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1 RESUMO

Objetivou-se avaliar através de estudos histologicos e morfométricos, o figado de ovinos
alimentados com variedades de palma forrageira. O experimento foi realizado no setor de
caprinos e ovinos do departamento de Zootecnia da Universidade Federal Rural de
Pernambuco, foram utilizados 40 ovinos, machos, sem padréo racial definido, inteiros,
com peso corporal médio de 21,01 £ 2,01 kg e média de idade de 6 meses. O uso dos
animais foi aprovado pelo comité de ética para utilizacao de animas com a Licenca de n°
053/2015. Foram distribuidos em Delineamento Inteiramente Casualizado com 4
tratamentos e 10 repeticdes, foram alojados em baias individuais, providas de
comedouros e bebedouros individuais. Os tratamentos experimentais consistiram de uma
dieta base, composta por Feno de Capim Elefante em substituicdo parcial por palma
forrageira Miuda, Orelha de Elefante Mexicana e IPA-Sertania. Para os estudos ao
microscépio de luz, os fragmentos foram processados para inclusdo em parafina, os cortes
histoldgicos de 5 um de espessura foram corados em método de coloracao padrdo (HE) e
dois corantes especiais, PAS e Tricromico de Gomori. Para a morfometria do parénquima
hepatico, foi contabilizado um total de 4000 pontos por animal e transformados em
densidade relativa (%). Dois gendtipos de palma apresentaram &cido cianidrico em sua
composicdo. Os consumos de MS, MO, PB, FDN, NDT, o peso do figado, o peso corporal
ao abate, a enzima fosfatase alcalina, a glicose e o colesterol foram maiores nos animais
que receberam palma forrageira. Todos os tratamentos apresentaram necrose de
coagulacdo e congestdo da triade portal, e OEM e IPA foram diferentes para ducto biliar.
Conclui-se que o uso de palma forrageira na alimentacdo de ovinos até 70 dias de
confinamento ndo causa danos aparentes ao figado dos animais, a presenca de HCN causa
necrose de coagulacdo pericentro lobular e congestdo da triade portal hepatica.

Palavras chave: Patologia. Consumo. Acido cianidrico. Leses. Fosfatase alcalina.
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2 ABSTRACT

The aim of this study is to evaluate the liver of sheep fed with forage palm varieties
through histological and morphometric evaluations. The experiment was carried out in
the Goats and Sheep Sector of the Department of Animal Science of the Federal Rural
University of Pernambuco. It was used 40 male sheep with no defined racial pattern, mean
body weight of 21.01 £ 2.01 kg and average age of 6 months. The use of the animals was
approved by the Committee for Ethics in Animal Experiments (CEUA) (license number:
053/2015). They were distributed in a completely randomized design with 4 treatments
and 10 replications, housed in individual stalls equipped with individual feeders and
drinking fountains. The experimental treatments were a base diet, composed of elephant
grass hay in a partial replacement by small spineless cactus, Orelha of elefante mexicana
and IPA-Sertania. For light microscopy studies, the fragments were processed for
inclusion in paraffin, 5 um thick histological sections were stained in standard staining
(HE) and two special stains, PAS and Gomori trichrome. For the hepatic parenchyma
morphometry, the relative density (%) was calculated by a total of 4000 points on the
histological preparations, per animal. Two palm genotypes had hydrocyanic acid in their
composition. Consumption of DM, OM, PB, NDF, NDT, liver weight, body weight at
slaughter, alkaline phosphatase enzyme, glucose and cholesterol were higher in animals
fed on forage palm. All treatments showed coagulation necrosis and portal triad
congestion, and OEM and IPA were different for bile duct. It can be concluded that the
use of forage palm in the feed of sheep up to 70 days of confinement does not cause
apparent damages to the liver of the animals, the presence of HCN causes coagulation
necrosis of lobular pericenter and congestion of the hepatic portal triad.

Key words: pathology.; consumption; Hydrocyanic acid; injuries; alkaline phosphatase.



14

3 INTRODUCAO

A palma é utilizada na alimentacdo humana e animal, na inddstria de cosméticos e
na medicina. Em ratos Wistar, a adi¢do de palma forrageira na dieta diminui o colesterol
e em humanos seus frutos exercem fungdo antioxidante, além de reduzir o colesterol
(AGRA 2014; AKACHA et al., 2015; KANG et al., 2015; LIMA et al., 2016; JIMENEZ-
AGUILAR et al., 2015; SANTOS et al., 2016; SANTOS et al., 2016a; SOUZA, 2012).

