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DIAGNOSTICO DA DEFICIENCIA DE FOSFORO EM
BOVINOS PELOS EXAMES HISTOLOGICOS E
MICRORRADIOGRAFICOS DE COSTELAS!

Célso Pilati?, Iveraldo S. Dutra3, Konrad Behrens?, Jiirgen Débereiner’
e Klaus Dimmrich®

ABSTRACT.- Pilati C., Dutra LS., Behrens K., Dobereiner J. & Dimmrich K. 1996. [Diagno-
sis of phosphorus deficiency in cattle by histologic and microradiographic ex-
amination of ribs.] Diagndstico da deficiéncia de fésforo em bovinos por exames his-
tologicos e microrradiogrificos de costelas. Pesquisa Veterindria Brasileira 16(1):27-33.
Laboratério de Patologia Animal, Centro de Ciéncias Agroveterinarias, UDESC, Cx. Postal
281, Lages, SC 88520-000, Brazil.

The objective of the present study was to show the efficiency of histologic and
microradiographic techniques performed on rib bone samples as a mean of diagnosing
the phosphorus status of cattle raised on phosphorus deficient pastures and receiving
different mineral supplements. The rib samples were obtained from cattle of different
ages which died from disease that was clinically and epidemiologically diagnosed as
botulism. Ten out of 24 juvenile and adult animals studied exibited alterations of
osteomalacia, while the others without those alterations served as controls. It is suggested
that the method could be useful to improve the diagnosis of phosphorus deficiency of
cattle in Brazil.

INDEX TERMS: Phosphorus deficiency, cattle, diagnosis, histologic and microradiographic examina-

tion, rib bone.

SINOPSE.- O objetivo do presente estudo foi de mostrar a
eficicia de exames histoldgicos e microrradiograficos de
costelas para avaliar o “status” de fésforo em bovinos cria-
dos em pastagens deficientes neste elemento e que rece-
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beram suplementos minerais diversos. As amostras de cos-
telas foram coletadas de animais de diferentes idades, os
quais morreram de doenca com diagndstico clinico e
epidemiolégico de botulismo. Dez dos 24 bovinos estuda-
dos mostraram alteragdes de osteomalicia, ao passo que
0s outros sem estas alteracdes serviram de controles. Su-
gere-se que o método poderia ser ttil para aperfeicoar o
diagnéstico da deficiéncia de fésforo em bovinos no Bra-
sil.

TERMOS DE INDEXACAO: Deficiéncia de fé6sforo, bovinos, diag-
nostico, exames histolégicos e microrradiogrificos, costela.

INTRODUCAO

O custo de suplementar fosforo aos bovinos em pastagens
deficientes é relativamente elevado, sendo o elemento res-
ponsivel por mais de 50% do 6nus representado pelo uso
de misturas minerais. Por esta razio, pesquisadores de
paises como os Estados Unidos, Africa do Sul e Austrilia
vém buscando uma técnica eficiente de diagnéstico do
“status” de fosforo dos bovinos, que permita predizer a
quantidade do elemento a ser suplementada e os resulta-
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dos a esperar. Neste contexto, técnicas tradicionais - tais
como dosagem do P inorginico no sangue, determinacio
da concentra¢iao de P em amostras de ossos (esterno, cos-
telas, vértebras) obtidos por biépsia, medidas da espessu-
ra da camada cortical dos ossos - tém-se mostrado
ineficientes para predizer a condi¢do de nutrigio fosférica
do animal e para diferenciar entre bovinos suplementados
ou nio sob condi¢des de moderada deficiéncia do ele-
mento. Tais técnicas tém-se mostrado efetivas apenas nos
casos de extrema e prolongada deficiéncia do mineral na
dieta e/ou nas condi¢des em que as demandas do elemen-
to se acham exacerbadas, como no caso de vacas nos pri-
meiros meses de lactagido.

Com o objetivo de encontrar uma alternativa para a
melhor avalia¢do da eficicia da suplementacio de fésfo-
ro em rebanhos bovinos, criados em pastos deficientes
neste elemento (Tokarnia et al. 1988), foram empregadas
técnicas histolégicas e microrradiogrificas em uso no
Instituto de Patologia Veteriniria da Universidade Livre
de Berlin, para o exame de costelas coletadas de bovinos,
mantidos em regime de criacio extensiva de campo, com
e sem deficiéncia de fésforo, na Regido Centro-Oeste do
Brasil.

