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Anatomia foliar de trés espécies de Stylosanthes SW. e sua associagao
com a composi¢ao e formacéo potencial de fitobezoares em bovinos

Leaf anatomy of three species of Stylosanthes SW. and its association
with the composition and formation potencial of phytobezoar in bovines

Diogo da Silva Matos' Flavia Maria Leme™ Edna Scremin Dias'
Rosani do Carmo de Oliveira Arruda'

RESUMO

Fitobezoares sdo estruturas formadas pela
agregacao de fibras, principalmente vegetais, no trato digestivo
de ruminantes, ocasionando obstrucdes intestinais que podem
levar o animal & morte. Informacdes sobre a formagédo desse
aglomerado ainda sdo escassas. Neste estudo, sdo identificados
o0s principais componentes de fitobezoares bovinos, e descrita as
estruturas anatdmicas das folhas de trés espécies de Stylosanthes
SW.: S.capitata Vogel, S. macrocephala M. B. Ferreira & S.
Costa, S. guianensis var. vulgaris M.B. Ferreira & Sousa Costa
cv. “‘Mineirdo’ e S. guianensis (Aubl.) Sw. As plantas selecionadas
sdo utilizadas na dieta do gado e potenciais formadoras do
fitobezoar. Os fitobezoares foram fragmentados para analise
de sua composicdo e analisados seguindo-se as técnicas da
anatomia vegetal. As fibras e cristais encontrados em fitobezoares
sdo similares aos observados nos feixes esclerenquimaticos
presentes nos foliolos das espécies de Stylosanthes avaliadas.
Nossos resultados apontam diferengas na abundancia de fibras
nos foliolos de cada espécie. S. macrocephala é a variedade que
sugere maior potencial para formagdo de fitobezoares no trato
digestivo de animais que se alimentam dessa leguminosa, devido
a abundancia de fibras e cristais presentes na folha. Os feixes
esclerenquimaticos, idioblastos e a abundancia de cristais de
oxalato de célcio nas espécies Stylosanthes podem potencializar
a formacéo de fitobezoares em ruminantes, em especial quando
essas leguminosas sao consumidas em excesso.

Palavras-chave: obstrucdo intestinal, fibras, leguminosas,
Stylosanthes.

ABSTRACT

Phytobezoars are structures formed by the
aggregation of primarily plant fibers in the digestive tract of
ruminants, causing intestinal obstruction that can lead to the death
of an animal. Information about the formation of these clusters
is scarce. This study identified the main components of bovine
phytobezoars and described the leaf anatomy of three species and

one variety of Stylosanthes SW.: S.capitata Vogel, S. macrocephala
B. Ferreira & S. Costa, S. guianensis var. vulgaris M.B. & Sousa
Ferreira Costa cv. “Mineirdo’ and S. guianensis (Aubl.) Sw. These
plants are used as feed for livestock and probably contribute to the
formation of phytobezoars. The phytobezoars were fragmented for
analysis of their internal composition and were studied according
to plant anatomy techniques. The fibers and crystals found in
phytobezoars were similar to the sclerenchyma fiber bundles found
in Stylosanthes. The comparative analysis of Stylosanthes showed
differences in the abundance of fibers in the leaflets of each species.
S. macrocephala is the variety that may have the highest potential
for formation of phytobezoars in the digestive tract of animals
because there was an abundance of fibers and crystals present in
the leaf. The sclerenchyma bundles, idioblasts, and the abundance
of calcium oxalate crystals in Stylosanthes species may potentiate
the formation of phytobezoars in ruminants, particularly when
these legumes are consumed in excess.
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INTRODUCAO

Os bezoares sdo corpos estranhos formados
por agregagdo, geralmente, de compostos alimentares
e/ou pelos de animais, sendo comum a presenga de
materiais vegetais, que podem estar envolvidos por
material viscoso, conferindo muita resisténcia ao
aglomerado (POZO & VALOIS, 1996). Os bezoares
podem ser formados em sua maior parte por fibras
vegetais (fitobezoares), por cabelos (tricobezoares)
(MORAES et al., 1993) ou por minerais (litozoarios)
(MARTINS et al., 2004). Pouco se conhece sobre a
formacdo dos fitobezoares e, aparentemente, eles
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ocorrem devido a fatores relativos a mastigacdo
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insuficiente, hipocloridria e motilidade inadequada
(GONZALES CALVIN et al, 1998). Essas
concregdes sdo formadas na luz do trato digestivo,
geralmente no estdmago, ou em continuidade ao
intestino delgado, ou, ainda, fragmentam-se em
multiplas massas detectaveis em qualquer segmento
intestinal (JESUS & NOVELLLI, 2005).