A palma forrageira, independente do género, € rica em Carboidratos Nao Fibrosos
(CNF) 49,50 + 0,83 % e Carbohidratos Totais (CT) 80,7 + 2,87 %, possui baixos teores
de Proteina Bruta (PB) 5,44 + 0,84 % e Matéria Seca (MS) 9,77 + 2,39 %. O teor de P é
da ordem de 0,20 £ 0,015%, Na 0,05 + 0,01%, Ca 4,91 + 0,35 %, K 0,20 + 0,015 % e Mg
155 + 0,28 (BATISTA et al., 2003; BISPO et al., 2007; SANTOS et al., 2009;
WANDERLEY etal., 2012; BATISTA et al., 2013; CORDOVA-TORRES et al., 2015).

Considerada um alimento energético, a palma influencia diretamente o
metabolismo energético dos 6rgdos viscerais como intestino e figado. Segundo Haas
(2014) e Johnson et. al., (1990), o figado utiliza parte do consumo de energia de todo o
organismo, de forma que, a massa do figado e seu metabolismo séo influenciados pela
carga de trabalho, sendo diferenciada entre as espécies animais.

A palma também possui componentes antinutricionais como o oxalato, que pode
variar de 0,006 a 2,10 mg/kg de MS (ARAUJO, 2009; BATISTA et al., 2009; BATISTA
et al., 2013; VIEIRA et al., 2008). O oxalato esta presente em algumas plantas na forma
de ion oxalico (C204") ou acido oxalico (HC204). O primeiro na forma de oxalato de sédio
soltvel ou o oxalato insoltvel de calcio e magnésio, e 0 segundo como oxalato de potassio
(JAMES, 1972).

Segundo Rahman et al. (2010), Rahman; Kawamura (2011) e Das et al. (2010)
estudando a espécie Pennisetum purpureum, a adubacéo, o clima e a condic¢do genética
também podem interferir nos teores de oxalato na forragem. Fungos como Aspergillus
niger e A. Flavus também sdo capazes de produzir grandes quantidades de oxalato em
fenos umidos e silagens (JAMES, 1972).

O oxalato também interfere no metabolismo de energia celular, mas, as principais
lesGes do seu excesso sdo verificadas nos rins. Neste sentido, podem resultar em obstrugéo

de tabulos renais e de glomérulos. Embora o oxalato também seja produzido no figado,
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seu excesso é resultado de um figado hiperoxalurico tipo I, doenca em que o figado
produz pouca Glioxilato Amino Transferase (GAT) o que impede a metabolizacdo do
oxalato e glicolato (WILLAMS; SMITH JR, 1968; DANPURE; JENNINGS, 1986;
KNIGHT; WALTER, 2002; NISHIJIMA et al., 2003).

Também foi encontrado recentemente na palma midda a presenca de acido
cianidrico (HCN), na concentragdo de 50,8 mg/kg de MS (SILVA et. al., 2015). A
ingestdo do HCN compromete a fosforilacdo oxidativa da mitocondria e, ao interferir no
ciclo tricarboxilico, inibe a acdo de enzimas como citocromo-oxidase a3 impedindo a
transferéncia de elétrons. O HCN possui afinidade para se ligar ao ferro (Fe*3),
diminuindo assim a disponibilidade para os eritrécitos e como consequéncia, diminui o
oxigénio circulante, levando a hipoxia tissular (AMORIM, 2007).

Além disso, 0 HCN esta associado ao aparecimento de bocio em animais e
humanos. Segundo Galindo (2015) e Lopes (2001), o HCN ¢é reduzido a tiocianato e
cianeto. O tiocianato tem sua composi¢do muito parecida com a molécula de iodo e por
isso interfere na captacdo deste pela tireoide. Como uma tentativa de produzir os
horménios T3 e T4 e conseguir captar o iodo, as células da tireoide aumentam de tamanho
devido ao alto estimulo do Horménio Estimulador da Tireoide (TSH).

Em pequenas quantidades administradas constantemente, 0 HCN pode diminuir a
coagulagdo sanguinea, provocar lesdes cardiacas e a musculatura apresentar coloragédo
escura. E possivel também de ocorrer congestdo pulmonar, renal e hepéatica, sendo a
necrose de hepatdcitos a principal lesdo encontrada, em fungdo da baixa oxigenacdo do
tecido hepatico (AMORIM et. al., 2005; AMORIM et al., 2006).

Essas lesGes podem ser melhor investigadas, através do uso de ferramentas como a
morfometria e histologia. Segundo Peres-Neto (1995), a morfometria € uma ferramenta
que nos possibilita estudar, a forma e sua relacdo com a massa do 6rgdo; e a histologia
investiga lesdes.

Portanto, objetivou-se, avaliar através de estudos histologicos e morfométricos, o
figado de ovinos alimentados com variedades de palma forrageira resistente a cochonilha

do carmim.
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4 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Setor de Caprinos e Ovinos do Departamento de
Zootecnia da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE) localizada em Recife-
PE. Foram utilizados 40 ovinos, machos, com idade média de 8 meses, sem padrao racial
definido, inteiros, com peso corporal inicial médio de 21,01 + 2,01 kg.

