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RESUMO 

A laminite destaca-se entre as doenças que acometem o aparelho locomotor. Apesar de 

ser uma doença multifatorial, o manejo nutricional ainda é visto como tendo papel crítico no 

surgimento da laminite. Porém, a relação entre a acidose ruminal com a laminite é questionada, 

por não haver ainda um esclarecimento de como a acidose ruminal poderia levar a alterações 

histológicas do casco. O nosso objetivo foi avaliar as alterações metabólicas causadas pelo 

consumo de dietas de confinamento em novilhos e possíveis alterações histológicas no casco e 

outros órgãos. Foram utilizados 16 novilhos da raça Holandês com peso vivo inicial médio de 

250 + 25,5 Kg, separados em dois grupos que recebiam dietas com diferentes quantidades de 

amido, grupo AG (36,96% de amido) e BG (16,81% de amido), avaliados ao longo de 91 dias 

de confinamento. Parâmetros ruminais como pH do fluido ruminal e tempo de redução do azul 

de metileno foram avaliados, assim como parâmetros sanguíneos como glicose, insulina e IGF-

1. Foi realizado o teste de tolerância a glicose nos dias 0, 39 e 102. Foi realizada uma biópsia 

da junção dermo-epidérmica da região da muralha de todos os animais 40 dias antes do início 

do experimento, e após abate, amostras das junções dermo-epidérmicas das regiões de muralha 

e sola do casco foram obtidas e processadas histologicamente por coloração HE e PAS. Foram 

avaliados a hemorragia, infiltrado inflamatório, shunt arteriovenoso na derme. A morfologia, 

comprimento e largura das lâminas epidérmicas, e a morfologia das células epidérmicas, 

presença de irregularidades na membrana basal foram examinadas por coloração PAS. A dieta 

de alto grão reduziu o tempo de alimentação e ruminação dos animais, diminuiu o pH do fluido 

ruminal e o tempo de redução do azul de metileno. Em metade dos animais do grupo, a dieta 

de alto grão provocou alterações histológicas compatíveis com acidose ruminal como 

degeneração hidrópica multifocal discreta e microabscessos intraepiteliais. A área sob a curva 

(AUC) da glicose não diferiu entre os grupos nos TTG. As dietas de confinamento tiveram 

maior AUC de insulina durante TTG ao final do experimento D 102. As duas dietas de 

confinamento aumentaram os níveis de IGF-1 dos animais, sendo que o grupo AG teve maior 

incremento. As dietas de confinamento foram capazes de reduzir o comprimento e largura das 

lâminas epidermais. O grupo AG aumentaou o comprimento da paraqueratose no tecido 

laminar. Apesar do fato de que houve alterações histológicas nos cascos, não houve diferença 

significativas entre as dietas com diferentes inclusões de amido. Apesar de não ter diferença 

entre os grupos, a alteração no formato das laminas epidermais mais presente foi o 

franjeamento. O aumento de IGF1 e o aumento da AUC de insulina, provocado pelas dietas de 

confinamento, pode ter favorecido o encurtamento das lâminas epidermais do tecido laminar 



com desaparecimento do eixo queratinizado com a proliferação de células nucleadas entre o 

tecido lamelar e o início da camada córnea que supostamente não deveria existir 

(paraqueratose), reduzindo a estabilidade e qualidade do tecido lamelar.  Futuros estudos com 

menor tempo de adaptação, maior tempo de desafio com a dieta com maior inclusão de amido, 

e/ou tornando mais diversificadas as dietas de diferentes grupos, analisando os níveis de IGF-1 

devem ser conduzidos para investigar a relação entre acidose ruminal subclínica, alterações 

metabólicas e alterações histológicas de casco.  

Palavras chave: Laminite, IGF-1 casco, lâmina epidermal, bovinos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT  

Laminitis stands out among the diseases that affect the locomotor system. Despite being 

a multifactorial disease, nutritional management is still seen as having a critical role in the 

emergence of laminitis. However, the relationship between rumen acidosis and laminitis is 

questioned, as there is still no clarification of how ruminal acidosis could lead to histological 

changes in the hoof. Our objective was to evaluate the metabolic alterations caused by the 

consumption of confinement diets in steers and possible histological alterations in the hoof and 

other organs. Sixteen Holstein steers with an average initial live weight of 250 + 25.5 kg were 

used, separated into two groups that received diets with different amounts of starch, group AG 

(36.96% starch) and BG (16.81% of starch), evaluated over 91 days of confinement. Rumen 

parameters such as ruminal fluid pH and methylene blue reduction time were evaluated, as well 

as blood parameters such as glucose, insulin and IGF-1. The glucose tolerance test was 

performed on days 0, 39 and 102. A biopsy of the dermo-epidermal junction of the wall region 

of all animals was performed 40 days before the beginning of the experiment, and after 

slaughter, samples of the dermo-epidermal junctions were performed. epidermis from the wall 

and sole regions of the hoof were obtained and histologically processed by HE and PAS 

staining. Hemorrhage, inflammatory infiltrate, arteriovenous shunt in the dermis were 

evaluated. The morphology, length and width of the epidermal lamina, and the morphology of 

the epidermal cells, presence of irregularities in the basement membrane were examined by 

PAS staining. The high-grain diet reduced the animals' feeding and rumination time, decreased 

rumen fluid pH and methylene blue reduction time. In half of the animals in the group, the high-

grain diet caused histological changes compatible with rumen acidosis, such as mild multifocal 

hydropic degeneration and intraepithelial microabscesses. The glucose area under the curve 

(AUC) did not differ between groups in the GTT Feedlot diets had higher insulin AUC during 

GTT at the end of experiment D 102. The two feedlot diets increased the IGF-1 levels of the 

animals, and the AG group had the greatest increase. Feedlot diets were able to reduce the 

length and width of the epidermal layers. The AG group increased the length of parakeratosis 

in the laminar tissue. Despite the fact that there were histological changes in the hooves, there 

was no significant difference between diets with different starch inclusions. Although there was 

no difference between the groups, the most common change in the shape of the epidermal 

laminae was the fringing. The increase in IGF1 and the increase in insulin AUC, caused by the 

confinement diets, may have favored the shortening of the epidermal laminae of the laminar 

tissue with disappearance of the keratinized axis with the proliferation of nucleated cells 



between the lamellar tissue and the beginning of the stratum corneum. that supposedly should 

not exist (parakeratosis), reducing the stability and quality of the lamellar tissue. Future studies 

with shorter adaptation time, longer challenge time with the diet with greater starch inclusion, 

and/or making the diets of different groups more diversified, analyzing the levels of IGF-1 

should be conducted to investigate the relationship between ruminal acidosis subclinical, 

metabolic alterations and histological hoof alterations. 

Keywords: Laminitis, IGF-1, hoof, epidermal lamina, cattle. 
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1. INTRODUÇÃO 

Brasil é o país com maior rebanho bovino comercial do mundo com cerca de 218,2 

milhões de cabeças (IBGE, 2020) e de acordo com a Abrafrigo, o país movimentou 1.867.594 

toneladas em 2021. Uma mudança nas preferências do consumidor, que busca cada vez mais 

produtos de maior qualidade, sustentáveis e rentáveis, está mudando o perfil da produção na 

bovinocultura mundial. 

Os sistemas de produção, tanto de leite quanto o de corte, estão se intensificando nos 

últimos anos, devido a necessidade de aumento da produtividade com utilização de menores 

espaços territoriais (ABIEC, 2019). Porém, para intensificar a produção, um dos pontos 

fundamentais é o aumento da densidade energética da dieta, utilizando maior quantidade de 

concentrado.  

A busca pelo aumento da eficiência produtiva de bovinos aumentou o número de 

confinamentos, possibilitando o uso de dietas mais controladas. O uso destas dietas intensivas 

é uma prática comum em sistemas de produção de bovinos de corte e leite, com o objetivo de 

promover o maior crescimento e produção de leite respectivamente. Porém, a inclusão de 

alimentos ricos em carboidratos que são facilmente metabolizados na dieta, é conhecida por 

aumentar o risco de desenvolver distúrbios metabólicos em animais como acidose ruminal 

subaguda (Tavares et al., 2019). 

A alimentação eficiente com dietas ricas em grãos para ruminantes requer um equilíbrio 

entre altos níveis de produção e saúde animal. Dietas ricas em grãos resultam em taxas de 

crescimento rápidas, mas podem aumentar a incidência de doenças (Kleen et al., 2003). O 

confinamento, ao utilizar dietas com elevada proporção de concentrados e restringir a 

movimentação e o espaço dos animais pode ocasionar problemas de claudicação em bovinos 

de corte e leite (Passos, 2019). 

A claudicação é considerada um dos três problemas mais comuns na bovinocultura de 

leite juntamente com a mastite e problemas reprodutivos (Bruijnis et al. 2010).  Estima-se que 

as perdas econômicas induzidas pela claudicação perdem apenas para as perdas por mastite e 

doenças do trato reprodutivo (Greenough, 2007). Os distúrbios locomotores são a principal 

causa dos impactos negativos atuais no bem-estar animal, causando dor e desconforto 

prolongados. (Bicalho et al., 2007; Tavares et. al., 2019).  
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A laminite destaca-se entre as doenças que acometem o aparelho locomotor (Ferreira, 

2003). Apesar de ser uma doença multifatorial, onde a relação entre manejo ambiental e 

condição física pode ser considerada um dos fatores que contribuem para o desenvolvimento 

da doença, o manejo nutricional ainda é visto como tendo papel crítico no surgimento da 

laminite (Barbosa et al., 2020). A laminite pode ser causada por altos níveis de concentrado na 

dieta, em decorrência do aumento da produção de graxos voláteis, o que resulta em acidose 

ruminal (Nagaraja e Lechtenberg, 2007). 

Porém, muitas vezes, a relação entre a acidose ruminal com a laminite é questionada por 

não haver ainda um esclarecimento de como a acidose ruminal poderia levar a alterações 

histológicas do casco. Além disso, apesar de ser bastante estudada a etiologia das alterações 

histológicas nos casos de laminite não é conhecida.  

A hipótese deste trabalho é que bovinos submetidos a uma dieta de confinamento, com 

diferentes níveis de amido, desenvolvem um quadro de alteração metabólica que leva a 

alterações histológicas nos cascos que podem contribuir para a laminite subclínica. O objetivo 

é avaliar as alterações metabólicas causadas pelo consumo de uma dieta de alto grão, rica em 

amido, em novilhos e possíveis alterações histológicas no casco e outros órgãos. 

2. OBJETIVOS 

2.1. Objetivo Geral 

Avaliar as alterações metabólicas e histológicas no casco e outros órgãos de novilhos de 

engorda submetidos a dietas com concentrações altas e baixas de amido. 

2.2. Objetivos Específicos 

Avaliar as características do fluido ruminal de bovinos submetidos a dieta com 

diferentes inclusões de amido; 

Avaliar alteração bioquímicas energéticas em bovinos submetidos a dieta com 

diferentes inclusões de amido; 

Avaliar alterações comportamentais em bovinos submetidos a dieta com diferentes 

inclusões de amido. 

Estudar a histopatologia dos cascos, rúmen, pulmão e fígado em bovinos submetidos a 

dietas com diferentes inclusões de amido. 
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3. REVISÃO DE LITERATURA  

3.1. Morfologia do casco de bovinos 

O casco é composto por três camadas: epiderme, derme e subcútis. A derme aderida à 

falange distal do casco é denominada cório, que é dividido em uma camada reticular superficial 

e uma camada papilar profunda (constituída por lâminas dérmicas) (Van amstel e Shearer, 2006; 

Konig e Liebich, 2011). A epiderme é constituída de camadas de células vivas na parte mais 

interna e uma espessa camada de células mortas queratinizadas mais externamente. Essa 

cápsula pode ser chamada de estojo córneo (Greenough, 2007). 