' MATERIAL E METODOS

Bovinos

Os animais estudados foram necropsiados em regides com
deficiéncia de fésforo e suplementacio mineral varidvel, no
decorrer de diagnésticos clinicos e epidemioldgicos de botulismo,
nos Estados de Mato Grosso do Sul, Goids, Minas Gerais e Sdo
Paulo (Débereiner et al. 1990, Dutra et al. 1993). Foram examinados
24 bovinos, fémeas, mesticos Zebu, com 2 a 8 anos de idade, dos
quais foram coletados amostras de costelas para os estudos histo-
l6gicos e microrradiogrificos, realizados no Instituto da Patologia
Veterindria da Universidade Livre de Berlin, Alemanha.

Costelas

As amostras foram obtidas- do corpo costal e da juncgio
condrocostal das 62 ou 132 costelas através de corte transversal e
fixados em formol neutro a 10%.

Preparacdo do material

Os exames foram realizados em cortes ndo descalcificados,
do material incluido em metilmetacrilato. A inclusdo procedeu-se
da seguinte maneira: as amostras fixadas foram lavadas em dgua
corrente e desidratadas em etanol (etanol 70% durante 3 dias,
etanol 96% durante 2 dias e etanol absoluto durante 4 dias,
trocando-se o etanol ap6s 2 dias), seguido por desengorduramento
em etanol-cloroférmio 1:3 durante 4 dias, com uma troca no
segundo dia. As amostras foram entdo colocadas em acetona por
2 dias. Para a inclusio em metilmetacrilato foi feita a seguinte
mistura:

Metilmetacrilato (Merck 800590) 2000 ml
Polietilenoglicol 1500 (Merck 807489) 400 ml
Peroxido de benzoila (Merck 8016419) 40g

Apés 1 dia de imersao na solugio de metilmetacrilato, esta foi
trocada. A polimerizagio foi obtida lentamente em um banho-
maria para melhorar a penetracio da solu¢do nas amostras. A
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dgua do banho-maria tinha uma temperatura de 26°C aumentando-
a até 32°C. A polimerizac¢io completa ocorria no miximo em 10
dias.

Exames bistologico-morfomeétricos

Dos fragmentos de costelas ém metilmetacrilato foram tirados
cortes longitudinais de 7pm de espessura com um micrétomo de
cortar tecidos duros (K-mot. Fa. Jung, Heidelberg). Os cortes fo-
ram realizados com auxilio de uma fita Durex cristal-clara. Apés
secar entre duas laminas de vidro a 38°C, os cortes foram corados
sem retirar a fita Durex e o metilmetacrilato pelo método do
tricromico de Goldner (Romeis 1989).

Para a interpretagio morfométrica usou-se um aparelho de
anilise de campo ASM 68K da Firma Leitz/Wetzlar. Calculou-se a
espessura das bainhas ostéides na superficie das trabéculas e da
superficie interna da compacta, pela medida da drea da bainha
osteéide (um?) dividida pelo seu maior comprimento (pm). Nos
canais de Havers a espessura das bainhas ostedides foi calculada
através da média de quatro medidas em pontos diferentes. A
correlacio da superficie quiescente, da superficie de aposicao e
da superficie de reabsor¢io foi estimada semiquantitativamente
com auxilio de uma reticula ocular.

Estudo microrradiogrdfico

Dos blocos de metilmetacrilato foram tirados cortes de cerca
80pm de espessura por meio de serra mineralégica (Fa. Steeg &
Reuter), utilizando-se uma ldmina HSS. Os cortes foram feitos
sob 4gua corrente e colocados entre duas placas de vidro e
postos em estufa a 38°C para secar. Em seguida, os cortes foram
colocados sobre uma “Kodak High Resolution Plate” para
realizacdo da microrradiografia de contato. Como fonte de
irradiag¢io foi usado um aparelho de raio-X (MUR Fa. Phillips)
operando a 20 kv.