O presente experimento foi aprovado pelo Comité de Etica de Uso de Animais -
CEUA da Universidade Federal Rural de Pernambuco, sob Registro de Licenca n°
053/2015 - CEUA/UFRPE em conformidade com os principios basicos para pesquisa
com animais.

Os animais foram distribuidos em delineamento inteiramente casualizado que
consistia de 4 tratamentos e 10 repeticdes; distribuidos em baias individuais suspensas e
ripadas na altura de 1,20 m, com area de 1,5 m?, providas de comedouros e bebedouros
individuais.

Os tratamentos consistiram de uma dieta composta por feno de capim elefante
(Pennisetum purpureum Schum), fuba de milho, farelo de soja, ureia, sulfato de aménio,
fosfato bicalcico e mistura mineral comercial, calculadas segundo o Nutrients
Requirements of Small Ruminants - NRC (2007). As dietas testes consistiram na
substituicdo parcial do feno de capim elefante por palma forrageira midda, orelha de
elefante mexicana (OEM) ou IPA-Sertania (Tabela 1 e Tabela 2).

Tabela 1 - Composi¢do quimica dos ingredientes, expressa em g/kg de matéria seca.

Ingredientes

Feno de Palma Palma Palma Farelo Fuba de
Itens Capim Mitida IPA- OEM de Soja Milho

Elefante Sertania

(g/kg de MS)

Matéria seca 931,10 118,00 144,30 117,30 899,90 885,50
Matéria organica 888,60 890,10 893,60 889,30 913,50 985,70
Matéria mineral 111,40 109,90 106,40 110,70 86,50 14,30
Proteina bruta 57,30 56,90 57,50 59,70 533,80 86,10
Extrato etéreo 20,90 25,90 28,20 30,70 18,10 49,30

Fibra em detergente neutro 767,60 289,10 291,90 285,80 232,50 175,20
Fibra em detergente neutro ¢, 724,60 259,10 252,90 24320 148,20 156,80

Fibra em detergente acido 469,00 142,10 109,60 125,50 24,90 82,00
Hemicelulose 265,60 117,00 143,40 117,80 66,20 131,90
Carboidratos totais 810,50 807,20 807,90 798,90 361,60 850,40
Carboidratos ndo fibrosos 75,90 548,20 555,00 555,70 213,40 693,50

Acido cianidrico (mg/kg MS) - - 57,62 53,47 - -
Oxalatos totais (mg/kg MS) 0,97 1,78 2,08 2,58 1,41 0,92
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Tabela 2 - Proporcédo dos ingredientes nas dietas experimentais.

Tratamentos
Ingredientes Feno de
Capim ,E’A"".',m a Palma IPA- Palma OEM
ilda Serténia
Elefante
(% da MS)
Feno de capim elefante 709,90 250,30 263,10 232,10
Palma IPA-Sertania 0,00 540,00 0,00 0,00
Palma mitda 0,00 0,00 516,50 0,00
Palma orelha de elefante Mexicana 0,00 0,00 0,00 573,30
Farelo de soja 145,00 190,80 200,50 177,00
Fubéa de milho 128,50 0,00 0,00 0,00
Ureia 6,20 5,60 4,40 0,00
Sal mineral ovinofés? 8,60 9,50 10,00 8,80
Fosfato bicéalcico 1,40 3,30 5,00 7,90
Sulfato de aménio 0,50 0,50 0,50 0,90
Total 1000 1000 1000 1000

Nota — !Niveis de garantia assegurados pelo fabricante Ovinofés®: calcio 120 g; fosforo 87 g; sddio 147
g; enxofre 18 g; cobre 0,59 g; cobalto 0,04 g; cromo 0,020 g; ferro 1,8 g; iodo 0,08 g; manganés
1,3 g; selénio 0,015 g; zinco 3,8 g; flior maximo 0,87 g; Solubilidade do Fésforo (P) em acido
citrico a 2% é 95% (min.).

O feno de capim elefante foi produzido no Campus da Universidade Federal da
Paraiba localizada no municipio de Sdo Jodo do Cariri — PB. A palma forrageira foi obtida
na Fazenda Vérzea Grande localizada no municipio de Pesqueira-PE e os demais
ingredientes foram comprados no comércio local.

O experimento teve duracdo de 92 dias, sendo 21 para adaptacdo as instalacGes e
ao manejo e 71 dias para avaliacdo das dietas experimentais e coletas. Os animais foram
vermifugados e vacinados, a ragéo foi fornecida duas vezes ao dia na forma de mistura
completa e a 4gua fornecida ad libitum.

Durante o periodo experimental, amostras de alimentos foram coletadas para
obtencdo da composic¢do quimica. As sobras eram pesadas diariamente pela manha para
monitoramento do consumo e célculo da oferta seguinte, permitindo-se sobras de
alimentos da ordem de 15% do total ofertado. Duas vezes na semana, 10% das sobras
eram coletadas para as analises.

