas gastricas (Figura 2 — Inset B), e essa
caracteristica foi semelhante para todos os tratamentos. Junqueira (2008), afirma que células
Zimogénicas (principais) predominam na regido basal das glandulas géstricas, e que os
granulos em seu citoplasma contém a enzima inativa pepsinogénio.

Andren et al., (1990) verificaram que em bovinos a pro-quimosina, o pro-pepsinogénio
e a pro-gastrina foram sintetizados em diferentes idades e padrdes nas regides das glandulas
do abomaso. E isso pode ser explicado, pelo desenvolvimento do animal de um bezerro
alimentado com leite para um ruminante adulto. A quimosina, com alta atividade de
coagulagdo do leite e baixa atividade proteolitica, ¢ apropriada para bezerros jovens, pois a
IgG no colostro ndo ¢ degradada pela quimosina podendo ser absorvida no intestino. Quase
todas as células nas glandulas fundicas continuam a produzir pr6-quimosina, sendo o bezerro
alimentado com leite. Quando o bezerro é desmamado, apenas as células na parte média da
glandula fundica continuam a produzir quimosina. A medida que o pepsinogénio é produzido
pelas mesmas células que a quimosina, pode-se esperar que a producdo de pepsinogénio seja
suprimida pela producdo de quimosina, se o bezerro for alimentado com leite. No entanto,
quando o bezerro ¢ desmamado e comeca a comer capim, feno e cereais, ele precisa de uma
protease mais acida com uma alta atividade proteolitica geral. O bezerro pode entao aumentar

rapidamente a producdo de pepsinogénio em quase todas as células das glandulas fundicas.
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4. CONCLUSAO

A produgdo de quimosina nos animais que receberam as dietas contendo soro de queijo
em po6 foi inferior aquelas encontradas nos animais submetidos a dieta controle (leite integral),

no entanto, o desenvolvimento do animal nao foi afetado.
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