As microrradiografias foram examinadas com auxilio de um
microscépio com aumentos de até 100 vezes. Foi interpretado o
grau de mineralizac¢io das lamelas dos ostedneos, das lamelas do
endésteo e o das trabéculas, onde um alto grau de mineralizagio
correspondia ao das lamelas intersticiais; em compara¢io com
esses ostedneos foram identificados ostedneos com médio e baixo
grau de mineralizagio.

RESULTADOS

Das 24 amostras de costelas de bovinos jovens e adultos,
examinadas através dos estudos histolégicos e microrra-
digrificos, dez apresentaram alteracdes de osteomalicia
onde nos cortes histolégicos observou-se um aumento na
espessura da bainha de ostedide, atingindo espessura ma-
xima de até 19,4pm no revestimento dos canais de Havers,
espessura de 25,9pm na superficie do enddsteo e de
27,5pm na superficie das trabéculas (Quadros 1 a 3). Nos
casos de osteomalicia, a superficie 6ssea revestida por
ostedide era muito maior nos animais com deficiéncia cré-
nica de fésforo do que nos animais sem essa deficiéncia.
Por vezes toda superficie da trabécula ou do enddsteo
estava revestida pela substincia ostedide. O nimero de
ostedneos revestidos por ostedide era muito superior nos
animais com osteomaldcia do que nos sem osteomalicia
(Fig. 1a 4).

Ao exame microrradiogrifico verificou-se que nos ani-
mais com hipofosfatemia crénica predominavam os osted-
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Fig. 1. Revestimento dos canais de Havers por tecido ostedide.
Corte longitudinal da compacta de costela de bovino com
osteomaldcia. Tricromico de Goldner, obj. 25.

Fig. 3. Ostedneos com canais de Havers uniformemente estrei-
tos e com bainhas ostedides delgadas. Corte longitudinal
da compacta de costela de bovino sem osteomaldcia. Tri-
cromico de Goldner, obj. 10.

neos com baixo grau de mineralizacao sobre os de alto e
médio grau. Constatou-se também que frequentemente
formaram-se fendas entre o tecido bem mineralizado e o
com teores menores de cilcio. Observou-se ainda que um
maior nimero de ostedneos tinha o canal ostednico alar-
gado, as lacunas dos ostedcitos apresentavam-se aumenta-
das e que a compacta tornava-se mais fina com o evoluir
da doenca (Fig. 5 a 8).

Em seguida resumimos os achados microrradiogrificos
e histologicos nas costelas dos bovinos examinados.

Bovinos em crescimento (Quadro 1)

Os oito animais deste grupo tinham idades diferentes e
a remodulacao da compacta laminar juvenil em sistemas
de ostedneos tinha evolucao varidvel. A remodelagao em
ostedneos de trés animais ainda nao tinha se iniciada. Em
cinco animais até dois tercos da compacta lateral eram re-

Fig. 2. Trabécula esponjosa coberta, de todos os lados, da bai-
nha ostedide, em costela de bovino com osteomalicia.
Tricromico de Goldner, obj. 25.

Fig. 4. Bordo de reabsor¢ao sem osteéide e bordo oposto de
aposi¢cao com bainha de ostedide, numa trabécula es-
ponjosa de costela de bovino sem osteomaldcia. Tricrd-
mico de Goldner, obj. 25.

modelados em ostebneos. A remodulacao em ostedneos
era sempre menos evidente na compacta pleural. As lamelas
especiais dos ostedneos eram, na maioria dos ossos, den-
samente mineralizadas e deixavam reconhecer uma zona
marginal mais mineralizada na lamela interna do canal
vascular (bordo de absor¢ao). Nos ostebneos com canal
de Havers alargado as lamelas especiais eram menos
mineralizadas que as lamelas intersticiais. Em poucos es-
pacos largos de Havers havia lacunas de reabsor¢ao. Em
canais de Havers largos com aposicao de tecido 6sseo
lamelar ocorriam bainhas ostedides com 9,2 a 17,7pm de
largura. Na superficie periostal formavam-se lamelas
tangenciais interligadas por lamelas radiais curtas. Na com-
pacta lateral e pleural encontrava-se uma lamela geral
endostal. Nos animais mais jovens a lamela geral ainda
nao tinha se formada completamente. Também observa-
va-se reabsorcao endostal por osteoclastos no sentido ex-
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Fig. 5. Numerosos canais de Havers alargados e lamelas especi-
ais e gerais fracamente mineralizadas. Corte transversal
de costela de bovino em crescimento (juvenil) com osteo-
maldcia. Microrradiograma, obj. 2,5.