As amostras de sobras e alimentos foram pré-secas e todo o material foi moido em
moinho de faca tipo Willey®, com peneira de crivos de 1 e 2 mm para realizagdo das
andlises de matéria seca (MS) (AOAC, 1995/ 930.15), matéria mineral (MM), matéria
organica (MO) (AOAC, 1990/ 942.05), proteina bruta (PB) (AOAC, 1995/ 954.01) e
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extrato etéreo, determinado por extracdo a quente em éter de petroleo no Gerhardt
Soxtherm 2000® pelo método de Randall descrito por Detmann (2012).

A analise de acido cianidrico (HCN) nos alimentos foi realizada pelo método de
Ades e Hernandez (1986) adaptada por Silva (2015a). Para a analise de oxalato nos
alimentos, utilizou-se a metodologia proposta por Moir (1953). Os teores de fibra em
detergente neutro (FDN) e fibra em detergente acido (FDA) foram determinados segundo
metodologia proposta por Van Soest et al. (1991), adaptada por Mertens (2002) e a
correcdo das cinzas na FDN (FDNcp) foi realizada segundo AOAC (1990/ 942.05).

Os carboidratos totais (CHT) do feno, da palma forrageira, do residuo e das dietas
foram calculados utilizando-se a equagéo: CHT =100 — (PB + EE + MM).

Os nutrientes digestiveis totais (NDT) das dietas foram calculados de acordo com
Weiss (1999), como: NDT = %PBD + 2,25 X %EED + %CNFD + %FDND, em que: PBD
= proteina bruta digestivel; EED = extrato etéreo digestivel; CNFD = carboidratos ndo
fibrosos digestiveis e FDND = fibra em detergente neutro digestivel.

Os carboidratos nédo fibrosos (CNF) foram calculados através da formula: CNF (%)

=100 — (PB + FDNcp + EE + MM) (Tabela 3).

Tabela 3 - Composi¢do quimico-bromatoldgica das dietas experimentais expressa em g/kg de
matéria seca.

Tratamentos
Itens Feno de
Capim Palma Milda PalmaAIF_’A- Palma
Sertania OEM
Elefante
(9/kg de MS)
Matéria seca 919,76 199,94 236,23 184,70
Matéria organica 860,86 877,06 879,25 878,13
Proteina bruta 135,95 157,83 160,15 136,85
Extrato etéreo 249,30 259,00 271,40 287,00
Fibra em detergente neutrog 559,80 339,09 334,55 318,32
Carboidratos néo fibrosos 162,43 386,34 392,99 409,45
Nutrientes digestiveis totais 409,87 593,74 603,76 546,28
Acido cianidrico (mg/kg MS) - - 31,01 31,25
Oxalatos totais (mg/kg MS) 1,01 1,46 1,63 1,96

No 70° dia de fornecimento das dietas experimentais foram coletadas amostras de
sangue através de puncdo da veia jugular, quatro horas apds a alimentacdo matinal.
Utilizou-se tubos coletores de sangue Vacuette® com gel e sem anticoagulante. As

amostras foram acondicionadas imediatamente em recipiente de isopor contendo gelo.
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O sangue foi centrifugado a 3000 rpm por 10 minutos segundo metodologia
utilizada por Leal et al. (2009), e enviados ao laboratorio de analises clinicas do hospital
veterinario. Determinaram-se a atividade enzimatica da alananina aminotransferase,
aspartato amino transferase, gama-glutamiltransferase e fosfatase alcalina; e as
concentragGes de albumina, beta hidroxibutirato, ureia, colesterol e glicose pelo
analisador automatico (Labmax®), utilizando-se kits comerciais Labteste®.

O abate ocorreu no 92° dia, com a utilizacao de pistola de dardo cativo por cartucho
de explosdo para insensibilizacdo dos animais, seguido de sangria, esfola e evisceracao.
O figado foi retirado, pesado e seccionado em fragmentos de até 2 cm?® de espessura, 0s
quais foram fixados em solucdo de formalina tamponada a 10% com pH de 7,4. As
amostras foram acondicionadas em recipientes previamente identificados (BEHMER et
al., 2003).

Os fragmentos do figado foram desidratados em solugdes crescente de &lcool para
inclusdo em parafina, os cortes histoldgicos foram de 5 um de espessura em micrétomo
rotativo, corados em hematoxilina-eosina e analisados morfologicamente em microscépio
(Leica ICC 50®, Brasil). Preparacdo de laminas histoldgicas também foram submetidas
as coloragdes especiais: PAS (Acido Periodico de Schiff - Glicogénio) e Tricromico de
Gomori (Fibras colagenas) segundo metodologia descrita por Behmer et al. (2003).