As camadas de células vivas da epiderme são divididas em camada basal, denominada 

stratum basale, e a camada mais interna, em contato direto com a membrana basal, onde as 

células estão em constante divisão mitótica. Na camada seguinte, chamada stratum spinosum, 

ocorre intensa produção de filamentos de queratina que compõem o citoesqueleto. Em regiões 

como bulbo e períoplo, nas quais o tecido córneo macio é produzido, existe ainda uma terceira 

camada granulosa, denominada stratum granulosum. A camada mais externa da epiderme, é 

formada por sucessivas camadas de células mortas queratinizadas, denominada stratum 

corneum (Greenough, 2007). 

O tecido córneo é formado por um processo dinâmico de proliferação, queratinização e 

morte celular programada. As células jovens empurram as células mais antigas em direção ao 

exterior do casco. Para que o processo de queratinização ocorra adequadamente é necessária 

que a derme, subjacente à epiderme, se encontre íntegra (Noronha Filho, 2017). A epiderme, 

apesar de possuir camadas de células vivas e em constante divisão, é avascular. Assim, o 

oxigênio e os nutrientes necessários para a queratinização chegam por difusão da derme, que 

possui uma rica vascularização, atravessando a membrana basal (Mulling e Greenough, 2006; 

König e Liebich, 2011). Portanto, se não houver fluxo sanguíneo adequado para a epiderme, 

ocorrerá formação deficiente do tecido córneo. Sendo assim, a formação de um estojo córneo 

saudável é dependente da integridade da derme subjacente (König e Liebich, 2011; Noronha 

Filho, 2017).  

O cório é a parte “viva” do casco formada por uma rica rede de vasos e capilares que se 

entrelaçam em anastomoses arteriovenosas em uma estrutura denominada papila dermal. Essa 

estrutura auxilia a chegada de nutrientes até a epiderme através de difusão e também promove 

a exposição a hormônios, que modulam e controlam a diferenciação celular na epiderme, 

incluindo a formação da queratina. (Amstel e Shearer, 2001; Tomlinson et al., 2004). É também 
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sobre a papila dermal que as células epidermais produzem células corneificadas em forma de 

tubos. Os túbulos cornificados são as estruturas que dão força ao casco e sua quantidade por 

mm2 é uma maneira de quantificar a resistência do casco (Amstel e Shearer, 2001). 

O cório é dividido em quatro regiões, as quais possuem características próprias 

produzindo um casco com qualidades e dureza distintas. O cório perióplico é responsável pela 

produção do talão, cório coronário produz o tecido córneo da muralha, cório laminar produz o 

tecido córneo da linha branca e o cório solear produz o tecido córneo da sola (Amstel e Shearer, 

2001). A quantidade de papilas dermais e, consequentemente de túbulos corneificados, é maior 

no cório coronário com aproximadamente 80 papilas dermais/mm2. Os córios perióplico e 

solear possuem cerca de 20 papilas dermais/mm2. Dessa forma, a muralha é o tecido córneo de 

maior resistência com maior quantidade de túbulos corneificados, seguido pela sola e talão 

(Amstel e Shearer, 2001; Casagrande, 2013). A linha branca, formada pelo cório laminar, não 

possui a estrutura de túbulos, por isso é o tecido do casco de maior flexibilidade e maciez, e 

possui uma alta taxa de renovação (Amstel e Shearer, 2001; Casagrande, 2013). 

O tecido laminar do casco de bovinos é formado de lâminas dérmicas e epidérmicas 

intercaladas e aderidas ao estojo córneo do casco (König e Liebich, 2004). A sustentação deste 

tecido é feita pela derme situada logo abaixo das lâminas do casco (Mendes, 2015), que está 

aderida à falange distal (Van Amstel e Shearer, 2006). Cada lâmina epidermal possui no interior 

um eixo queratinizado (König e Liebich, 2004). Nos estudos sobre laminite, o tecido alvo para 

estudo é o tecido laminar (Nilsson, 1963; Thoefner et al., 2005; Mendes, 2015). 

A membrana basal separa a epiderme da derme em todo casco. Três camadas, lâminas 

densas, raras e fibroreticulares compõem a membrana basal. A camada mais externa é uma 

lâmina rara que sustenta as células epidérmicas. A camada mais interna é a lâmina fibroreticular 

que é composta por fibras colágenas que se conectam às fibras colágenas na derme. A derme 

produz essa camada e é a parte susceptível à degradação por enzimas metaloproteinases da 

matriz extracelular. A epiderme produz a lâmina rara e densa, que se situa entre a lâmina 

fibroreticular e a lâmina rara (Greenough, 2007). 

A membrana basal sustenta e orienta os queratinócitos durante a proliferação e 

diferenciação das células da epiderme. Como resultado, danos à membrana basal podem causar 

perda da organização da epiderme ou anormalidades no padrão de crescimento dos 

queratinócitos (Van Amstel e Shearer, 2006). 
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3.2. Laminite bovina 

O termo laminite significa inflamação do cório laminar do casco (Danscher et al., 2009), 

porém muitos autores questionam o termo, pelo fato de que a região laminar não é a única 

afetada (Lischer e Ossent, 2002). Como todos os segmentos dérmicos são acometidos, o termo 

pododermatite asséptica difusa seria mais adequado (Lischer e Ossent, 2002; Van Amstel, 2009; 

Noronha Filho,2017).  

A laminite ou pododermatite asséptica difusa, é uma inflamação difusa não infecciosa 

do cório (Vermunt, 1994; Ossent et al., 1997). A laminite resulta em um processo de 

queratinização deficiente, com consequente produção de um tecido córneo de pior qualidade e 

menor resistência, tornando o casco mais susceptível a doenças (Hendry et al., 2003; Lean et 

al., 2013).  

A laminite pode se desenvolver de três formas distintas, laminite aguda, laminite 

subclínica e laminite crônica. A primeira é rara e causa muita dor ao animal que tende a ficar 

em posições anormais. A inflamação do cório é evidente com dilatação das veias e artérias 

presentes nas anastomoses. É possível observar as veias dos membros ingurgitadas e a banda 

coronariana apresenta-se normalmente hiperêmica e com hipertermia local (Ossent et al., 1997; 

Lean et al., 2013). 

A laminite subclínica é uma condição crônica, lenta que só se torna aparente com o 

tempo, quando é observado um casco de qualidade ruim e macio. Ocorre alterações 

hemodinâmicas, como hemorragias que são observadas na sola e linha branca e aumento da 

incidência de doenças como úlcera de sola, sola dupla e doença da linha branca (Ossent et al., 

1997; Lean et al., 2013). 

A laminite crônica não apresenta sinais sistêmicos e ocorre em decorrência de quadros 

sucessivos de laminite clínica ou subclínica. Ocorre principalmente em animais mais velhos, 

apresentando cascos deformados, alongados, largos, planos e com estrias horizontais (Lean et 

al., 2013). Essa representa uma das principais causas de descarte de vacas de leite (Ossent et 

al., 1997).    

A etiologia da laminite é complexa e multifatorial e apesar de vários fatores de risco 

terem sido evidenciados, a sua patogênese ainda permanece um desafio para os pesquisadores 

(Ossent et al., 1997; Danscher et al., 2010; Noronha Filho, 2017). Muitos estudos comprovam 

a relação da nutrição com a ocorrência de laminite, principalmente o teor de carboidratos 

rapidamente fermentáveis, capazes de induzir a acidose ruminal subclínica ou clínica (Nocek, 
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1996; Danscher et al., 2010). Porém a teoria de que a patogênese da laminite está 

completamente relacionada com a nutrição está sendo questionada (Cook et al., 2004; Mülling 

e Greenough, 2006; Vermunt, 2006). Pesquisas mais recentes apontam para uma relação não 

causal entre laminite e acidose ruminal, ou seja, elas podem existir independentemente uma da 

outra (Lischer e Ossent, 2002; Lean et al., 2013; Bicalho e Oikonomou, 2013).   

O consumo de grandes quantidades de concentrado provoca aumento na produção de 

ácidos graxos voláteis (AGV`s) no interior do rúmen reduzindo o pH ruminal. Essa mudança 

no ambiente ruminal favorece a multiplicação de bactérias Gram-positivas (Streptococcus bovis 

e Lactobacillus sp) que produzem ácido lático. O ácido lático reduz mais o pH ruminal, 

resultando na morte de bactérias Gram-negativas e liberação de endotoxinas, os 

lipopolissacarídeos (LPS) (Nagaraja e Lechtenberg, 2007; Barbosa, 2019). Além disso, 

ocorrem respostas inflamatórias na mucosa do rúmen aumentando a permeabilidade vascular. 

As endotoxinas são absorvidas pela corrente sanguínea, e a interação delas com o sistema imune 

dispara uma cascata de eventos levando a efeitos fisiopatológicos graves, especialmente na 

microcirculação e liberação de diversas citocinas e proteínas de fase aguda como amiloide 

sérica A e haptoglobina (Smith, 2005; Dong et al., 2015, Bäbler et al., 2021).  

A patogenia da laminite se inicia com distúrbios metabólicos com posterior degradação 

mecânica (Nocek, 1996). Vários trabalhos demonstram o potencial de substâncias vasoativas 

que são produzidas em quadros de acidose ruminal, metrite e mastite para alterar a perfusão 

vascular do casco. A histamina, ácido lático, endotoxinas e serotoninas são as principais 

substâncias estudadas.  

Além dos efeitos na microcirculação, as endotoxinas podem estar indiretamente 

associadas à liberação e ativação de proteases chamadas metaloproteinases de matriz (MMP) 

(Noronha Filho, 2017). As MMP causam a degradação das fibras de colágeno e um 

enfraquecimento do aparelho de sustentação (Leacher e Ossent, 2002; Tarlton et al., 2002). 

Assim, pode ocorrer o deslocamento da falange distal, aumento da pressão exercida pela falange 

distal sobre o cório, causando úlcera de sola e hemorragias (Leacher e Ossent, 2002; Tarlton et 

al., 2002; Danscher et al, 2010).  

As alterações histopatológicas que ocorrem no casco de bovinos acometidos por 

laminite, estão normalmente associados à inflamação e alterações morfológicas nas células 

epidérmicas e membrana basal (Nilsson, 1963; Thoefner et al.,2005; Danscher et al., 2010; 

Mendes et al., 2013). 
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Os cascos dos bovinos sofrem influências do metabolismo animal e ao mesmo tempo 

dos fatores ambientais externos. A interação entre os processos fisiopatológicos que ocorrem 

no interior do casco com os fatores externos pode ser o fator determinante para a ocorrência ou 

não da laminite. Isso é demonstrado no estudo de Bergsten e Frank (1996) que ao investigarem 

o efeito da dieta e do piso de freestall não encontraram influência na prevalência de hemorragia 

de sola entre os pisos de concreto ou de borracha ou pela dieta mais rica em grãos (6,5Kg) e 

menos rica em grãos (0,4 Kg). Porém, ao combinar a dieta mais rica em grãos com o piso de 

concreto, as novilhas do estudo apresentaram scores de hemorragia de sola piores. Dessa forma, 

tem se dado cada vez mais importância ao conforto animal principalmente em animais 

estabulados, cuidados com o casco e ao período de transição (Mülling e Greenough, 2006; 

Vermunt, 2006; Bicalho e Oikonomou, 2013). Confinamentos mal dimensionados não 

favorecem o decúbito e são associados a maior incidência de lesões digitais (Bergsten, 2003). 

Os fatores ambientais mais importantes são aqueles que interferem no tempo de 

descanso e tempo em pé, fatores que podem causar acidose ruminal subclínica (SARA) e fatores 

referentes à superfície do solo que interferem no crescimento, desgaste e interação de forças do 

casco com o solo (Cook et al., 2004). Aspectos hereditários e inerentes do animal como 

condição e peso corporal e aprumos das pernas também interferem na ocorrência de laminite 

(Wells et al., 1993; Nocek, 1996).  