Com frequéncia, os bezoares de concregdes
fibrosas, encontrados no trato gastrointestinal dos
ruminantes, ocasionam transtornos digestivos,
como obstrugdes intestinais em caprinos, ovinos
e ruminantes selvagens, como consequéncia da
ingestdo de alimentacdo com elevado conteudo em
fibra de baixa qualidade presentes em plantas nativas
(DIRKSEN & DOLL, 2005).

O consorcio entre gramineas e leguminosas
tem sido bem aceito por pecuaristas das regides
produtivas do Cerrado, pois aumenta a produtividade
das pastagens, resultando em alta disponibilidade
alimentar ao rebanho, principalmente na época seca
do ano (BARCELLOS etal., 2001; PACIULLO etal.,
2003). O emprego de leguminosas em consércio com
gramineas melhora o solo deficiente em nutrientes,
devido a fixacdo e ciclagem de nitrogénio (CADISH
et al.,, 1994). Além disso, as leguminosas, como o
Stylosanthes guianensis cv. ‘Mineirdo’, melhoram o
valor nutritivo da forragem disponivel nas pastagens
consorciadas, devido seus maiores teores de proteina
bruta (PACIULLO et al., 2003; BARCELLOS et al.,
2008). Resultados insatisfatorios, no entanto, podem
ocorrer no emprego destas pastagens consorciadas,
em relagdo ao consumo e ganho de peso do animal,
principalmente no que se refere a baixa palatabilidade
das leguminosas (PEREIRA et al., 1992), bem como
a utilizagdo destas, em proporg¢des distintas daquelas
recomendadas (UBIALI et al., 2013).

O género Stylosanthes SW. ¢ tropical,
predomina na América do Sul e Central (LEWIS etal.,
2005), com 63% das espécies ocorrendo no Brasil. Ha
riqueza de representantes nos estados de Mato Grosso
do Sul, Minas Gerais e Parana (FERREIRA & SOUZA
COSTA, 1979; SOUZA COSTA & FERREIRA,
1984), e o sucesso reprodutivo desse género da-se a
resisténcia a solos pouco férteis e secos, ¢ a tolerancia
ao pisoteio pelo rebanho (GARDENER, 1984).

Em Mato Grosso do Sul e nas demais areas
de Cerrado, trés espécies do género Stylosanthes
tém potencial para utilizacdo em consorcios com
gramineas, tendo sido desenvolvidas variedades para
uso nos solos desse bioma, entre elas S. guianensis
cv. ‘Mineirdo’, S. macrocephala (Pioneiro) ¢ a
mistura fisica do S. macrocephala e S. capitata,
conhecida como Estilosantes Campo Grande (KARIA
& ANDRADE, 1996).

As caracteristicas estruturais de espécies
forrageiras estdo relacionadas ao  potencial
agrostologico e palatabilidade para bovinos (SILVA
et al.,, 2005; ALVES DE BRITO & RODELLA,
2001). Assim, a maior proporcionalidade de tecidos
macios, a exemplo do parénquima, em relacdo a
tecidos mais resistentes, como esclerénquima, e a
presenca de cristais, podem afetar a digestabilidade
da forrageira (ALVES DE BRITO & RODELLA,
2001), o que pode estar associado a maior ou menor
potencialidade de formagdo de fitobezoares. A
composicao dos fitobezoares no rebanho bovino ja
¢ discutida desde a década de 90 (MORAES et al.,
1993) e ainda ¢ incerta, sendo muitas vezes indicado
no meio produtivo como estruturas que contém pelos
de animais e tricomas de plantas.

Considerando a escassez de trabalhos
elucidativos sobre a estrutura dos fitobezoares
bovinos, este trabalho avalia a composicdo dos
fitobezoares coletados de animais submetidos a
dieta do consorcio de Stylosanthes com Brachiaria
decubens Stapf (Poaceae). Também ¢ descrita a
anatomia foliar comparativa das trés espécies nativas
e de uma cultivar de Stylosanthes, sendo quantificada
a proporg¢ao de fibras das espécies.