ApoOs preparacdo das laminas histoldgicas, os cortes histolégicos do parénquima
hepético foram avaliados qualitativamente em microscopio Olympus®BX41, sendo
atribuidos escores: O=ausente, 1=leve, 2=moderada e 3=intenso para as lesbes. As
micrografias foram capturadas com o auxilio do programa LAZ EZ® 1.7.0 (2009) com o
auxilio do microscopio Leica ICC50® acoplado ao computador para avaliaces
quantitativas.

Os dados morfométricos do parénquima hepatico foram obtidos usando contagem
de pontos por alocacdo sistematica de graticula, contendo 441 pontos de intersec¢do sobre
a imagem, em aumento de 400x. Dez campos foram contabilizados aleatoriamente,
totalizando 4000 pontos para cada animal e transformados em densidade relativa (%).

As estruturas hepaticas contabilizadas foram: hepatdcitos necroticos (sem ndcleo),
mononucleado (um ndcleo) e binucleado (dois nucleos), veia, artéria, ducto biliar, células

de Kupffer e sinuséide utilizando-se de um contador de células manual, Digitimer®
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O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado e a anélise de
variancia foi realizada por meio do programa estatistico SAS® 9.1 (2004) pela funcéo
Proc GLM. Os dados obtidos foram expressos através da estatistica descritiva de
tendéncia de centralidade e dispersdo (média e erro padrdo). O teste de médias utilizado

foi o Dunnett a 5% de probabilidade.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

As dietas contendo palma forrageira influenciaram positivamente o consumo de
matéria seca, matéria organica, proteina bruta e energia pelos ovinos (Tabela 4). Em
consequéncia, 0s animais que receberam essas dietas estavam mais pesados ao final dos
70 dias de confinamento (Tabela 4).

Os pesos do figado dos animais que receberam as dietas com palma forrageira,
independentemente do genotipo da palma, foram mais altos do que o dos animais que

receberam a dieta controle (Tabela 4).

Tabela 4 - Valores médios do peso corporal ao abate (PC), peso do figado, consumo de matéria
seca, matéria organica, proteina bruta, fibra em detergente neutro (FDN) e nutrientes
digestiveis totais (NDT) por ovinos, em funcdo da dieta experimental.

Tratamentos
Feno de Palma IPA- Palma Orelha
Pardmetros Capim Palma Miuda A de Elefante P
Sertania .
Elefante Mexicana
Consumo (g)
Matéria seca 686,20+44,40 1093,20+58,80* 1153,70 +51,70* 1055,10+37,50* 0,5877
Matéria organica  582,50+38,40 960,10+51,20*  1015,50 +45,40*  927,00+32,90* 0,5850
Proteina bruta 109,60+6,00  184,00+9,90* 196,20 £ 7,60* 148,40 £ 5,30* 00,2935
FDN 362,40+25,40  334,30+18,50 350,70 + 14,90 314,20 + 10,30  0,0687
NDT 280,50+18,50 649,80+37,20* 699,40+41,80* 577,70 £ 28,50* 0,5243
Pesos
Peso corporal (kg) 24,40+2,80 33,40 + 3,80* 33,90 £ 3,24* 32,60 £1,04* <0,001
Figado (g) 324,00 +57,1  600,00+93,20* 586,00 + 137,70*  533,70+77,60* <0,001

Figado (g/PC%™) 29,40 £350 43,10+ 3,10* 41,50 + 8,40* 39,10 £5,60*  <0,001
Fonte — A autora, 2017.
Nota - Médias seguidas de (*) diferem estaticamente pelo teste de Dunnett a 5% de probabilidade.

O figado é o drgéo central do metabolismo de energia e de proteina. Os nutrientes
sdo absorvidos, transportados ao figado, onde sdo metabolizados e/ou transportados para
outros tecidos. Os animais que receberam as dietas contendo palma forrageira,
independentemente do gendtipo, ingeriram mais energia e proteina do que os animais que
receberam a dieta controle (Tabela 4). Portanto, maior aporte de nutrientes e de energia
resultaram em hipertrofia desse 6rgao.

De maneira geral, 0os hepatdcitos apresentaram hipertrofia discreta nos tratamentos
controle, midda e IPA, enquanto que o tratamento OEM apresentou hipertrofia moderada
(Tabela 5). A presenca de hepatdcitos necroéticos, mono e binucleados ndo diferiram nos

tratamentos com palma em relacdo ao controle (Tabela 6). Contudo, vale ressaltar que ha
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uma forte tendéncia ha uma menor proporcao do espaco sinuséide (p<0,5044) devido a

crescente hiperplasia apresentada pelos hepatdcitos.