Fig. 7. Canais de Havers alargados e revestimento das lacunas
de reabsor¢io por tecido 6sseo fracamente mineralizado.
Corte transversal de costela de bovino com osteomaldcia.
Microrradiograma, obj. 10.

céntrico, sob forma focal. As lamelas gerais eram unifor-
memente mineralizadas e cobertas em alguns pontos por
bainhas ostedides com 8,7 a 14,4pm de espessura. As trabé-
culas esponjosas tinham, em certos trechos, bainhas osteoi-
des com 6,1 a 16,8um de espessura. Em dois bovinos as
bainhas ostedides eram muito finas nao sendo possivel
determinar sua espessura.

Resumindo pode se constatar que, nos bovinos ainda
em crescimento, foram verificadas diferencas de estrutura
nas costelas examinadas que somente existiam em face
das diferencas de idade dos animais. A mineralizacao do
tecido Osseo aconteceu regularmente. A espessura das
bainhas ostedides nos canais de Havers, bem como nas
lamelas gerais e nas trabéculas esponjosas nao podia ser
interpretada como sinal de um disttirbio de mineralizacao
no sentido de ostemaldcia.
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Fig. 6. Canais de Havers alargados e lacunas de reabsor¢ao com
tecido 6sseo fracamente mineralizado. Corte transversal
de costela de bovino adulto com osteomalacia. Microrra-
diograma, obj. 2,5.

Fig. 8. Ostedneos com canais de Havers estreitos e lamelas es-
peciais apresentando médio e alto niveis de mineralizacio.
Corte transversal de costela de bovino adulto sem osteo-
maldcia. Microrradiograma, obj. 2,5.

Bovinos adultos (Quadro 2)

Neste grupo de seis animais a compacta mostrou uma
lamela geral estratificada externa e interna. A compacta
lateral de quatro animais era inteiramente transformada em
ostedneos, de maneira que as lamelas intersticiais quase
nao eram perceptiveis. Em dois animais somente os dois
tercos internos da compacta tinham estrutura de ostedneos.
Na compacta pleural de trés animais ambos os tercos inter-
nos e, de trés animais , o ter¢o interno eram transformados
em ostedneos. As partes da compacta lateral e pleural que
ainda nao eram transformadas em ostedneos, consistiram
de lamelas radiais e tangenciais. Em relacio ao grau de
mineralizacao dos osteOneos, em trés animais observaram-
se sobretudo ostedneos de teor mineral alto e, em trés
animais, ostedneos de contetudo mineral médio. A maioria
dos ostedneos mostraram um bordo de absorcao clara-
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Quadro 1. Bovinos em crescimento que possuiram estrutura 6ssea normal,
de acordo com a sua idade ‘

Animal Frequéncia de ostedneos
n® com canais de Havers

Espessura das bainhas osteéides (pm)

estreitos, largos e alargados, Canal de Lamela Superficie da
no dorso das costelas Havers geral esponjosa

1113 3:1:1 12,7 14,0 13,7
1115 € 17,7 9,6 10,2
1116 3:1:1 9,7 14,4 9,7
1121 2:2:1 7,8 9,2 6,1
1120b 2:1:1 12,0 8,9 16,8
1120c =€ 9,2 8,7 9,7
1333 1:1:1 K - -

1083 < - - -

4 Na superficie periostal ainda hd formacio de lamelas radiais e tangenciais.
b Espessura (pm) das bainhas ostedides nos canais de Havers, na lamela geral interna e nas

trabéculas esponjosas.

¢ Os animais apresentavam compacta juvenil nio se estabelecendo relagio entre os canais de Havers.
d A espessura da bainha de osteéide era muito fina nio sendo medida.

Quadro 2. Bovinos adultos que possuiram estrutura éssea normal?