MATERIAL E METODOS

As espécies Stylosanthes capitata Vogel,
S. guianensis var. vulgaris M.B. Ferreira & Sousa
Costa cv. ‘Mineirdo’e S. macrocephala M. B. Ferreira
& S. Costa foram coletadas no banco de germoplasma
de leguminosas forrageiras da Embrapa Gado de
Corte, em Campo Grande, MS, Brasil. A espécie
Stylosanthes guianensis (Aubl.) Sw. foi coletada
na Reserva Particular do Patriménio Natural —
RPPM - da Universidade Federal de Mato Grosso
do Sul, Campo Grande, MS, Brasil. Apos coleta, o
material foi fixado em FAA 50% (formaldeido, acido
acético glacial, etanol 50%, na propor¢ado 1:1:18), por
24h, lavado em agua corrente, desidratado em série
etandlica até etanol 70%, e conservado nesse liquido
conforme a metodologia usual em anatomia vegetal
(JOHANSEN, 1940).

Os cinco fitobezoares bovinos, cedidos
pela Embrapa Gado de Corte, foram obtidos de
animais mortos por obstru¢do intestinal, alimentados
em pastagens consorciadas de Stylosanthes e
Brachiaria. Os constituintes dos fitobezoares foram
separados com auxilio de pingas e agulhas e analisados
em estereomicroscopio. As estruturas fibrosas foram
separadas e submetidas & maceragdo com solucdo de
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FRANKLIN (1946), mantidas por 24 horas em estufa
aquecida a 60°C. Apds lavagem abundante em agua
destilada, o material foi corado com safranina 1%
aquosa e montado em laminas semipermanentes em
glicerina 50% para avaliagdo em microscopia de luz.

As laminas semipermanentes foram
confeccionadas a partir de cortes a mao livre com o
auxilio de lamina de ago. O material seccionado foi
diafanizado em hipoclorito de sédio, lavado em agua
destilada e corado em azul de astra e safranina, ambas
1% em agua, na proporc¢do de 9:1, e montado em
lamina com glicerina 50%. Secg¢des transversais dos
foliolos também foram obtidas de material infiltrado
em historesina Leica®, cortado em microtomo rotativo
10um, corado em azul de toluidina e confeccionadas
laminas permanentes em Entellan®.

Para destacar a epiderme, fragmentos dos
foliolos foram colocados em solu¢do de FRANKLIN
(1946) e mantidos em estufa aquecida a 60°C por
24 horas e, posteriormente, coradas em azul de
astra e safranina etandlicos e montados em laminas
semipermanentes em glicerina 50%.

Para identificagdo de compostos da parede,
citoplasma ou vactolo, foram realizados cortes a
mao livre e aplicados testes histoquimicos com
floroglucinol cloridrico para identificacao de lignina
(SASS, 1951); sudan II1, para cutina e substancias de
natureza lipidica (SASS, 1951); cloreto férrico para
compostos fendlicos (JOHANSEN, 1940) e vermelho
de ruténio para identificacdo de substancias pécticas
(STRASBURGER, 1924).

Para identificag@o dos cristais nos foliolos
das quatro espécies de Stylosanthes ¢ das fibras do
fitobezoar, o material foi incinerado em mufla: duas
folhas de cada espécie e aproximadamente, a mesma
quantidade de fitobezoar, com taxa de aquecimento
de 10°C por minuto, permanecendo por duas horas a
100°C para secagem e, apds essa etapa, com mesma
taxa de aquecimento, permaneceram por duas horas a
800°C. Para confirmagdo da composigdo dos cristais
com o material incinerado, foi realizado teste de
dissolucdo de cristais com acido cloridrico 50% para
oxalato de calcio (JOHANSEN, 1940).

A analise e documentacdo em microscopia
de luz foram realizadas em microscopio DM 5500B,
acoplado em sistema de captura de imagem Leica
DFC495. As mensuragdes dos didmetros das fibras
foram conduzidas no programa Image J. Para analise da
superficie foliar, amostras fixadas de S. guianensis e S.
guianensis cv. ‘Mineirdo’ foram desidratadas em série
etandlica crescente, até etanol absoluto, submetidas
ao ponto critico do CO,, montadas em suportes
apropriados ¢ recobertas com fina camada de ouro

antes da observagdo. As eletromicrografias da epiderme
das espécies foram obtidas por meio do Microscopio
Eletronico de Varredura JEOL JSM-6380LV.