3.3. Rúmen  

Uma característica evolutiva dos ruminantes é a capacidade de aproveitar de forma 

eficiente carboidratos estruturais e compostos nitrogenados não proteicos (Valadares Filho e 

Pina, 2006). Essa capacidade foi adquirida devido ao desenvolvimento de pré-estômagos 

(rúmen, retículo e omaso) e da simbiose com microrganismos que fermentam os componentes 

dos alimentos (carboidratos e proteínas), transformando-os em subprodutos como ácidos graxos 

voláteis (AGVs), proteína microbiana e vitaminas do complexo B e K, que são utilizados pelo 

metabolismo do animal (Van Soest, 1994). Assim, este tipo de herbívoro se alimenta de forma 

mais eficiente da celulose, e permite o melhor aproveitamento de recursos forrageiros de 

qualidade baixa (Higino, 2019). 

O ecossistema de microrganismos ativos no interior do rúmen consiste principalmente 

de bactérias (60 a 90% da massa microbiana), protozoários, fungos anaeróbios e bacteriófagos. 

Estes microrganismos são mantidos pelos nutrientes dos alimentos consumidos pelo animal e 

pelas condições físico-químicas ruminais (pH, temperatura, anaerobiose e osmolaridade), que 



23 

 

também são influenciadas pela dieta (Hungate, 1966; Russell e Rychlik, 2001; Kozloski, 2002; 

Cabral et al., 2016). A qualidade e a quantidade dos produtos da fermentação são dependentes 

do sinergismo e antagonismo dos diferentes grupos de microrganismos, que resultam na 

bioconversão dos alimentos na forma que será utilizada pelo animal (Reece, 2006). 

O perfil microbiano, assim como a quantidade e proporção dos subprodutos da 

fermentação microbiana, pode ser influenciado por parâmetros fisiológicos ruminais (pH, 

temperatura, anaerobiose e taxa de passagem), e estes parâmetros podem sofrer interferência 

pelo tipo de alimento, a forma que é fornecido e a taxa de passagem da dieta. Há uma 

especificidade dos microrganismos em digerir determinados nutrientes da dieta. Dietas ricas 

em forragens resultam em maior atividade de bactérias celulolíticas e sacarolíticas, aumentando 

a produção, principalmente, de ácido acético. Já as dietas ricas em amido e/ou proteína 

aumentam ação das bactérias aminolíticas e/ou proteolíticas, que são produtoras principalmente 

de ácido propiônico (Church, 1993; Manella et al., 2003). A amônia oriunda da degradação dos 

compostos nitrogenados, juntamente com o fornecimento de energia, oriundo de carboidratos 

de rápida fermentação e carbonos, são utilizados pelos microrganismos para síntese de proteína 

microbiana (Hungate, 1966; Van Soest, 1994; Lima, 2008). 

Dentre os fatores citados, que podem influenciar a atividade de fermentação ruminal, a 

temperatura no interior do rúmen deve ser mantida relativamente constante entre 37°C e 39 °C. 

No entanto a temperatura da água consumida pode afetar a temperatura do rúmen, influenciando 

a atividade de fermentação ruminal (Owens e Goestsch, 1993; Berchielli et al., 2006).  

A granulometria do alimento fornecido ao animal influencia na taxa de passagem da 

dieta e na fermentação ruminal. A moagem fina aumenta a densidade e a ingestão da dieta, 

promovendo rápida passagem do material insolúvel. As dietas que são totalmente moídas levam 

a perda da estratificação do conteúdo ruminal, permitindo rápida passagem de partículas 

grosseiras, diminuindo sua degradação e aproveitamento por parte dos microrganismos 

ruminais. Além disso, dietas que possuem altas taxas de passagem, estão associadas a altas 

concentrações de acetato (Manella et al., 2003). 

Dietas com pouca fibra efetiva elevam a produção de AGVs, levando ao abaixamento 

do pH ruminal, desfavorecendo o desenvolvimento de algumas espécies de microrganismos que 

não toleram essas condições. Microrganismos celulolíticos e metanogênicos possuem pouca 

tolerância ao abaixamento do pH ruminal (Slyter, 1976). Dietas com alto teor de fibra efetiva 

estimulam maior taxa de ruminação e maior produção de saliva, o que leva ao tamponamento 

do conteúdo ruminal (Cunha, 2021). 
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3.4. PH ruminal 

O rúmen possui um pH ideal (entre 6,6 e 7,4) para que os microrganismos se 

desenvolvam de forma adequada (Van Soest, 1994). A utilização de forragem pelos ruminantes 

depende da atividade dos microrganismos ruminais, que são afetados pelas características do 

ambiente ruminal e sua atividade fermentativa é sensível às variações do pH do meio (Mould e 

Ørskov, 1983). O pH ruminal é o segundo fator mais importante determinante da comunidade 

microbiana, depois da disponibilidade de nutrientes (Cabral et al., 2016). 

O pH no rúmen é determinado pela relação entre a produção de ácidos pela microbiota 

ruminal e a eficiência dos mecanismos de tamponamento destes. A produção de ácidos é 

dependente da quantidade de carboidratos consumida e da sua taxa e extensão de digestão 

ruminal, enquanto que o seu tamponamento é mantido pela ação da saliva (neutralização por 

íons bicarbonato e fosfato) e remoção desses ácidos do rúmen, via absorção pelo epitélio 

ruminal ou passagem para o trato digestivo inferior (Cabral et al., 2016). Portanto, o pH ruminal 

varia de acordo com a dieta e o com o tempo após o consumo (Silveira et al., 2006). E como 

foi mencionado anteriormente, o aumento do consumo de amido leva ao acelerado crescimento 

de bactérias amilolíticas e ao aumento na produção de AGV`s no interior do rúmen reduzindo 

o pH ruminal (Nagaraja e Lechtenberg, 2007; Barbosa, 2019). 

As bactérias fibrolíticas e protozoários atuam de forma adequada em uma faixa de pH 

variando entre 6,2 e 6,8. O pH abaixo de 6,2 aumenta o tempo de colonização da fibra e inibe 

a sua degradação. No entanto, as bactérias amilolíticas vão atuar em uma faixa de pH mais 

baixo (5,8) (Van Soest, 1994).  

A manutenção do pH em níveis adequados, entre 6,0 e 7,0, depende da capacidade de 

produção de agentes tamponantes, como sais à base de carbonatos, e da remoção dos AGVs por 

meio da absorção no rúmen (Van Soest, 1994). A saliva é uma importante fonte de bases tampão 

(Counotte et al., 1979) e a alcalinidade da saliva de ruminantes é conhecida há quase 200 anos 

(Tiedemann e Gmelin, 1826). Os ruminantes mantêm os níveis de pH do meio ruminal 

adequados, através da saliva, que contém bicarbonato de sódio e fosfato (McDougall, 1948) e 

possui pH em torno de 8,1. A secreção de saliva depende do tipo de dieta que o animal recebe: 

dietas com alto teor de umidade diminuem a produção de saliva, no entanto alimentos ricos em 

fibra induzem maior secreção de saliva (Berchielli et al., 2006).  

Como a ingestão e a fermentação variam, o pH ruminal também varia ao longo do dia e 

pode diferir substancialmente dentro de um animal por dias consecutivos. Assim, apenas a 
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medição contínua do pH ruminal por um período prolongado pode servir para avaliar 

adequadamente o equilíbrio ácido-base ruminal (Aschenbach et al.,2010). A variação dentro de 

um dia é afetada pelo consumo da dieta, com o pH diminuindo após uma refeição e se 

recuperando lentamente até a próxima refeição (Allen,1997). 

As definições de SARA são baseadas no pH do fluido ruminal (Stone, 2004; Duffield 

et al., 2004). O risco de SARA aumenta quando o pH ruminal cai abaixo de 5,6 por mais de 3 

h/d (Plaizier et al., 2008) ou permanece abaixo de 5,8 por mais de 5 a 6 h/d (Zebeli et al., 2008). 

Este pH pode ser medido após a coleta do líquido ruminal, seja com sonda esofágica ou por 

rumenocentese (Duffield et al., 2004).   

A variação do pH demonstra que a taxa de produção de ácido pode exceder a taxa de 

remoção de ácido ou tamponamento de prótons. Carboidratos solúveis e amido são mais 

eficazes em diminuir o pH ruminal rapidamente, enquanto aumentar a quantidade de fibra 

fisicamente efetiva na dieta é a medida nutricional mais eficiente para aliviar o declínio do pH 

após uma refeição (Allen, 1997; Zebeli et al., 2008). A fermentação de amido diminui o pH 

ruminal, por produzir maior quantidade de AGVs, principalmente propionato pela via do ácido 

láctico, que pode se acumular no rúmen, reduzindo a digestão da fibra (Van Soest, 1994). 

Vacas submetidas a dietas ricas em concentrado apresentam menor valor de pH (5,6), 

devido a rápida fermentação ruminal, já dietas com maior quantidade de volumoso apresentam 

maior valor de pH (6,3), por induzir maior produção de saliva (Moreira et al. 2009). 

Vacas que ingerem dietas ricas em concentrado, podem desenvolver proliferação celular 

excessiva e diferenciação celular aberrante dentro do epitélio escamoso estratificado da parede 

ruminal causando paraceratose ruminal bovinos (Steele et al. 2012). Pode ocorrer formações de 

microabscessos e agregações focais de neutrófilos no estrato córneo (Fergusson et al., 2022). 

Sasikala et al., (2018) observou degeneração vacuolar maciça do epitélio escamoso resultando 

em deslocamento de seu núcleo no rúmen em bovinos com lactacidose ruminal. Segundo Jubb 

(2015), no exame microscópio das papilas ruminais, há marcada vacuolização citoplasmática 

das células epiteliais e reação neutrofílica leve a marcante é evidente na mucosa e na 

submucosa. 

Além disso, o consumo destas dietas pode causar ruminite e erosão das junções celulares 

no epitélio ruminal de bovinos (Steele et al. 2009). Essa lesão no epitélio ruminal leva a perda 

da função de barreira, o que pode levar à transmigração de endotoxinas e bactérias do rúmen 

para a circulação sistêmica e reduz a absorção de AGV`s (Plaizier et al., 2008). 
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3.5. Resistencia a insulina 

O metabolismo da glicose nos mamíferos é de grande interesse, pois células de órgãos 

vitais utilizam apenas a glicose como substrato para a produção de energia. O metabolismo de 

glicose nos ruminantes é caracterizado por baixas concentrações de glicose periférica e baixa 

resposta insulínica (Brockman, 1986; Kaske et al., 2001).  

Diferentemente dos monogástricos, a maior parte da glicose circulante nos ruminantes 

se origina da gliconeogênese hepática e renal, sendo o propionato o precursor mais importante 

quantativamente (60-74%) seguido por lactato (16- 26%) (De Koster et al., 2013). 

Como já foi discutido nas seções anteriores, dietas baseadas em grandes quantidades de 

concentrados proporcionam maior proliferação de bactérias amilolíticas no rúmen (Slyter, 

1976; Manella, 2003). Estas bactérias são responsáveis pela produção de lactato no rúmen, que 

pode ser utilizado pelo fígado para a produção de glicose (Nocek, 1996). Porém, uma grande 

e/ou rápida produção de lactato pode ser prejudicial à saúde do bovino devido ao maior risco 

de acidose ruminal (De Koster et al., 2013). 

Como a glicose não consegue passar pela membrana plasmática que envolve as células, 

a captação ocorre por difusão facilitada ou cotransporte. Sendo que a maioria das células captam 

a glicose por difusão facilitada, através de moléculas transportadoras de glicose (GLUT) (De 

Koster et al., 2013).  

A ação metabólica da insulina é manter a homeostase da glicose no corpo e promover a 

utilização eficiente da glicose. A insulina estimula a captação de glicose no músculo esquelético 

e adipócitos e a síntese de glicogênio no músculo e no fígado, com inibição simultânea da 

gliconeogênese no fígado (Geor, 2008). A nível celular, a insulina promove sua ação ligando-

se ao seu receptor específico, no músculo esquelético, isso resulta no recrutamento de GLUT-

4 para a superfície celular, facilitando a captação de glicose (Saltiel, 2001). 