Tabela 5 - Les@es histopatoldgicas do parénquima de ovinos alimentados com diferentes

tratamentos.
Tratamentos
Palma
Feno de C. Palma Palma IPA-  Orelha de
LesOes patolégicas Elefante Midda Sertania Elefante
Mexicana
Intensidade
Hipertrofia de hepatdcitos + + + ++
Congestdo da triade portal hepatica ++ +++ ++ +
Hepatite focal cronica + + + -
Atrofia do cordao de hepatocitos + + + +
Estreitamento dos capilares sinusoides + ++ + -
Necrose de coagulacdo pericentro lobular ++ +++ +++ +++
Dilatacdo dos capilares sinusdides - + + +
Esteatose - + + -

Fonte — A autora, 2017.
Nota - + lesdo discreta, ++ lesdo moderada, +++ lesdo intensa, - ausente

Tabela 6 - Densidade volumétrica dos constituintes hepaticos de ovinos alimentados com
diferentes tratamentos.

Palma Orelha
Feno de C. ., Palma IPA-
n Palma Milda A de Elefante
LesOes Elefante Sertania Mexicana P
Porcentagem
Hepatdcito necrético 29,47 +283 39,51+512 34,31 +351 28,49 +2,19 0,1508
Hepatécito nucleado 50,68 £2,77 39,76 £ 5,79 42,16 + 4,67 54,31 £2,12 0,0674
Hepatdcito binucleado 0,32 +0,09 0,23 £0,04 0,20 + 0,05 0,36 +0,10 0,4196
Sinusdide 13,42 1,72 14,23 £3,21 15,51 +£2,42 10,38 £ 1,69 0,5044
Artéria 0,29 +0,12 0,20 £ 0,04 0,73+0,33 0,29 + 0,08 0,2099
Veia 2,47 + 0,40 3,47 £ 0,38 3,28 + 0,63 3,25 + 0,54 0,4929
Ducto biliar 0,23 £ 0,06 0,26 £ 0,05 0,61+0,17* 0,58 +0,12* 0,0391
Células de Kupffer 3,13 +0,67 2,36 + 0,41 3,24 £ 0,52 2,34 + 0,50 0,4936

Fonte — A autora, 2017.
Nota — Valores representam médias + erro padrdo. Asteriscos (*) na mesma linha diferem
estatisticamente pelo teste Dunnett (p<0,05).

A densidade volumétrica média para ducto biliar foi diferente do controle apenas nos
tratamentos IPA e OEM (Tabela 6). Segundo Ford et al. (1974) lesdes no figado, mais
especificamente no ducto biliar hepéatico, como obstrucdo e colestase, aumentam a
atividade sérica de GGT. Neste trabalho, a principal leséo relacionado ao aumento da
GGT, foi a necrose de coagulacdo pericentro lobular (Figura 1) e congestdo de triade
portal hepética (Figura 2), variando de moderada a intensa nos tratamentos com palma
quando comparado ao grupo controle (Tabela 5).
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Figura 1 - Fotomicrografia de parénquima hepético de ovinos alimentados com palma forrageira

resistente a cochonilha do carmim.

Fonte - A
Nota:

Legenda — Espaco Porta (EP), Triade Hepatica (TH) e Veia centro lobular (Vcl).

A — Tratamento controle apresentando aspecto normal.

B — Tratamento com palma mitda apresentando hipertrofia dos hepatdcitos.

C — Tratamento com palma IPA-Serténia apresentando necrose de coagulagéo pericentrolobular.

D — Tratamento com palma Orelha de Elefante Mexicana (OEM) apresentando necrose de
coagulacéo.

Coloragao hematoxilina-eosina (HE). Aumento 10X.
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Figura 2 - Fotomicrografia do parénquima hepético de ovinos alimentados com palma forrageira
resistente a cochonilha do carmim apresentando a triade hepatica constituida de veia,
artéria e ducto biliar.
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Nota:

Legenda — Ducto biliar (DB), artéria (Ar) e Veia.
A — Tratamento controle apresentando congestdo no espaco porta.
B — Tratamento com palma milda apresentando obstrugdo do ducto biliar e veia hepatica.
C — Tratamento com palma IPA-Sertania. Notar obstrucdo do ducto biliar e hipertrofia de artéria.
D — Tratamento com palma Orelha de Elefante Mexicana (OEM) apresentando obstrucéo do ducto
biliar, hipertrofia de artéria.
Coloracéo hematoxilina-eosina (HE). Aumento 40X.

Segundo Koeppen e Stanton (2009), les6es como necrose de hepatdcitos liberam a
ALT e ASP. Embora, a presenca de leses de congestdo da triade portal hepética e necrose
de coagulagéo pericentro lobular, os valores para ALT e ASP néo diferiram estaticamente,
com valores médios dentro da variacdo considerada normal por Kaneko (2008) de 30 + 4
U/L e 60-280 (307 = 43) U/L, respectivamente (Tabela 5 e 7). Assim como albumina, que

também esta dentro dos valores considerados normais por Kaneko (2008) (26-42 g/L).
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Contudo, uma metaloenzima que esta diretamente correlacionada com as lesdes
citadas é a FA, sendo encontrada no intestino, 0ssos, rins e no figado. Neste ultimo, é
encontrada em concentragcdes mais elevadas. Em nivel sérico, altas concentracdes da FA
parecem estar associadas as alteracGes hepaticas como colangite ou obstrucdo extra-
hepatica do ducto biliar, cirrose biliar e necrose de hepatdcitos (KANEKO, 2008).