RESULTADOS

Os bezoares analisados eram constituidos,
em grande parte, por “corddes” de fibras vegetais
(Figura 1A), que se apresentaram agrupadas em
feixes de tecido esclerenquimatico de paredes
fortemente lignificadas (Figura 1B); apds a maceracao
foi possivel observar as fibras libriformes (Figura
1C) e as sobras da bainha parenquimatica portando
cristais (Figura 1D). Os feixes de fibras presentes
nos fitobezoares monstraram-se idénticos aos feixes
vasculares encontrados nos foliolos das espécies de
Stylosanthes analisadas (Figura 1 E ¢ F).

As folhas de Stylosanthes capitata, S.
guianensis, S. guianensis var. vulgaris cv. ‘Mineirdo’
e S. macrocephala eram anfiestomaticas. A epiderme
foliolar foi semelhante em todas as espécies, com
estomatos do tipo paracitico (Figura 2A, B e C) e
células anexas com parede anticlinal sinuosa (Figura
2A e B). Tricomas tectores (Figura 2B e D) ocorreram
em ambas as faces do foliolo, destacando-se que
somente S. macrocephala nido possui tricomas na
face adaxial (Figura 2A). Além do tricoma tector, S.
guianensis cv. ‘Mineirdo’ possui tricomas de base
dilatada em ambas as faces do foliolo (Figura 2E), ndo
sendo observado esse tipo de variacdo nos tricomas
das demais espécies analisadas. As células epidérmicas
apresentaram cristais de oxalato de calcio, observando-
se um por célula (Figura 2A, B e C).

O mesofilo das quatro taxas avaliadas era
constituido de parénquima palicaddico e esponjoso
(Figura 3A-F), e feixes vasculares aos quais grandes
calotas de feixes de fibras lignificadas estavam
associados (Figura 3A-F). Idioblastos contendo
compostos fenolicos na face abaxial (Figura 3E) e
células alongadas, entre as células de parénquima
palicadico, contendo mucilagem (Figura 3F) na face
adaxial, foram observados em todas as espécies.

A Dbainha parenquimatica  presente
nas espécies apresentou cristais de oxalato de
calcio (Figura 3A-D). No interior dessa bainha
parenquimatica, logo abaixo da regido mais proxima
ao floema, voltados para a face abaxial, destacam-se
feixes de fibras (Figura 3A-D), constituidos por fibras
libriformes (Figura 1E e F) fortemente lignificadas
(Figura 3A-D). Essas fibras eram totalmente
lignificadas, exce¢do apenas para S. guianensis
(Figura 3D) cujas fibras sdo gelatinosas. Os corddes
de fibras de maior porte ocorreram no bordo do foliolo
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Figura 1 - A-F: Fitobezoar e feixes de fibras da folha de Stylosanthes. Fitobezoar

desfragmentado (A); Fibras do fitobezoar (B, C e D); Feixe de fibras de
S. macrocephala (E); Macerado do feixe de fibras de S. capitata (F).
Fitobezoar desfragmentado ilustrando os “cordoes” (feixes) de fibras
vegetais (setas) e os litozoarios (detalhe) (A); Feixe esclerénquimatico
retirado do fitobezoar (B); Macerado de fibras do fitobezoar evidenciando
as unidades de fibras libriformes (setas) (C) e cristais (asteriscos)
aderidos ao feixe esclerenquimatico (D); Feixe de fibras obtidas dos
foliolos de S. macrocephala com cristais (asteriscos) aderidos ao feixe
esclerenquimatico, oriundos da bainha de parénquima (endoderme)
(E); Macerado do feixe de fibras obtidas dos foliolos de S. capitata,

evidenciando as fibras libriformes (setas) (F).

e proximo a nervura mediana, com valores distintos
entre as espécies avaliadas, média de 89.129um
para S. capitata, 161.132um em S. guianensis
cv. ‘Mineirdo’, 170.795um para S. guianensis e
223.804um para S. macrocephala.

DISCUSSAO

A composi¢ao dos fitobezoares analisados
corrobora o descrito por MARTINS et al. (2004),
que detectaram litozoarios em meio as concre¢des
de fibras vegetais, ao avaliarem casos clinicos
de extragdo de fitobezoar em bovinos. Segundo
MARTINS et al. (2004), logo apds a extragdo do
fitobezoar do aparelho digestivo do animal, e quando
o nucleo do aglomerado ¢ cortado, além de particulas

minerais (litozoarios) foi observada a presenga de um
material pegajoso entremeando as fibras vegetais.
Nos fitobezoares avaliados nesta pesquisa, ndo foi
detectada substancia pegajosa entre as fibras, como
citado por MARTINS et al. (2004), devido aos
materiais avaliados estarem totalmente desidratados.