A resistência à insulina é definida como um estado em que uma concentração normal 

de insulina possui menor capacidade em estimular a utilização de glicose nos tecidos sensíveis 

à insulina. A resistência à insulina pode ser atribuída a uma diminuição na resposta à insulina, 

uma diminuição na sensibilidade à insulina ou ambos (Kahn, 1978). 

Vacas leiteiras são resistentes à insulina no final da gestação e no início da lactação. 

Essas adaptações homeoréticas são fundamentais para garantir o suprimento de glicose 

adequado para o útero gravídico e a glândula mamária em lactação. Entretanto, a resistência à 
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insulina também pode possuir causas patológicas como a obesidade, cetose e inflamação 

sistêmica (De Koster et al., 2013). Isso ocorre devido a uma falha da sinalização dos receptores 

de insulina nas paredes celulares, prejudicando a ligação da insulina em seus receptores (Corry 

e Tuck, 2001). 

A associação entre resistência à insulina e risco de laminite em equídeos é estudada a 

alguns anos (Treiber et al., 2006; Meier et al., 2018) e recentemente vem sendo mais pesquisada 

em ruminantes (Bäbler et al., 2021). Em cavalos e pôneis, assim como em humanos, a obesidade 

parece ser um importante fator causador da resistência à insulina (Carter et al., 2009). A 

obesidade induz um estado inflamatório crônico, e esta inflamação desempenha um papel 

importante na patogênese da resistência à insulina (Muoio, 2008). 

O excesso de nutrientes pode levar à disfunção mitocondrial, estresse oxidativo e 

também estresse de membrana e retículo endoplasmático, prejudicando a sinalização da 

insulina e aumenta a produção de citocinas inflamatórias (Bäbler et al., 2021). 

Segundo Bäbler et al., (2021) a redução da sensibilidade à insulina, resulta em 

hiperinsulinemia compensatória. Asplin et al., (2007) demonstraram que a hiperinsulinemia 

pode desencadear laminite em equinos, levando a alterações histológicas como disqueratose, 

aumento da apoptose e proliferação das lamelas epidérmicas no cório dos cascos. 

No estudo de Bäbler et al., (2021) uma ampla gama de efeitos metabólicos de uma 

ingestão cronicamente aumentada de nutrientes (energia, amido e proteína) foi demonstrada por 

análise metabolômica. A maioria das alterações nos perfis metabólitos de touros com dietas 

ricas em energia e proteína foi associada a alterações negativas do metabolismo, levando estes 

animais a um risco metabólico aumentado para desenvolver distúrbios metabólicos 

inflamatórios, como laminite. 

4. MATERIAL E MÉTODOS   

O projeto foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) da 

Universidade Federal de Minas Gerais com o protocolo 192/19 e encontra-se de acordo com os 

preceitos da Lei nº 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto nº 6.899 de 15 de julho de 

2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentação 

Animal (CONCEA). 
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Este experimento faz parte de um projeto maior, por isso muitas das metodologias foram 

descritas em detalhes por Martins, 2020. Entretanto iremos repetir alguma delas para melhor 

esclarecimento. 

4.1. Animais 

Foram utilizados 16 bovinos machos inteiros da raça Holandês, com aproximadamente 

doze meses de idade e peso médio inicial de 250 + 25,5 kg. Os animais foram divididos em dois 

grupos experimentais por pares, de acordo com o peso inicial. Ao grupo alto grão (AG) foi 

fornecido uma dieta de maior teor de amido, visando um ganho de peso médio diário de 1,5 kg 

por dia. Ao grupo baixo grão (BG), foi fornecido uma dieta com menor inclusão de amido, 

visando ganho de peso médio diário previsto de 0,7 kg por dia. A dieta foi fornecida por três 

meses e no final os animais foram destinados ao abate em frigorífico comercial.  

Os animais foram pesados em balança a cada 30 dias para realização do cálculo de ganho 

de peso diário. Durante o período experimental os animais permaneceram em um galpão 

fechado, em sistema de tie stall, com cocho de água e de alimento individual, contendo telas 

para controle de ectoparasitas e com cama de tapetes de borracha. A instalação era provida de 

ventilação natural e de ventiladores, além da presença de exaustores no telhado.  

Os animais de ambos os grupos foram diagnosticados com babesiose no 11º dia 

experimental, por esfregaço sanguíneo. Todos os animais foram tratados com Dipropionato de 

Imidocarb (1,2 mg/kg) por via subcutânea. O volume globular desses animais foi monitorado a 

cada 48 horas, e as coletas experimentais retornaram quando os valores de volume globular 

atingiram níveis fisiológicos, e o consumo voluntário retornou ao observado anteriormente a 

doença. No dia 44, todos os animais apresentaram riquetsemia de Anaplasma marginale leve a 

moderada, com três deles apresentando volume globular inferior a 25%. Todos os animais 

foram tratados com enrofloxacino (7,5mg/kg) por via intramuscular e acompanhados 

clinicamente até ao restabelecimento do volume globular. De acordo com o último episódio, 

todos os animais foram tratados com enrofloxacino novamente no dia 70. Não houve coletas 

do experimento durante as fases consideradas como doença. 
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4.2. Dieta 

Os animais desde o desaleitamento recebiam dietas a base de silagem de milho e 

concentrado. No início do experimento foi realizado um período de adaptação da dieta de vinte 

e oito dias. Os animais do grupo AG começaram o período experimental com quarenta por 

cento do total de concentrado do que ingeriram ao final do período de adaptação. Ocorreu um 

acréscimo de dez por cento em média a cada quatro dias. Ao final dos vinte oito dias de 

experimento os animais do grupo AG já estavam ingerindo a proporção calculada de 

concentrado para dieta deste grupo. O BG permaneceu com dieta semelhante à ofertada 

anteriormente ao experimento, com ajuste da quantidade para atender as exigências de ganho 

de peso desejado.  

Para formulação da dieta total foi utilizado software comercial específico para gado de 

corte (SuperCrac Bovinos Corte 4.9) e os requerimentos nutricionais foram calculados de 

acordo com NRC 2001. A dieta do grupo AG era composta de 19,59% de volumoso e 80,41% 

de concentrado e do grupo BG era de 74,95% de volumoso e 25,05% de concentrado em matéria 

seca.  

O volumoso utilizado foi silagem de milho e o concentrado constituído de fubá e farelo 

de soja na proporção de 70% e 30% respectivamente e sal mineral comercial para bovinos 

(FOSBOVI® 40), fornecido 100g por animal/dia, individualmente para garantir a ingestão total 

por cada animal. As dietas de ambos os grupos foram compostas pelos mesmos ingredientes, 

variando apenas a proporção dos mesmos. Nenhum tipo de aditivo foi adicionado a dieta.  

As dietas foram distribuídas duas vezes ao dia, as oito e às dezoito horas, e ao longo do 

dia o alimento foi revirado nos cochos dos animais. Os alimentos fornecidos, assim como as 

sobras, eram pesados individualmente para calcular o consumo e ajustar a quantidade que seria 

fornecida no dia seguinte. A quantidade da dieta oferecida foi ajustada diariamente para 

garantir, no mínimo, 5% de sobra no cocho. 
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Tabela 1 - Composição bromatológica (porcentagem da matéria seca %MS) das dietas utilizadas nos 

grupos Alto grão (AG) e baixo grão (BG), para bovinos machos, da raça holandês, com 12 meses de 

idade. 

 

Descrição (%MS) AG BG 

Matéria Seca 59,51 34,13 

Proteína Bruta 14,36 11,89 

Proteína Disponível 13,9 11,05 

FDA 15,04 29,38 

FDN 26,82 45,2 

Lipídeos 3,56 2,58 

Cinzas 5,78 10,49 

Lignina 2,33 4,9 

Amido 36,98 16,81 

Amido %CNF 72,29 53,33 

CNF 51,15 31,53 

NDT 76,33 60,58 

CNF – Carboidrato não fibroso 

4.3. Coleta de material  

4.3.1. Coleta e análise de fluido ruminal 

As coletas de fluido ruminal ocorreram nos dias 0, 7, 28, 35, 63 e 91. O dia 0 representa 

o início e o dia 28 o final do período de adaptação à dieta e o dia 91 o final do experimento. 

Esses procedimentos foram realizados através de sondagem esofágica logo antes do primeiro 

fornecimento da dieta no dia, e após 4, 6, 8 e 10 horas do fornecimento (T0, T4, T6, T8 e T10, 

respectivamente). 

Foram coletadas amostras de 200ml de fluido ruminal que posteriormente foram coadas 

em peneiras revestidas por gazes e o pH mensurado com um phmetro digital portátil (Phmetro 

Medidor de pH Digital Kasvi com KCL), previamente calibrado. Em seguida foi realizada a 

prova de redução do azul de metileno de acordo com Rodrigues et al. (2013). 

4.3.2. Coleta e análise de sangue 

As coletas de sangue ocorreram por venopunção de jugular utilizando-se tubos a vácuo 

seco, contendo EDTA e fluoreto de sódio. Os momentos de coleta seguiram o mesmo padrão 

das coletas de fluido ruminal (dias 0, 7, 28, 35, 63 e 91). 

Os tubos foram centrifugados a 3000 rpm durante 10 minutos, para a retirada do soro e 

do plasma. Em seguida congelados à -20º C em tubo tipo eppendorf para posteriores análises 
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bioquímicas. A bioquímica clínica foi realizada por espectrofotometria em aparelho automático 

(Cobas Mira Plus), utilizando reagentes de kits comerciais da marca Biotécnica: glicose. A 

dosagem de insulina e IGF-1 foi realizada por quimiluminescência em analisador automático 

IMMULITE 2000, utilizando kits comerciais.  

Os testes de tolerância à glicose (TTG) foram realizados nos dias D0, D39, D102 de 

acordo com Holtenius et al. (2003). Os animais permaneceram em jejum uma hora antes e 

durante o TTG. Um cateter foi inserido em uma das veias jugulares, para evitar a coagulação, 

o cateter foi revestido com heparina sódica. Realizou se a infusão de 150 mg/kg de glicose. O 

tempo de infusão da solução glicosada foi de aproximadamente 8min. As amostras de sangue 

foram coletadas −15, 0, 10, 20, 30, 45, 60, 90, 120 min em relação à infusão da solução 

glicosada. As medições do teste de tolerância à glicose incluíram as curvas de glicose e insulina 

e a área sob da curva das curvas de insulina. 

4.3.3. Coleta e análise da histologia 

Amostras do tecido lamelar da muralha da unha lateral do membro pélvico esquerdo 

foram obtidas 40 dias antes do início do experimento em todos os animais, conforme técnica de 

biópsia previamente estabelecida (Mendes et al. 2015). Outra coleta desse tecido foi feita após 

o abate dos animais (D 103), retirando fragmentos da muralha da unha lateral do membro 

posterior direito, muralha da unha medial do membro anterior esquerdo, sola da unha lateral do 

membro anterior direito e sola da unha medial do membro posterior esquerdo. Além disso, 

também foram coletadas amostras histológicas de rúmen, fígado e pulmão após o abate. As 

amostras obtidas foram fixadas em formol tamponado a 4% por 48 horas, processadas 

histotecnicamente e inclusas em parafina. Cortes histológicos de 5μm de espessura foram 

obtidos em lâminas e corados por Hematoxilina e Eosina (HE) e Ácido Periódico de Shiff 

(PAS), para avaliação histológica das amostras.  

As avaliações foram realizadas em um microscópio Nikon Eclipse E 200 acoplado à 

câmera Tucsen 2.0 e com auxílio do software TC Capture. Utilizou-se o software para fazer a 

medição das lâminas epidermais após calibração conforme o manual.  