A atividade sérica da FA nos tratamentos com palma (Tabela 7) foram superiores
quando comparados ao controle, sendo a variacdo do valor considerado normal para a
espécie ovina de 68-387 (178 + 102) U/L (KANEKO, 2008).

Tabela 7 - Perfil bioquimico do soro sanguineo de ovinos alimentados com palma forrageira
resistente a cochonilha do carmim.

Tratamentos
Parametros Feno de C. palma Midda PalmaAII?A- Palma OEM P
Elefante Sertania
ALT (U/L) 22,20+8,05 22,09+8,36 20,59+5,98 25,19+2,83 0,5596
ASP (U/L) 119,20+22,35 134,50+14,94 142,00+46,79 135,70+14,42 0,3560
GGT (U/L) 44 53+7,97 50,96+5,28 57,00+16,44 54,10+7,01 0,0682
FA (U/L) 146,40+58,76 519,30+183,3* 563,70+244,20* 561,60+151,3* <0,001
Ureia (mmol/L) 10,37+1,37 5,47+4,90* 4,72+1,00* 4,46+0,99* <0,0001
B-OH (mmol/L) 0,44+0,14 0,71+0,13* 0,63+0,33 0,77+0,18* 0,0130
Albumina (g/L) 25,50+3,30 27,20+1,60 27,70+2,40 26,10+2,00 0,2044
Glicose (mg/dL) 50,07+5,00 67,33+17,63* 78,73+5,74* 73,62+7,59* <0,001

Colesterol (mg/dL) 56,6346,72 45,9743,20* 49,6545,61* 46,86+4,71* 0,001
Fonte — A autora, 2017.
Notas - Valores representam médias + erro padrdo. Asteriscos (*) na mesma linha diferem estatisticamente
pelo teste Dunnett (p<0,05).
- Alanina Aminotransferase (ALT), Aspartato Aminotransferase (ASP), Gama-Glutamil
Transferase (GGT), Fosfatase Alcalina (FA), Beta Hidroxibutirato (-OH).

As concentragdes séricas da ureia foram menores nos tratamentos com palma em
relacdo ao controle que estava acima dos valores considerado normal por Kaneko (2008)
que varia de 2,86-7,14 mmol/L. A concentracdo sérica de ureia depende principalmente
do aporte de proteina e de energia ao animal, pois a relacdo energia: proteina da dieta
influencia a concentracdo de amodnia no rimen, bem como a ureia resultante do
metabolismo proteico dos tecidos do animal. Avaliando a correlagdo entre consumo de
proteina e energia, expresso em g PB/g NDT, e concentracdo sérica de ureia verificou-se
coeficiente de correlacdo de Pearson de 0,8374 e P < 0,0001.

O mesmo ocorreu para os valores de B-OH, que nos tratamentos com palma, tiveram
valores maiores, em que o considerado normal é de 0,55 + 0,04 mmol/L (KANEKO,

2008). Os niveis séricos da glicose nos tratamentos com palma apresentaram valores
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maiores em relagcdo ao tratamento controle, mas todos os valores estdo dentro do
preconizado por Kaneko (2008) que é de 50,09-80,00 (68,47 + 6,00) mg/dL.

O B-OH e a glicose nos ruminantes sdo usados como indicadores de producao de
energia. A glicose ndo é um bom indicador energético devido a mudangas nutricionais,
condicdo metabdlica do animal (gestacdo e lactacdo) e casos de stress que tornam sua
mensuragdo duvidosa, enquanto que o 3-OH torna-se um indicador mais confiavel devido
a0 uso de corpos cetdnicos pelos ruminantes para producdo de energia (GONZALEZ et
al., 2000 e KOZLOSKI, 2011).

A deposicdo de fibras colagenas, e consequente fibrilogénese, decorrente de lesdo
hepética ndo observada nos grupos experimentais (Figuras 3 e 4). A ativacdo da
fibrilogénese hepatica decorre de processos inflamatorios cronicos com ativacao das
células de Ito por interleucina-1 produzida por macréfagos ativados (TSOCHATZIS et.
al., 2014). Nos grupos experimentais, a densidade volumétrica de hepatdcitos necréticos
provavelmente ndo influenciou no aparecimento de reag6es inflamatorias no parénquima
hepatico. Contudo, em alguns animais foi possivel constatar uma discreta hepatite

periportal cronica (Figura 4 A e B).
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Figura 3 - Fotomicrografia do parénquima hepético de ovinos alimentados com trés variedades

de palma resistente a cochonilha do carmim sem deposicéo de fibras colagenas.