Animal Frequéncia de ostedneos Espessura das bainhas osteéides (pm)®
n® com canais de Havers
estreitos, largos e alargados, Canal de Lamela Superficie da
no dorso das costelas Havers geral esponjosa

1118 3:1:1 18,6 17,6 17,6
1119 3:1:1 20,5 18,8 20,9
1120f 3:1:1 19,0 17,8 15,2
1120g 2:1:1 13,3 14,1 121
1120i 3:2:1 10,4 12,2 10,0
1123a 3:1:1 13,7 113,5 14,4

2 A compacta da costela esta fechada através da lamela geral extena e interna estratificada.
b Espessura (Om) das bainhas oste6ides nos canais de Havers, na lamela geral estratificada.

mente reconhecivel da lamela especial interna. Nitidamen-
te predominavam os ostedneos com canais de Havers es-
treitos. Um animal mostrou grande nimero de canais de
Havers também largos. Além disso também existiam raros
canais de Havers com lacunas de reabsor¢do. As bainhas
ostedides dos canais de Havers largos, com aposi¢iao de
tecido 6sseo lamelar, tinham uma espessura de 10,4 a
20,5pm. As lamelas especiais dos ostedneos com canais
vasculares largos mostravam teor mineral médio. A super-
ficie interna da compacta em dois animais era coberta por
uma lamela geral estreita, em dois animais por uma lamela
geral de largura média e em dois animais por lamela geral
larga. Em todos os animais, as lamelas gerais mostravam
teor mineral médio e tinham bainhas ostedides com 12,2 a
18,8pm de largura. Em alguns pontos as lamelas gerais
eram desgastadas sob forma de lacunas pelos osteoclastos.
Nas trabéculas esponjosas observaram-se, em certos tre-
chos, bainhas ostedides com espessura de 10,0 a 20,0pm.
Nas trabéculas esponjosas também ocorreram lacunas de
Howship.

Resumindo, pode se verificar que os bovinos desse gru-
po mostraram estruturas que Corresponderam a uma com-

pacta de costela apds término de crescimento. As bainhas
ostedides eram mais largas que as nos animais em cresci-
mento do grupo anterior.

Bovinos jovens e adultos com osteomaldcia (Quadro 3)
Neste grupo sido descritos os resultados de dez ani-
mais, em conjunto. Cinco animais (1117,1120e, 1122a,
1122b, 1123b) mostram uma compacta ainda em cresci-
mento com formacgio subperiostal de lamelas radiais e
tangenciais. A compacta de um destes animais consistiu
de tecido ésseo juvenil com canais vasculares estreitos e
sob a forma de fendas. Nos outros quatro animais a com-
pacta lateral e pleural até dois tercos estava transformada
em ostedneos. Nos cinco animais restantes (1120a, 1120d,
1120h, 1334, 1335) a compacta era fechada por uma lamela
geral estratificada externa e outra interna. Neste casos a
largura da lamela geral era varidvel. A lamela geral exter-
na tinha um teor mineral mais baixo que as lamelas inters-
ticiais. Nesses cinco animais a compacta era em grande
parte transformada em ostedneos. Nas costelas com trans-
formagio parcial ou completa em ostedneos, ocorreram
frequentemente ostedneos com lamelas especiais fraca-
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Quadro 3. Bovinos jovens e adultos que tiveram alteracdes de osteomaldcia

Animal Frequéncia de ostedneos Espessura das bainhas ostedides (pm)*
n® com canais de Havers

estreitos, largos e alargados, canal de Lamela Superficie

no dorso das costelas Havers geral esponjosa
1117 (jovem) 1:2:1 17,2 19,8 26,7
1120e (jovem) 2:2:1 18,6 25,9 27,5
1122a (jovem) ‘ 1:2:1 19,4 16,3 174
1122b (jovem) 1:3:2 13,2 14,5 15,4
1123b (jovem) 0:1:2 12,6 17,3 19,2
1120a (adulto) 3:2:1 15,2 16,9 15,8
1120d (adulto) 3:2:1 16,6 11,5 13,6
1120h (adulto) 2:2:1 12,9 19,5 18,2
1134 (adulto) 3:2:1 17,3 23 18,8
1135 (adulto) 3:2:1 12,4 18,1 18,1

a Espessura (pm) das bainhas ostedides nos canais de havers bem como na lamela geral interna e

nas trabéculas esponjosas.