O comprimento da lâmina epidermal (LE), foi registrado em todas as amostras de tecido 

lamelar por meio da medida da  reta  situada a partir do limite da lâmina epidermal com a derme 

até o final do estrato espinhoso, conforme demonstrado na Figura 1. Da mesma forma 

obtiveram-se as larguras das LE, foi definida como a distância entre as extremidades da LE na 

porção axial. Também medimos a distância de uma camada normal constituída de células 
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nucleadas entre o tecido lamelar e o início da camada córnea que supostamente não deveria 

existir (paraqueratose). O comprimento e largura das LE foram mensuradas nas lâminas coradas 

com PAS, que facilita a visualização da membrana basal, enquanto que a paraqueratose foi 

mensurada nos cortes histológicos corados com HE, que facilita a visualização da camada 

córnea. 

 

Figura 1 - Fotomicrografia das lâminas epidérmicas e dérmicas do casco de bovinos utilizando o corante 

ácido periódico-Schiff (PAS) figura A e hematoxilina e eosina (HE) figura B, demonstrando a 

determinação do comprimento e largura da lâmina epidermal (linha preta) e comprimento da 

parequeratose (linha vermelha). Aumento de 10X 

 

Para determinar a quantidade de LE que deveriam ser medidas para se obter a média 

aritmética de cada amostra, foi mensurado o comprimento e largura de 100 LE e calculado a 

média e o desvio padrão. Posteriormente foi-se reduzindo o número de lâminas mensuradas e 

calculando-se o desvio padrão e a média. O menor número de lâminas mensuradas sem que a 

média e o desvio padrão alterasse foi de 25. A partir de então, foi mensurado o comprimento e 

largura de 25 LE em cada corte histológico. As lâminas também foram classificadas de acordo 

com seu formato na região abaxial como padrão, bifurcada, franjeada e afiada, adaptado de 

Ribeiro (2017) (Figura 2).  
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Figura 2 - Fotomicrografia das lâminas epidérmicas e dérmicas do casco de bovinos utilizando o corante 

ácido periódico-Schiff (PAS), demonstração da técnica utilizada para a análise morfológica da região 

abaxial da LE, A: padrão, B: franjeada, C: afiada, D: bifurcada 

 

A avaliação histológica foi realizada adaptada de Boosman et al., (1989). Na coloração 

HE, os escores foram graduados para achados relacionados a hemorragia, infiltrado 

inflamatório na derme e shunt arteriovenoso. As pontuações foram graduadas de 1 a 4 para a 

presença de hemorragia (1-nenhuma hemorragia, 2- pequenos pontos hemorrágicos, 3- 

hemorragias colunares finas, 4- grandes hemorragias irregulares). As pontuações foram 

graduadas de 1 a 4 para a presença de células inflamatórias (1- sem leucócitos ou linfócitos, 2- 

alguns leucócitos e/ou linfócitos dispersos, 3- alguns leucócitos e/ou linfócitos com leve 

infiltração focal, 4- alguns leucócitos dispersos e / ou linfócitos com grande infiltração focal). 

As pontuações foram graduadas de 1 a 3 para a presença de shunt arteriovenoso (1- sem shunts 

A-V proeminentes, 2- alguns pequenos shunts irregulares de A-V, 3- número moderado de 

pequenos shunts a-v com formação inicial "neo-capilar"). 

A morfologia das células epidérmicas e a integridade da membrana basal foram 

avaliadas nas lâminas coradas com PAS de acordo com Mendes et al. (2013). As células 

epidérmicas foram examinadas no terço médio das lâminas e aferido um escore de 0 a 3 (0- 

predominância de células epidérmicas com núcleo oval perpendicular à membrana basal, 1- 
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presença de cerca de 50% de células epidérmicas com núcleos ovais perpendiculares à 

membrana basal e 50% com núcleos redondos, 2- predominância de células epidérmicas com 

núcleos arredondados, 3- predominância de células epidérmicas com núcleos alongados e 

achatados ou ausência de núcleos) (Figura 3). A membrana basal foi examinada em toda a sua 

extensão e graduada de 0 a 4 de acordo com a intensidade das irregularidades (0- ausente, 1- 

discreto, 2- leve, 3- moderado, 4- marcado).  

 

 

Figura 3 -  Fotomicrografia das lâminas epidérmicas e dérmicas do casco de bovinos utilizando o corante 

ácido periódico-Schiff (PAS), demonstração dos escores da morfologia das células epidérmicas, A: 

escore 0, B: escore 1, C: escore 2, D: escore 3. (0- predominância de células epidérmicas com núcleo 

oval perpendicular à membrana basal, 1- presença de cerca de 50% de células epidérmicas com núcleos 

ovais perpendiculares à membrana basal e 50% com núcleos redondos, 2- predominância de células 

epidérmicas com núcleos arredondados, 3- predominância de células epidérmicas com núcleos 

alongados e achatados ou ausência de núcleos). 

 

4.4. Etograma 

Como descrito por Martins (2020), no dia 80, foi realizada a avaliação do etograma 

durante 24 horas seguidas. Para o registro do tempo destinado ao consumo de alimento e água, 

ruminação deitado e em pé, ócio deitado e em pé, adotou-se observação visual dos animais a 
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cada 5 minutos. Durante as observações noturnas, o ambiente foi mantido com iluminação 

artificial. As observações foram realizadas por duplas de observadores que foram trocados a 

cada duas horas, sem repetição de observadores ao longo das vinte e quatro horas. 

4.5. Análise estatística 

Foi realizada análise descritiva de todas as variáveis de muralha e sola. Para as variáveis 

da muralha da unha lateral do membro posterior, foi realizada análise de variância após ajuste 

de modelo misto considerando os efeitos de dieta, momento e dieta x momento como fixos. O 

efeito de animal foi considerável como aleatório para comportar as medidas repetidas no tempo. 

Para os dados da muralha da unha medial do membro anterior, sola da unha lateral do membro 

anterior direito e sola da unha medial do membro posterior esquerdo, foi realizado o teste T 

para comparação das dietas ou o teste de Mann-Whitney de acordo com a satisfação para as 

premissas do teste paramétrico. O teste de shapiro-wilk e análises gráficas dos resíduos foram 

utilizados para avaliar a normalidade e a homocedasticidade. Todas as avaliações foram 

realizadas por meio do software R 4.0.2.    

5. Resultados 

5.1. Avaliação de parâmetros ruminais 

Como descrito por Martins (2020), a partir do sétimo dia do experimento houve 

diminuição dos valores de pH ruminal de ambos os grupos (p<0,05) em relação ao primeiro 

dia. Ao longo do experimento, o pH médio do fluido ruminal no grupo AG foi menor do que 

no grupo BG em todos os momentos a partir do D7 (p<0,05) (Gráfico 1).  

A partir do setimo dia de experimento, o aspecto do fluido ruminal distinguiu entre os 

grupos. O líquido ruminal do grupo AG apresentou coloração amarelada e aspecto leitoso, e o 

fluido ruminal do BG permanceu com coloração castanho esverdeado, permanecendo assim até 

a última coleta. A queda mais brusca do pH ocorreu na primeira semana, quando os animais do 

grupo AG começaram a consumir 60% da matéria seca da dieta em concentrado (Martins, 

2020).  

A prova de redução de metileno (Gráfico 1) revelou que houve boa atividade microbiana 

em ambos os grupos, com tempos de redução inferiores a três minutos, conforme descrito por 

Dirksen (2008).  Porém, a redução do azul de metileno ocorreu de forma mais rápida no grupo 

AG (p< 0,001).  
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Gráfico 1 - Perfil do pH  e teste de redução do azul de metileno de fluido ruminal de novilhos raça 

Holandês confinados submetidos a duas dietas maior: (AG; 36,96% amido) e menor densidade 

energética (BG; 16,81% amido), durante 91 dias 

 

 

 

Letras maiúsculas diferentes indicam diferença estatística entre grupos e letras minúsculas distintas 

indicam diferença entre tempos em um mesmo grupo 

 

5.2. Avaliação  do comportamento 

Como descrito por Martins (2020), as  avaliações de comportamento mostraram que o 

tempo dedicado ao consumo alimentar foi menor no AG do que no BG, com média  de 1,8 e 

3,38 h/dia, respectivamente (p<0,05). O tempo diário total médio gasto ruminando dos animais 

do BG foi maior (9,24 horas) do que do AG (4,44 horas) (p<0,05). O AG passou em média 

17,54h/dia e o BG 11,11 horas do dia em ócio (p<0,05), sendo que, deste tempo em ócio, 3,31h 

e 3,86h foram em pé (p>0,05), respectivamente. Não houve diferença no tempo gasto bebendo 

água entre os grupos (p>0,05), tendo em média gasto 0,22 (AG) e 0,24 h/dia (BG) (Gráfico 2).  



37 

 

Gráfico 2 - Etograma em frequência relativa (%) do tempo de novilhos da raça Holandês alimentados 

com duas dietas distintas: maior (AG; 36,96% amido) e menor densidade energética (BG; 16,81% 

amido) ao longo de 24 horas 

 

 

Valores seguidos por letras minúsculas distintas diferem entre si (P<0,05). B – bebendo água; C – 

comendo; OD – Ócio deitado; OP – Ócio em pé; RD – Ruminando deitado; RP – Ruminando em pé. 

5.3. Avaliação da glicose, insulina e IGF-1      

Como descrito por Martins (2020), não houve diferença nos níveis glicêmicos entre os 

grupos no primeiro dia do experimento (D0), com valores dentro da normalidade segundo 

Kaneko et al. (2008) (45 -75 mg/dL).  

A partir do D7 até o D91 o grupo AG apresentou maiores concentrações plasmáticas de 

glicose do que os animais do BG (p<0,05). Os animais que mais consumiram amido (AG) 

apresentaram valores superiores aos valores de referência (Kaneko et al., 2008), enquanto que 

os do grupo com menor teor de amido na dieta (BG) mantiveram seus níveis glicêmicos dentro 

da faixa de referência (Tabela 2).  

Os níveis de insulina não diferiram estatisticamente entre os grupos em nenhum 

momento (Tabela 2). Na primeira semana, os níveis de IGF-1 foram maiores no grupo que 

ingeriu mais energia em relação ao grupo que ingeriu menos, embora os animais do AG tenham 

recebido uma dieta que continha aproximadamente metade do valor total do concentrado dado 

ao final do período de adaptação (Martins, 2020). Durante o experimento, os níveis de IGF-1 

foram menores no grupo BG, porém esses animais também tiveram aumento nos níveis de IGF-

1 do dia 7 ao 91 (Tabela 2). 
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Tabela 2 - Valores médios da concentração plasmática de glicose (mg/dL), insulina (µIU/mL), fator de 

crescimento semelhante à insulina tipo 1 (IGF-1) (ng/mL), de novilhos da raça Holandês, submetidos a 

duas dietas: maior (AG; 36,96% amido) e menor densidade energética (BG; 16,81% amido) ao longo 

de 91 dias 
  AG BG 

Dias Glicose SE Insulina  SE IGF-1  SE Glicose SE Insulina  SE IGF-1  SE 

0 71,5 Aa 2     69,9 Adef 1,4     

7 77,9 Bbc 1,6 19,68 Aa 8,4 248,5 Ba 18 66,6 Abd 1 11,5 Aa 1 171,84Aa 14,9  

28 83,8 Bd 1,8     65 Abc 1,2     

35 84,4 Bcd 1,9 14,08 Aa 4,8 398,58 Bb 37,4 67 Abcde 1,8 9,9 Aa 
1,

3 
222,25Aab 23,9 

63 82,3 Bcd 1,1     70,3 Acef 1,6     

91 86,9 Bd 2,7 21,54 Aa 7,8 350,56 Bb 20,5 73,7 Af 2,4 12,6 Aa 3 235,55Ab 17,7 

Valores seguidos por letras maiúsculas na mesma linha diferem entre grupos e letras minúsculas na 

mesma coluna diferem entre tempos (P<0,05). SE – erro padrão  

 

5.4. Teste de tolerância  glicose (TTG) 

A concentração plasmática média de insulina durante o TTG não diferiu entre os grupos 

(p>0,5) no D0, sendo que ambos os grupos mantiveram concentrações baixas de insulina. No 

D39 a concentração plasmática média de insulina do grupo AG tendeu a ser mais alta após a 

infusão de glicose nos minutos 10 e 20. No D102 a concentração plasmática média de insulina 

não diferiu entre os grupos durante o TTG, porém as médias das concentrações plasmaticas de 

insulina eram superiores nos dois grupos em comparação as medias do D0 (Gráfico 3). 
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Gráfico 3 - Concentração plasmática média de insulina (µU/ml) em diferentes momentos em relação a 

uma infusão intravenosa (=tempo 0) de 150 mg/kg de glicose durante o teste de tolerância à glicose 

intravenosa (TTG) realizados nos dias 0, 39 e 102, em novilhos da raça Holandês alimentados com duas 

dietas distintas: maior (AG; 36,96% amido) e menor densidade energética (BG; 16,81% amido). As 

barras de erro representam SEM. 
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A área sob a curva (AUC) da glicose não diferiu entre os grupos AG e BG em todos os 

TTG (Gráfico 4). As dietas de confinamento aumentaram a AUC ao longo do experimento, 

sendo que a AUC no dia 102 foi a maior (p=0,0085). Quando analisados separadamente, o 

grupo AG tendeu a ter maior AUC de insulina durante TTG foi no D 102 (p=0,0637) (Erro! F

onte de referência não encontrada.). 