Fonte - A autora, 2017.
Nota: Legenda — Espaco porta (EP) e Veia centro lobular (Vcl).
A — Tratamento controle. Notar auséncia de deposicéo de fibras colagenas
B — Tratamento com palma milda. Notar auséncia de deposi¢do de fibras coladgenas
C — Tratamento com palma IPA-Sertania. Notar obstrugdo do ducto biliar e hipertrofia de artéria.
Notar auséncia de deposicdo de fibras coladgenas
D — Tratamento com palma Orelha de Elefante Mexicana (OEM). Notar auséncia de deposicdo de
fibras colagenas
Coloragéo — Tricrdmico de Gomori. Aumento10X.
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Figura 4 - Fotomicrografia do parénquima hepético de ovinos alimentados com trés variedades

de palma resistente a cochonilha do carmim apresentando a triade hepética constituida

de veia, artéria e ducto biliar.

AN AR B
Fonte - A autora, 2017.
Nota:

%)

A — Tratamento controle. Notar setas (4\) indicando discreta hepatite periportal cronica.

B — Tratamento com palma milda. Notar setas (4\) indicando discreta hepatite periportal crénica.

C — Tratamento com palma IPA-Sertania. Observar auséncia de lesdo de hepatite periportal crénica

D — Tratamento com palma Orelha de Elefante Mexicana (OEM). Observar auséncia de lesdo de
hepatite periportal cronica

Coloracao — Tricromico de Gomori. Aumento 40X.

Nas palmas OEM e IPA foi encontrado &cido cianidrico (HCN) (Tabela 1), porém,
0s animais ndo apresentaram sinais clinicos de intoxicagdo aguda por HCN. Mas, em
todos os animais foram encontrados necrose de coagulacdo pericentro lobular (Tabela 5)
e (Figura 1), e os animais que receberam palma forrageira demonstraram de forma
intensa.

Devido a necrose de coagulacdo descrita nos hepatocitos pericentro lobulares e
mediozonais ndo se constatou, presenca de glicogénio (PAS-Acido Periodico de Schiff)
nestas células. Contudo, hepatécitos periportais foram positivos para glicogénio

citoplasmatico (Figuras 5 e 6). Provavelmente, a morte dos hepatocitos decorreu da falta
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de oxigenagdo causada pelo HCN, que possui afinidade com o Fe3* diminuindo a
disponibilidade deste para ligagdo com oxigénio nos eritrocitos e assim, diminuindo a
tensdo desse gas nos hepatocitos da area pericentro lobular (AMORIM et al., 2006;
RUFINO, 2014).

Figura 5 - Fotomicrografia do parénguima hepatico de ovinos alimentados com palma forrageira
resistente a cochonilha do carmim apresentando glicogénio apenas nos hepatdcitos
nucleados.

Nota: Legenda — Veia centro lobular (\cl) e Espaco Porta (EP)
A — Tratamento controle.
B — Tratamento com palma milda.
C — Tratamento com palma IPA-Sertania.
D — Tratamento com palma Orelha de Elefante Mexicana (OEM).
Coloragio — Acido Periddico de Schiff (PAS). Aumento 10X.
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Figura 6 - Fotomicrografia de parénquima hepatico de ovino, apresentando a triade hepética
constituida de veia, artéria e ducto biliar.

Fonte - A autora, 2017.
Nota:
A — Tratamento controle.
B — Tratamento com palma milda.
C — Tratamento com palma IPA-Sertania.
D — Tratamento com palma Orelha de Elefante Mexicana (OEM).
Coloragio — Acido Periddico de Schiff (PAS). Aumento 40X.

Né&o foram encontrados na literatura cientifica relatos de alteracGes histopatoldgicas
em figado de diferentes espécies de animais submetidos ao tratamento com palma.
Contudo os achados histopatolégicos encontrados no presente estudo sdo 0S mesmos
encontrados para as tabelas 5 e 6 descritos para outras plantas cianogénicas em caprinos
(AMORIM et al., 2005), em bovinos (MAGALHAES et al., 2013) e em ratos (RUFINO,
2014).
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6 CONCLUSAO

O uso de palma forrageira resistente a cochonilha do carmim na alimentacdo de
ovinos até 70 dias de confinamento ndo causou danos aparentes no metabolismo do figado
desses animais. Contudo, devido a presenca de HCN e do oxalato, seu uso na alimentacéo
por longo prazo, ou seja, superior a 70 dias precisa ser investigado.

Os dados morfométricos do parénquima hepatico demonstraram que, a presenca do
HCN nas palmas provocou lesBes de coagulacao pericentro lobular e hiperplasia do ducto
biliar, que pode estar associada ao aumento da atividade enzimética da FA e GGT no
sangue.

O parénquima hepatico de animais do grupo controle teve necroses. No entanto,
essas lesdes foram em menor proporcdo quando comparadas aquelas dos animais tratados

com palma.
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