mente mineralizadas, enquanto que em cinco animais eram
os ostedneos fracamente mineralizados mais frequentes que
os ostedneos de teores minerais médio e alto. Em todos os
nove animais observaram-se ostebneos com duas cama-
das diferentes, uma com lamelas especiais internas mais
acentuadamente mineralizadas e outra, com lamelas espe-
ciais externas mais fracamente mineralizadas. As lamelas
especiais variavelmente mineralizadas haviam sido separa-
das por uma linha fortemente mineralizada (“Kittlinie”).
Frequentemente havia fendas entre essas camadas lame-
lares. Em sete animais havia somente alguns poucos des-
tes ostedneos com as duas camadas, em dois animais es-
ses eram mais numerosos. Os ostedneos de conteido mi-
neral mais baixo ndo deixaram reconhecer bordos de mine-
ralizacio mais acentuada. Em todos os animais ostedneos
com canais vasculares alargados eram presentes em nu-
mero varidvel. Os canais vasculares em poucos ostedneos
também eram dilatados por osteoclasia. Em ostedneos com
o canal de Havers largo e aposic¢ao de tecido ésseo lamelar,
o tecido 6sseo depositado era fracamente mineralizado e
coberto por bainhas ostedides com 12,6 a 19,4pm de es-
pessura. A compacta interna (endostal) de todos os ani-
mais era coberta de uma lamela geral variavelmente larga.
As lamelas gerais tinham, nos dez animais, um teor mine-
ral mais baixo. Quando as lamelas gerais no espago medu-
lar eram constituidas de duas camadas, na camada interna
o teor mineral era mais alto. Entre as camadas variavel-
mente mineralizadas das lamelas gerais internas havia fre-
quentemente fendas. A superficie das lamelas gerais era
quase completamente coberta de bainhas osteéides
mineralizadas com 11,5 a 25,9pm de espessura. A superfi-
cie das trabéculas esponjosas era formada de tecido ésseo
fracamente mineralizado que era quase completamente
coberto de bainhas ostedides com espessura de 13,6 a
27,5pm.

Resumindo, pode-se verificar que as costelas dos dez
animais mostraram diferencas ligadas 2 idade. Os acha-
dos patomorfolégicos corresponderam aos de osteoma-
lacia. O tecido 6sseo formado durante a evolug¢io do
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processo mostrou duas formas de alteragdo. Quando o
tecido mineralizou, o teor mineral ficou baixo. Quando
o tecido 6sseo em formacio nio mineralizou, bainhas
ostedides cobriram quase inteiramente a superficie en-
dostal das costelas com espessura de até 27,5pm. A os-
teogénese era hipoplasica em graus varidveis, assim que
os espagos internos lentamente se alargaram durante a
remodelacio.

DISCUSSAO

Dos 24 bovinos examinados neste estudo dez apresenta-
ram altera¢cdes de osteomalicia que caracteriza-se pela ndo-
mineralizacido do tecido ostedide, do novo osso em for-
macdo. Nos animais em crescimento encontra-se tecido
ostedide principalmente na supertficie periostal e na super-
ficie endostal. Em animais adultos encontra-se tecido
ostedide sobretudo nos locais de remodelamento interno,
isto €, nas trabéculas esponjosas e nos canais de Havers.

Para o diagnéstico de osteomalicia foram considera-
das a espessura da camada de ostedide e a extensio da
bainha de ostedide sobre a superficie interna do osso, a
superficie das trabéculas 6sseas e dos canais de Havers.
Este dltimo critério mostrou-se mais eficiente no diagnés-
tico da deficiéncia crénica de fésforo, uma vez que as
colunas de ostedide estendem-se por uma superficie mai-
or do que nos animais sem deficiéncia. A espessura da
bainha nio mostrou-se tio eficiénte no diagndstico; isso
deve-se provavelmente ao fato que a deficiéncia de fésfo-
ro normalmente estd acompanhada de deficiéncia de ener-
gia e proteina, havendo com isso menor deposi¢io de
tecido 6sseo pelos osteoblastos (Palmer 1992). HA nestas
circunstincias um afinamento da compacta e um maior
nimero de canais de Havers alargados com o evoluir da
doenca.

Sugerimos que a metodologia utilizada poderia ser apro-
veitada, no Brasil, na avaliagio da eficicia da suplementacio
de fésforo em rebanhos bovinos criados em regime exten-
sivo de campo em regides com solos deficientes neste ele-
mento.
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