Gráfico 4 – Área sob a curva (AUC) de glicose (mg/dl) por 120 min nos dias 0, 39 e 102 de novilhos da 

raça Holandês alimentados com duas dietas distintas: maior (AG; 36,96% amido) e menor densidade 

energética (BG;16,81% amido). 
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Gráfico 5 - Área sob a curva (AUC) de insulina por 120 min nos dias 0, 39 e 102 de novilhos da raça 

Holandês alimentados com duas dietas distintas: maior (AG; 36,96% amido) e menor densidade 

energética (BG;16,81%amido). 
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5.5. Análise da histologia  

Os animais foram analisados de duas maneiras diferentes: primeiro, os animais foram 

analisados como um único grupo para determinar se dietas de confinamento causam lesões no 

tecido laminar do casco e, segundo, os animais foram analisados nos grupos com base na 

diferente concentração de amido.  As dietas de confinamentos, reduziram o comprimento da 

LE na muralha da unha lateral do membro posterior (p<0,001) e da LE na muralha da unha 

medial do membro anterior (p<0,0038) (Gráfico 1Gráfico 6).  

Gráfico 6 - Comprimento da lâmina epidermal (LE) na muralha da unha lateral do membro pélvico 

esquerdo (Biopsia), da unha lateral do membro posterior (MPDL) e da unha medial do membro anterior 

(MAEM) de novilhos da raça Holandês, submetidos a dieta de confinamento 

 

 

Nos dois grupos houve redução no comprimento da LE da muralha da unha lateral do 

membro posterior, quando comparadas as médias nos diferentes momentos (D -40 e D103), 

tendo uma redução de 51% no grupo AG (p=0,008) e 36% no grupo BG (p=0,02), não tendo 

diferença entre os grupos (p>0,05). O comprimento da LE da muralha da unha medial do 

membro anterior reduziu apenas no grupo AG (p=0,005) (Erro! Fonte de referência não e

ncontrada.). 
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Gráfico 7 - Comprimento da lâmina epidermal (LE) na muralha da unha lateral do membro pélvico 

esquerdo (Biopsia), da unha lateral do membro posterior (MPDL) e da unha medial do membro anterior 

MAEM) de novilhos da raça Holandês, submetidos a duas dietas: maior (AG; 36,96% amido) e menor 

densidade energética (BG; 16,81% amido) 
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As dietas de confinamentos reduziram a largura da LE na muralha da unha lateral do 

membro posterior e na muralha da unha medial do membro anterior (p<0,0001) (Gráfico 8). 

Ambos os grupos reduziram a largura das LE nas duas unhas, sendo que o grupo AG reduziu a 

largura da LE em 36.85% (p=0,0007) e o BG em 43,08% (p=0,0001) na unha lateral do membro 

posterior. E na unha medial do membro anterior, o grupo AG reduziu a largura da LE em 38% 

(p=0,001) e o BG em 42% (p=0,0001) (Gráfico 9). 
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Gráfico 8 - Largura da lâmina epidermal (LE) na muralha da unha lateral do membro pélvico esquerdo 

(Biopsia), da unha lateral do membro posterior (MPDL) e na muralha da unha medial do membro 

anterior (MAEM) de novilhos da raça Holandês, submetidos a dieta de confinamento 

 

Gráfico 9 - Largura da lâmina epidermal (LE) na muralha da unha lateral do membro pélvico esquerdo 

(Biopsia), da unha lateral do membro posterior (MPDL) e na muralha da unha medial do membro 

anterior (MAEM) de novilhos da raça Holandês, submetidos a duas dietas: maior (AG; 36,96% amido) 

e menor densidade energética (BG; 16,81% amido) 
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Diversas amostras dos cascos dos animais apresentavam perda do eixo queratinizado  

das LE e uma a presença de células nucleadas (paraqueratose) entre as lâminas epidermais 
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(extrato interno) e o início da camada córnea (extrato médio) (Erro! Fonte de referência não e

ncontrada.). 

 

Figura 4 - Fotomicrografia das lâminas epidérmicas e dérmicas do casco de bovinos 

utilizando o corante ácido periódico-Schiff (PAS). LE: lâmina epidermal; LD: lâmina dermal; 

CC: camada córnea; EQ: eixo queratinizado; P: paraqueratose. Aumentos de 4 e 10X 

respectivamente 

As dietas de confinamentos aumentaram o comprimento da camada de paraqueratose na 

muralha da unha lateral do membro posterior (p=0,0417) e na muralha da unha medial do 

membro anterior não teve diferença (p=0,0097) (Gráfico 10). Entretanto, quando analisamos os 

grupos, o BG não teve aumento significativo no comprimento da paraqueratose tanto na unha 

lateral (p=0,17) quanto na medial (p=0,15). Diferentemente, o grupo AG teve aumento do 

comprimento da paraqueratose de 40% na unha lateral (p=0,025) e de 51% medial (p=0,014) 

(Gráfico 11). 
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Gráfico 10 -Comprimento da paraqueratose (µm) na muralha da unha lateral do membro pélvico 

esquerdo (Biopsia), da unha lateral do membro posterior (MPDL) e na muralha da unha medial do 

membro anterior (MAEM) de novilhos da raça Holandês, submetidos a dieta de confinamento 
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Gráfico 11 - Comprimento da lâmina epidermal (µm) na muralha da unha lateral do membro pélvico 

esquerdo (Biopsia), da unha lateral do membro posterior (MPDL) e na muralha da unha medial do 

membro anterior (MAEM) de novilhos da raça Holandês, submetidos a duas dietas: maior (AG; 36,96% 

amido) e menor densidade energética (BG; 16,81% amido) 
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Não houve diferença no formato da LE entre grupos ou tempos (p>0,05) na muralha da 

unha lateral do membro posterior. Entretanto, mais da metade das LE teve seu formato alterado 

em ambos os grupos, sendo o formato franjeado o mais prevalente. Além disso, mais de 50% 

das LE da amostra coletada antes do início do experimento já apresentavam seu formato 

alterado (Tabela 3). 

Tabela 3 - Médias do formato da lâmina epidermal (padrão, franjeada, bifurcada ou afiada) na muralha 

da unha lateral do membro posterior de novilhos da raça Holandês, submetidos a duas dietas: maior 

(AG; 36,96% amido) e menor densidade energética (BG; 16,81% amido), D-40 e D103. 
 Unha lateral do membro posterior 

 D -40 D 103   

 AG BG 

p 

AG BG 

p 

P 

momento     

x  

momento 
Formato da LEa Média Média Média Média 

Padrão 43% (31%) 46% (21%) 0,613 42% (15%) 49% (26%) 0,613 0,919 

Franjeada 28% (28%) 38% (18%) 0,704 28% (15%) 22% (16%) 0,704 0,273 

Bifurcada 24% (25%) 15% (16%) 0,788 17% (12%) 21% (16%) 0,788 0,956 

Afiada 6% (0%) 0% (0%) 0,214 13% (12%) 9% (4%) 0,347 
0,150 x 

0,130 

a - largura da lâmina epidermal 

Também não houve diferença no formato LE entre grupos (p>0,05) na muralha da unha 

medial do membro anterior, sendo que, quase metade dos animais apresentavam alteração no 

formato da LE, sendo o franjeado o mais prevalente (Tabela 4). 

Tabela 4 - Médias do formato da LE (padrão, franjeada, bifurcada ou afiada) na muralha da unha medial 

do membro anterior de novilhos da raça Holandês, submetidos a duas dietas: maior (AG; 36,96% amido) 

e menor densidade energética (CN; 16,81% amido). 

Unha medial do membro anterior - Pós mortem 

Formato da LEa 
AG CN 

P 
Média Média 

Padrão 54% (20%) 53% (30%) 0,9388 

Franjeada 22% (13%) 27% (33%) 0,7243 

Bifurcada 18%  (13%) 18% (16%) 0,8935 

Afiada 6% (4%) 1% (0%) 0,1611 

a - largura da lâmina epidermal  

Na unha lateral do membro posterior não houve diferença nos escores quanto à infiltrado 

inflamatório, hemorragia e shunt na derme entre os grupos e entre os momentos (p>0,05). 

Também não houve diferença quanto a integridade da membrana basal entre os grupos e entre 

os momentos (p>0,05), porém mesmo no início do experimento 100% e 62,5% dos animais do 

grupo AG e BG apresentaram escore maior que 1, respectivamente. Houve diferença na 

morfologia das células epidérmicas entre os grupos (p = 0.01088) D -40, sendo que 100% dos 
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animais do BG apresentaram escore menor que 2 e 62.5% do AG apresentaram escore maior 

que 1 (Tabela 5). Na unha medial do membro anterior não houve diferença nos escores quanto 

à infiltrado inflamatório, hemorragia, shunt, integridade da membrana basal e morfologia das 

células epidérmicas entre os grupos (p>0,05) (Tabela 5). 

Tabela 5 - Frequências dos escores de morfologia das células epidérmicas, integridade da membrana 

basal, células inflamatórias, hemorragia e shunt arteriovenoso na muralha da unha lateral do membro 

posterior e na muralha da unha medial do membro anterior de novilhos da raça Holandês, submetidos a 

duas dietas: maior (AG; 36,96% amido) e menor densidade energética (BG; 16,81% amido), D-40 e 

D103. 

 

    Escore Morf_Epida Memb_Basalb Cel_Infc Hemorragia Shuntd 

Unha lateral  

D -40 

AG 

0 0,0% 0,0% - - - 

1 25,0% 0,0% 37,5% 0,0% 87,5% 

2 37,5% 37,5% 62,5% 0,0% 12,5% 

3 25,0% 37,5% 0,0% 12,5% 0,0% 

4 - 25,0% 0,0% 87,5% - 

BG 

0 12,5% 0,0% - - - 

1 87,5% 37,5% 62,5% 25,0% 100,0% 

2 0,0% 25,0% 37,5% 0,0% 0,0% 

3 0,0% 25,0% 0,0% 25,0% 0,0% 

4  12,5% 0,0% 50,0% - 

p  0,0108 0,173  0,364 0,108 0,381 

Unha lateral  

D103 

AG 

0 12,5% 0,0% - - - 

1 25,0% 25,0% 50,0% 25,0% 75,0% 

2 62,5% 50,0% 37,5% 0,0% 25,0% 

3 0,0% 25,0% 12,5% 50,0% 0,0% 

4 - 0,0% 0,0% 25,0% - 

BG 

0 0,0% 0,0% - - - 

1 57,1% 0,0% 62,5% 25,0% 62,5% 

2 14,3% 42,9% 37,5% 12,5% 37,5% 

3 28,6% 28,6% 0,0% 37,5% 0,0% 

4 - 14,3% 0,0% 25,0% - 

P  0.901  0.0848 0.669 0.867 0.647 

Unha lateral 

D-40 x D103 
 P 0,58 x 0,25 0,04 x 0,41  0,76 x 1 0,06 x 0,67 

0,77 x 

0,14 

Unha medial  

D103 

AG 

0 0,0% 0,0% - - - 

1 25,0% 25,0% 50,0% 62,5% 62,5% 

2 75,0% 25,0% 50,0% 0,0% 25,0% 

3 0,0% 50,0% 0,0% 25,0% 12,5% 

4 - 0,0% 0,0% 12,5% - 

BG 

0 12,5% 14,3% - - - 

1 25,0% 14,3% 50,0% 37,5% 62,5% 

2 37,5% 14,3% 50,0% 0,0% 37,5% 

3 12,5% 28,6% 0,0% 37,5% 0,0% 

4 - 28,6% 0,0% 25,0% - 

p  0,9534 0,6731  0,6694 0,3596  0,902 
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a – morfologia das células epidérmicas, b – integridade da membrana basal, c – células 

inflamatórias, d – shunt arteriovenoso  

Na sola da unha lateral do membro anterior direito não houve diferença nos escores 

quanto à infiltrado inflamatório, hemorragia, shunt, integridade da membrana basal e 

morfologia das células epidérmicas entre os grupos (p>0,05). Na sola da unha medial do 

membro posterior esquerdo, o grupo AG teve 75 % dos animais com escore de hemorragia 

superior a 2, enquanto o grupo BG teve 62,5 % com escore de 1 (p = 0,006). Não houve 

diferença nos escores quanto à infiltrado inflamatório, shunt, integridade da membrana basal e 

morfologia das células epidérmicas entre os grupos (p>0,05) (Tabela 6). 