A andlise anatdmica das espécies de
Stylosanthes evidenciou a presenga de idioblastos
com compostos fenodlicos e mucilagem em todas as
espécies. As caracteristicas anatomicas observadas
para as espécimes avaliadas corroboram as descrigdes
classicas elaboradas por METCALFE & CHALK
(1950) e SOLEREDER (1908).

Os feixes de esclerénquima com paredes
fortemente lignificadas ¢ os idioblastos portando
compostos fendlicos e mucilagem sdo potenciais
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Figura 2 - A-E: Epiderme do limbo foliar de Stylosanthes em vista frontal em microscopia fotonica (A-B)
e MEV da face adaxial e abaxial da folha (C-E). S. macrocephala com estdmatos paraciticos e
cristais de oxalato de calcio nas células comuns da epiderme, face adaxial (A). A face adaxial
de S. capitata apresentou cristais e tricomas (B). Em S. guianensis, foram evidenciados cristais
de oxalato de calcio na epiderme foliar adaxial (C). Epiderme com tricomas tectores (D), face
adaxial, e tricoma de base dilatada (E), face abaxial, em S. guianensis cv. ‘Mineirdo’.

formadores de fitobezoar, quando ha excesso no
consumo de Stylosanthes na dieta bovina em relagdo
as gramineas. Alguns autores citam que uma dieta
baseada em vegetais com elevada concentracdo
de lignina e compostos secundarios, juntamente
com a celulose, podem ocasionar a incidéncia de
fitobezoares (BLAM & LICHTENSTEIN, 2000;
ERZURUMLU et al., 2005; ZHANG et al., 2008).
Além disso, o excesso no consumo de Stylosanthes e
sua predisposicdo na formagao de fitobezoares ja foi
relatado por UBIALI et al. (2013) em pastagens com
predominio de Stylosanthes sp., o qual pode levar a
obstrucdo intestinal € morte em bovinos.

Considerando que a lignina em excesso
diminui a palatabilidade e digestibililidade em
bovinos (SILVA et al., 2005; ALVES DE BRITO &
RODELLA, 2001), os resultados quanto ao tamanho
do feixe de fibras sugerem que S. macrocephala
possui menor grau de digestibilidade, comparado
com as demais espécies avaliadas.

A forma dos cristais presentes ao redor
dos feixes de fibras dos fitobezoares e dos cristais
presentes na epiderme e na bainha parenquimatica

nos foliolos das espécies de Stylosanthes sugere
que sdo cristais de oxalato de calcio (Figura 1D
e E). Por serem estruturas da mesma composi¢do e
formato semelhante, também sugerem ser potenciais
fomadores dos fitobezoares. SOLEREDER (1908) ja
descrevia para o género Stylosanthes a ocorréncia de
cristais de oxalato de calcio e, em trabalhos realizados
por JERBA etal. (2006), ele denomina essas estruturas
de estegmatas. Entretanto, ASSUMPCAO (1978)
descreve em seu trabalho para o género Stylosanthes
a presenca de silica, estrutura ndo observada no
presente trabalho.

CONCLUSAO

Os feixes de esclerénquima, os idioblastos
com fendis e mucilagem, além da abundancia de
cristais de oxalato de calcio, seja na epiderme dos
foliolos ou na bainha parenquimatica dos feixes
vasculares de Stylosanthes avaliadas, podem ser
potenciais formadores de fitobezoares em bovinos,
quando hé excesso de consumo das espécies avaliadas.
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Figura 3 - A-E: Seccdo transversal do bordo da folha de Stylosanthes capitata (A), S.
macrocephala (B), S. guianensis cv. ‘Mineirdo’ (C), S. guianensis (D ¢ E) e
nervura mediana e mesofilo de S. macrocephala (F). Parénquima paligadico (seta
grossa) e parénquima esponjoso (seta fina) evidente em todas as espécies (A-D).
Feixe vascular com bainha parenquimatica contendo cristais de oxalato de calcio
(asteriscos) (A-D). Idioblastos com compostos fenodlicos (E). Idioblastos com
mucilagem entre as células do parénquima pali¢adico (F).
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