Tabela 6 - Frequências dos escores de morfologia das células epidérmicas, integridade da membrana 

basal, células inflamatórias, hemorragia e shunt arteriovenoso na sola da unha lateral do membro anterior 

direito e sola da unha medial do membro posterior esquerdo de novilhos da raça Holandês, submetidos 

a duas dietas: maior (AG; 36,96% amido) e menor densidade energética (BG; 16,81% amido) D 103. 

    Escore Morf_Epida Memb_Basalb Cel_Infc Hemorragia Shuntd 

Sola da unha 

lateral do 

membro torácico 

direito 

AG 

0 0,0% 0,0% - - - 

1 62,5% 0,0% 87,5% 75,0% 12,5% 

2 25,0% 0,0% 12,5% 0,0% 87,5% 

3 12,5% 62,5% 0,0% 12,5% 0,0% 

4 - 37,5% 0,0% 12,5% - 

BG 

0 0,0% 0,0% - - - 

1 75,0% 0,0% 50,0% 0,0% 50,0% 

2 25,0% 12,5% 50,0% 0,0% 25,0% 

3 0,0% 25,0% 0,0% 37,5% 25,0% 

4 - 62,5% 0,0% 62,5% - 

P  0,367 0,587 0,160 0,325 0,647 

Sola da unha 

medial do 

membro pélvico 

esquerdo 

AG 

0 0,0% - - - - 

1 75,0% 0,0% 37,5% 37,5% 0,0% 

2 25,0% 0,0% 62,5% 0,0% 62,5% 

3 0,0% 75,0% 0,0% 12,5% 37,5% 

4 - 25,0% 0,0% 50,0% - 

BG 

0 12,5% - - - - 

1 75,0% 0,0% 75,0% 62,5% 75,0% 

2 12,5% 0,0% 25,0% 0,0% 25,0% 

3 0,0% 87,5% 0,0% 12,5% 0,0% 

4 - 12,5% 0,0% 25,0% - 

P  0,561 0,555 0,133 0,0061 0,595 

a – morfologia das células epidérmicas, b – integridade da membrana basal, c – células 

inflamatórias, d – shunt arteriovenoso  

Na histologia ruminal, 50% dos animais do grupo AG possuíam alterações compatíveis 

com acidose ruminal. A histopatologia mostrou que estes animais apresentavam no epitélio da 

mucosa ruminal focos discretos de vacuolização (degeneração hidrópica multifocal discreta), 
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por vezes associados ao infiltrado de neutrófilos íntegros e degenerados intraepiteliais 

(microabscessos intraepiteliais). Na lâmina própria subjacente há discreto infiltrado de 

neutrófilos, linfócitos e histiócitos. Na histologia ruminal dos animais do grupo BG não foram 

encontradas alterações histológicas significativas. A histologia do pulmão e fígado não 

possuíam alterações histológicas significativas. 

 

Figura 5 - Epitélio da mucosa ruminal com focos discretos de vacuolização (degeneração hidrópica 

multifocal discreta). 

 

Figura 6 - Epitélio da mucosa ruminal com focos discretos de vacuolização, associado a infiltrado de 

neutrófilos íntegros e degenerados intraepiteliais (degeneração hidrópica multifocal discreta com 

microabscesso intraepitelial). Na lâmina própria subjacente há discreto infiltrado de neutrófilos, 

linfócitos e histiócitos. 
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5.6. Correlação entre a AUC de insulina e a histologia das LE 

Existe uma correlação negativa e significativa entre o comprimento e a AUC da insulina 

(p=0,04), e também existe uma correlação negativa e significativa entre a largura da LE e a 

AUC da insulina (p=0,0006). Não há correlação entre a espessura da camada de paraqueratose 

e a AUC da insulina (p=0,095) (Gráfico 12). 
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 Gráfico 12 – Correlações entre o comprimento da lâmina epidermal, largura da lâmina epidermal e 

espessura da paraqueratose com a área sob a curva (AUC) de insulina. 
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6. DISCUSSÃO 

O objetivo do trabalho foi avaliar as alterações metabólicas e histológicas no casco e 

outros órgãos de novilhos de engorda submetidos a dietas com concentrações altas e baixas de 

amido. 

Durante o experimento, o grupo AG que recebeu dieta com mais amido apresentou valores 

de pH mais baixos em seu fluído ruminal, sendo que a menor média de pH do grupo AG foi de 5,9. 

Segundo Plaizier et al., (2008) o risco de SARA aumenta quando o pH ruminal cai abaixo de 

5,6 por mais de 3 h/d ou permanece abaixo de 5,8 por mais de 5 a 6 h/d (Zebeli et al., 2008). 

Devido à frequência e repetição das coletas, o fluido ruminal foi coletado por meio de sondagem 

esofágica, e este método pode influenciar o pH do rúmen devido à contaminação com saliva e 

heterogeneidade entre os locais de amostragem dentro do rúmen. Duffield et al. (2004) 

verificaram que o pH da amostra do fluido ruminal coletado por meio de sonda estomacal 

(sonda oro-ruminal) era em média 0,35 unidade superior ao pH da amostra coletada pela 

rumenocentese. Esses autores propuseram que quando se utiliza sonda oral para coleta de 

amostras de líquido ruminal, os limiares para pH anormalmente indicativo de SARA deveria 

ser 5,9.  Plaizier (2004) usou um limiar de pH indicativo de SARA de 6,0 quando amostras de 

fluido ruminal foram coletadas com sonda estomacal em aproximadamente 4 h após a 

alimentação. Portanto, os animais do grupo AG tiveram níveis pH indicativos de SARA. 

Os valores de pH mais baixos foram após seis horas do fornecimento da dieta e, após 

dez horas do fornecimento da dieta, os valores de pH não retornaram aos valores da primeira 

coleta. A demora no retorno do pH demonstra alguma dificuldade no controle do pH ruminal. 

Alterações na capacidade de produzir agentes tamponantes, bem como uma diminuição na 

entrada de bicarbonato no rúmen, seja por saliva ou na parede ruminal, podem afetar o retorno 

do pH após oito horas de alimentação. De acordo com Yang e Beauchemin (2006), fornecer 

mais grãos e menos fibras aos animais reduz o tamanho das partículas da dieta, e reduz o tempo 

gasto na ruminação, o que foi demonstrado no experimento com os animais AG ruminando 

diariamente 4,44h enquanto os BG passaram 11,11h ruminando diariamente. O tempo de 

ruminação é um indicativo utilizado como um meio de monitoramento de sanidade, estado 

nutricional e conforto, usado por exemplo com maior frequência em rebanhos leiteiros para 

prognosticar afecções metabólicas (Soriani et al., 2013; Kaufman et al., 2016). Além disso, a 

motilidade ruminal aumenta a absorção dos ácidos graxos de cadeia curta, favorecendo o 

equilíbrio ácido-básico do conteúdo ruminal (Allen, 1997). 
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A dieta do grupo AG alterou as características do fluido ruminal, conferindo-lhe uma 

coloração amarelada e aspecto leitoso. Diferentemente das caracteristicas do fluido ruminal do 

grupo que recebeu a dieta de menor densidade energética (16.81% amido),  que manteve uma 

coloração castanho esverdeado ao longo do estudo e níveis de pH mais elevados. 

Ambos os grupos tiveram boa atividade microbiana, revelada na prova de redução de 

metileno, com tempos de redução inferiores a três minutos, conforme descrito por Dirksen 

(2008). Porém, a redução do azul de metileno ocorreu mais rapidamente no grupo AG, 

indicando maior metabolismo dos microorganismos ruminais. Geralmente no início do quadro 

de acidose ruminal pode ser observado um tempo de redução diminuído, menor que um minuto 

indicando microbiota muito ativa (Afonso e Mendonça, 2007).  

A queda do pH foi mais abrupta na primeira semana, quando os animais do grupo AG 

passaram a consumir 60% da matéria seca da dieta em concentrado, corroborando que aumentos 

repentinos na quantidade de carboidratos ingeridos são mais desafiadores e predispões mais a 

acidose ruminal que a quantidade total de carboidratos na dieta (Jubb, 2015).  De acordo com 

Cabral et al., (2016), a ocorrência de acidose ruminal em bovinos de corte em confinamento é 

mais comum no período de adaptação (primeiros 14-28 dias) às dietas com elevada proporção 

de concentrado. 

Os carboidratos não fibrosos (CNFs) são digeridos de forma rápida e quase completa, 

resultando em uma maior quantidade de AGVs e promovem, proporcionalmente, menor 

estímulo à mastigação (Cabral et al., 2016). Além do menor aporte de saliva para tamponar o 

rúmen, a falta de adaptação do rúmen em absorver essa grande quantidade de AGVs faz com 

que o pH rumenal caia. De acordo com Cabral et al. (2016) a utilização de dietas ricas em 

concentrado (>65%, com base na matéria seca), com a redução do pH do rúmen (<6,0) e 

aumento da disponibilidade de amido e glicose, pode causar depressão da digestão de fibra e 

desordens nutricionais. 

De acordo com Jubb (2015) o exame microscópico da mucosa ruminal é a forma mais 

confiável de confirmar o diagnóstico de rumenite química. A alimentação fornecida ao grupo 

AG (36,96% amido) foi capaz de causar alterações histológicas ruminais, em 50% dos animais, 

associadas a lesões de acidose ruminal como formações de microabscessos (Fergusson et al., 

2022) e vacuolização citoplasmática das células epiteliais e reação neutrofílica leve (Jubb, 

2015), comprovando que esses animais tiveram quadros de acidose ruminal. 
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Bovinos alimentados com dieta de maior densidade energética (36.96% amido) gastam 

menos tempo se alimentando, devido aos animais ingerirem menos materia natural. Estes 

animais também ruminam menos (4,44 horas) dos que ingerem dietas menos densa (9,24 horas) 

devido ao menor estimulo para a ruminação como a FDN. Por gastar menos tempo nessas 

atividades, os animais que consomem dietas mais densas, passam mais horas do dia em ócio 

(17,54h/dia)  

A maior glicemia encontrada no grupo AG pode ser explicada pela maior produção de 

AGV’s e talvez até uma maior proporção de propionato, uma vez que este é o principal substrato 

para a gliconeogênese nos ruminantes (Cabral et al., 2016). Além disso, os valores médios de 

IGF-1 e de insulina, apesar deste último não haver diferença estatística, do grupo AG foi 

superior ao do BG refletindo um estado anabólico destes animais. Semelhante aos nossos 

resultados, Vivenza (2012) encontrou níveis de insulina crescentes em novilhos em dieta de 

mantença (8.276 µIU/mL), em dieta para ganho de peso de 0,500 kg/dia (13.611 µIU/mL) e em 

dieta para ganho de peso de 0,900 kg/dia (21.659 µIU/mL). 

A AUC da glicose não diferiu entre os grupos AG e BG em todos os TTG. As 

concentrações de glicose durante o TTG dependem do consumo de glicose pelos tecidos 

periféricos, produção endógena de glicose, excreção renal de glicose e absorção intestinal de 

glicose (Pires et al., 2007). As dietas de confinamento aumentaram a AUC de insulina durante 

o experimento, sendo que a AUC no último TTG foi a maior. Segundo Zachut et al. (2013), a 

maior AUC da insulina para eliminar a mesma dose de glicose indica um grau de resistência à 

insulina. Isto indica que as dietas de confinamento foram capazes de ocasionar um grau de 

resistência à insulina nos animais.  

A resistência à insulina pode ser atribuída a uma diminuição na resposta à insulina, uma 

diminuição na sensibilidade à insulina, ou ambos (Koster et al., 2013). Ao final do experimento, 

no D102, as duas dietas de confinamento fizeram com que os animais tivessem maiores níveis 

séricos de insulina frente ao desafio do TTG. Isto demonstra que com o maior tempo de ingestão 

das dietas de confinamento, a de menor densidade energética, foi capaz de causar alterações 

metabólicas semelhantes a dieta de maior densidade energética. 

As mudanças mais significativas na histologia do casco foram as reduções no 

comprimento e largura do LE, o que é um fato interessante, visto que, até onde sabemos, 

nenhum estudo comparou o comprimento e a largura do LE antes e depois dos animais serem 

alimentados com dietas diferentes. Após o trabalho de Mendes (2015) este tipo de comparação 

se tornou possível. As dietas de confinamento foram capazes de reduzir a largura da LE, tanto 
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na do membro anterior, quanto na do membro posterior, demonstrando que os cascos foram 

afetados de forma sistêmica. 

Durante a execução do experimento, percebemos a necessidade de mensurar a distância 

de uma camada normal constituída de células nucleadas entre o tecido lamelar e o início da 

camada córnea que supostamente não deveria existir (paraqueratose). Normalmente essa 

distância não é mensurada, pois a LE possui um eixo queratinizado e a camada córnea fica 

imediatamente após o seu término (Figura 4A). Entretanto, percebemos na histologia dos cascos 

dos animais, que muitos não possuíam o eixo queratinizado na LE e que existia essa 

paraqueratose (Figura 4Erro! Fonte de referência não encontrada.B). 

O comprimento da camada de paraqueratose aumentou no grupo AG após o período 

experimental. Segundo König e Liebich (2004) o tecido laminar do casco de bovinos é formado 

de lâminas dérmicas e epidérmicas que se intercalam e encontram-se aderidas ao estojo córneo 

do casco. O aumento desta parqueratose faz com que o tecido laminar não esteja aderido ao 

estojo córneo do casco, provavelmente deixando o tecido menos estável. Sendo assim, a dieta 

do grupo AG fez com que o tecido laminar dos cascos dos animais fosse menos estável. Além 

disso, esta paraqueratose indica o desaparecimento do eixo queratinizado nas LE dos animais. 

Nos casos de laminite aguda, há parcial ou total desaparecimento do eixo queratinizado, o que 

resulta no encurtamento da LE (Maclean, 1971; Greenough, 2007), que ocorreu nos animais de 

ambos os grupos.  

Sendo assim, a redução do comprimento e da largura das LE do tecido laminar destes 

animais e o aumento da camada de paraqueratose, indicam que os tecidos laminares dos animais 

alimentados com dietas de confinamento são menos estáveis. Sendo que a dieta de maior 

densidade energética fez com que a camada de paraqueratose destes animais fossem maior. 

Em trabalhos em que a laminite aguda foi induzida por oligofrutose, na histologia do 

casco foi descrito o arredondamento das células epidermais (Thoefner et al., 2005; Danscher et 

al., 2010). No presente estudo houve apenas diferença na morfologia das células epidermais 

entre os grupos na histologia do casco no dia D-40, tendo os animais do grupo AG começado o 

experimento com escores maiores. Ao final do presente estudo os grupos não diferiam, tendo 

mais de 60% dos animais apresentando o escore maior ou igual a 2. Semelhante a Mendes et 

al., (2013) que não encontrou diferença na morfologia das células epidermais entre animais com 

ou sem sinais clínicos de laminite. Tavares et al., (2019) encontrou um pequeno número de 

animais (n=5, 12,5%) que apresentou células epidérmicas dentro dos padrões fisiológicos, com 

predomínio de células ovais perpendiculares à membrana basal. 
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A dieta não interferiu na presença de hemorragia e infiltrado inflamatório, apesar deste 

último estar presente em ambos os grupos em grau leve. Mendes et al., (2013) descreveram 

resultado semelhante sem diferenças nos escores de hemorragia e infiltrado inflamatório ao 

avaliarem a histologia de animais sem claudicação e sem lesões secundárias à laminite, sem 

claudicação e com lesões associadas, e com claudicação e com lesões associadas à laminite. 

Apesar de não diferirem, ambos os grupos tiveram escores altos de irregularidades na 

membrana basal. Mendes et al., (2013) encontrou irregularidades na membrana basal, em vacas 

com e sem lesões macroscópicas do casco associadas à laminite naturalmente adquirida. Além 

disso, semelhante ao trabalho de Mendes et al., (2013), durante a avaliação histológica foi 

observada a presença de irregularidades ao longo do comprimento da membrana basal, 

diferentemente de Thoefner et al., (2005) e Danscher et al., (2010) que observaram colapso da 

membrana basal em bovinos com laminite induzida. 

Apesar da diferença entre os momentos, não houve muita diferença entre os grupos. Isso 

pode ter ocorrido porque o tempo em que os animais foram submetidos a diferentes dietas não 

foi longo o suficiente ou as diferenças entre as dietas não foram grandes o suficiente. Uma 

limitação deste estudo, é que durante o período experimental os animais, de ambos os grupos, 

tiveram quadros de babesiose e anaplasmose. Apesar das amostras de sangue e fluido ruminal 

não terem sido coletadas durante os estágios da doença, essas intercorrências podem ter 

influenciado a visualização das diferenças de grupos na histologia do casco, pois esses agentes 

causam alterações hemodinâmicas e que potencialmente podem alterar a histologia dos cascos. 

De acordo com Bock et al., (2004) a Babesia causa vasodilatação, hipotensão, aumento da 

permeabilidade capilar, edema, colapso vascular, distúrbios de coagulação, dano endotelial e 

estase circulatória na microcirculação. 

Uma segunda limitação do estudo é que os animais, de ambos os grupos, começaram o 

experimento com alterações histológicas no casco. Mais da metade das LE, da histologia 

coletada antes do início do experimento, apresentavam alterações morfológicas. Ambos os 

grupos começaram o experimento com escores altos de irregularidades na membrana basal, 

sendo que o 100% dos animais do AG possuíam escore maior ou igual a 2. Os animais 

começaram o experimento com a distância entre as LE e o início da camada córnea alta, ou 

seja, os animais tinham LE com perda do eixo queratinizado. Estes animais foram criados desde 

o desaleitamento com dietas a base de silagem de milho e concentrado, alimentos que são ricos 

em amido, diferentemente de animais criados a pasto com dietas menos densas. Essa pré-

exposição desses animais a essas dietas energéticas pode ter ocasionado estas alterações no 
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tecido laminar anterior ao experimento. Além disso, a restrição de movimentação que estes 

animais tinham, devido ao sistema de tie stall, pode ter influenciado no desenvolvimento das 

lesões dos cascos. 

O objetivo do nosso trabalho era verificar se um desafio alimentar, que ocorre a campo, 

seria capaz de causar laminite e alterar a histologia do casco. A alteração no formato da LE 

mais encontrada foi o franjeamento, apesar do afilamento da LE estar presente. Diferentemente 

de Thoefner et al., (2005), encontraram lesões de afilamento da LE, como a alteração de formato 

mais presente, nos animais que tiveram laminite induzida com oligofrutose, ou seja, um quadro 

de laminite induzida a partir de acidose ruminal aguda.  

Rahnama et al., (2020), confirmaram que o IGF1 pode ter um papel importante na 

laminite induzida por insulina em equinos. Os autores demonstraram que todos os cavalos 

tratados com insulina desenvolveram laminite dentro de 30 h, enquanto que os cavalos tratados 

com uma versão equinizada de um anticorpo monoclonal terapêutico anti-IGF-1R humano 

apresentaram menor afundamento da falange distal e alterações histológicas mais leves, com 

alongamento menor nas pontas das lamelas epidérmicas secundárias. No nosso trabalho as 

dietas de confinamento, aumentaram os níveis séricos de IGF-1, aumentando a AUC de 

insulina.  Este aumento de IGF-1 pode ter favorecido o desaparecimento do eixo queratinizado 

com o encurtamento das lâminas epidermais, a proliferação de células nucleadas entre o tecido 

lamelar e o início da camada córnea que supostamente não deveria existir (paraqueratose), 

tornado o tecido lamelar mais instável. Há uma correlação negativa significativa entre o 

comprimento e a largura da LE com a AUC de insulina, indicando que o aumento da AUC está 

relacionado com o encurtamento das lâminas epidermais do tecido laminar, reduzindo a 

estabilidade e qualidade deste tecido. 

Muitas questões ainda precisam ser respondidas sobre a patogênese da laminite. Estudos 

já demonstraram que a sobrecarga com oligofrutose é capaz de levar ao quadro de laminite, 

entretanto pesquisas são necessárias para determinar a relação entre uma dieta rica em 

carboidratos, predispondo a SARA e o quadro de laminite. Além disso, estudos são necessários 

para determinar se o IGF-1, que aumenta seus níveis nestas dietas ricas em amido, possui um 

papel importante na laminite em bovinos. Futuros estudos com menor tempo de adaptação, 

maior tempo de desafio com a dieta rica em amido, e/ou tornando a dieta com maior inclusão 

de carboidratos, analisando os níveis de IGF-1 devem ser conduzidos para investigar a relação 

entre acidose ruminal subclínica, alterações metabólicas e alterações histológicas do casco. 



59 

 

7. CONCLUSÃO 

A dieta fornecida aos animais do grupo de alto grão foi capaz de induzir um quadro de 

acidose ruminal subclínica, confirmado pelas alterações do pH ruminal, das características 

etológicas e, principalmente, pelas lesões histológicas da parede ruminal. Isso enfatiza a 

importância da histologia do rúmen no diagnóstico da acidose ruminal. A biopsia de casco, 

realizada no período pré experimental, se mostrou eficiente para estudos dos distúrbios 

relacionados a laminite em bovinos. As dietas de confinamento foram capazes de reduzir o 

comprimento e largura das lâminas epidermais. A dieta de maior densidade energética foi capaz 

de aumentar o comprimento da paraqueratose no tecido laminar. Apesar do fato de que houve 

alterações histológicas nos cascos, não houve muita diferença entre as dietas com diferentes 

inclusões de amido. O aumento de IGF1 e o aumento da AUC de insulina, provocado pelas 

dietas de confinamento, pode ter favorecido o encurtamento das lâminas epidermais do tecido 

laminar com desaparecimento do eixo queratinizado com a proliferação de células nucleadas 

entre o tecido lamelar e o início da camada córnea que supostamente não deveria existir 

(paraqueratose), reduzindo a estabilidade e qualidade do tecido lamelar.  Futuros estudos com 

menor tempo de adaptação, maior tempo de desafio com a dieta com maior inclusão de amido, 

e/ou tornando mais diversificadas as dietas de diferentes grupos, analisando os níveis de IGF1 

devem ser conduzidos para investigar a relação entre acidose ruminal subclínica, alterações 

metabólicas e alterações histológicas de casco. 
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