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Estudos demonstram que as lesoes causadas pela
dermatite digital bovina apresentam expressiva quantidade
de eosinofilos, mas seus aspectos ainda sdo motivos de espe-
culag@o. O presente estudo teve como objetivo quantificar a
eosinofilia tecidual presente em lesdes de dermatite digital,
nas diferentes fases da doenga. Foram utilizadas quarenta
fémeas bovinas distribuidas em quatro grupos compostos de
dez animais, sendo que o grupo GI constituiu-se de animais

RESUMO

saudaveis, GII de animais na fase inicial da doencga, GIII de
bovinos com lesdes erosivas e o grupo GIV formado por ani-
mais portadores de lesdes na forma papilomatosa. O exame
histopatologico revelou infiltrado inflamatorio eosinofilico
nas diferentes lesdes digitais examinadas, principalmente
na derme papilar, apresentando distribui¢do que variou de
difusa a focal e/ou multifocal. O aumento na intensidade
deste infiltrado foi proporcional ao grau da lesdo.
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ABSTRACT

TISSUE EOSINOPHILIA IN LESIONS OF BOVINE DIGITAL DERMATITIS

Studies concerning bovine digital dermatitis
showed a moderate to severe presence of eosinophils at
histopathologic exams, but the cause still a speculation. The
aim of this study was observe and quantify the eosinophilia
in digital lesions in different stages of the disease. Forty
female bovine were allocated in four groups with ten animals

each, whereas the GI were healthy animals; GII, animals in
initial stage of the disease: GIII, animals with erosive lesions;
and GIV, animals with papillomatous lesions. The histologic
exam showed local and diffuse eosinophilic infiltrated in the
lesions, mainly in papillary dermis and the infiltrated was
proportional to the lesion degree of the animals.

KEY WORDS: Cattle, digital disease, eosinophils, histopathology.

INTRODUCAO

As enfermidades digitais dos bovinos,
diferente de outras doencas como a laminite sub-
clinica, ocasionam lesdes macroscopicamente
visiveis, inquieta¢do do animal causando prejuizos

consideraveis ao bovinocultor. Demonstrativos
financeiros apontam perdas significativas em vir-
tude dessas doengas, como a redugao na produgao
de leite e carne, reposi¢ao apds o descarte dos ani-
mais doentes, baixa fertilidade, com o aumento do
intervalo entre partos, produgdo de s€émen de baixa
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qualidade, altos custos com servigos veterinarios,
além dos gastos com medicamentos € mao de obra
(LEAO, 2006).

Dentre as afec¢des digitais dos bovinos,
destaca-se a dermatite digital, comumente diag-
nosticada em criatdrios nacionais e internacionais
(CRUZ et al., 2001; SILVA et al., 2005). E uma
doenga da pele digital, que se apresenta como
uma lesdo demarcada na regido coronariana entre
os taldes, palmar ou plantar, as vezes adquirindo a
aparéncia de ulcera acompanhada de tecido proli-
ferativo, de tamanho variavel e extremamente do-
lorosa, o que gera, frequentemente, claudicagoes
(WEAVER, 1981; READ & WALKER, 1994;
RATHWELL, 2000). Para BERGSTEN (1981),
WEAVER (1981), LEIST et al. (1998) e GRE-
NOUGH (2007), a dermatite digital pode se apre-
sentar nas formas leve, erosiva e proliferativa. Na
forma leve, ocorre apenas hiperemia da pele; na
forma erosiva estdo presentes exsudato com odor
intenso recobrindo um tecido de granulagdo com
exuberante vascularizacdo que lembra a cor de
morango. Na forma proliferativa, ha formagao de
verrugas com projecoes filiformes, entre as quais
se encontram pelos longos e eretos.

Os aspectos histologicos dessa enfermidade
ainda sd3o motivos de especulacdo. Em estudo
realizado por BLOWEY & SHARP (1988),
verificou-se que a dermatite digital provocava
inflamacdo supurativa aguda da epiderme com
areas de necrose, hiperqueratose, além da pre-
senca de agregados linfocitarios e células plas-
maticas perivasculares, indicando a presenca de
um processo inflamatorio nas camadas dermais.
ROMANI (2003) relatou que o aspecto histolo-
gico mais curioso a bidpsia do espago interdi-
gital de bovinos portadores de pododermatite é
a nitida predominancia dos eosinodfilos sobre os
demais tipos de polimorfonucleares. Segundo
JUNQUEIRA & CARNEIRO (1999), presume-se
que as funcdes dos eosindfilos sejam de fagocitar
e destruir determinados complexos antigenos
com anticorpos, além de limitar e circunscrever
o processo inflamatorio. No entanto, os granulos
do eosinofilo ndo contém nenhuma lisozima,
mas uma grande quantidade de fosfatase acida e
peroxidase. ZINKL (1989) afirmou que in vitro

os eosindfilos fagocitam bactérias e produzem
enzimas toxicas para esses microrganismos, pos-
sivelmente, o mesmo papel desempenhado por
células inflamatorias do tecido interdigital.

Os escassos trabalhos cientificos dispo-
niveis na literatura consultada, como os de RO-
MANI (2003) e MORAES et al. (2004), revelam,
mediante os exames histopatoldgicos de tecidos
colhidos de lesdes de dermatite digital bovina,
expressiva quantidade de eosinofilos. Os estudos
da etiopatogenia dessa enfermidade tém sido
lentos (MORAES et al., 2004; ROMANI, 2003;
CASTRO, 2006) e que varios microorganismos
como o Fusobacterium spp. Peptocnaoccus
asaccharolyticus, Peptococcus saccharolyticus,
Peptostreptococcus anaerobes, Clostridium,
Treponema spp e Borrelia sp (DEMIRKAN et
al., 2000; SILVA et. al 2001; LEAO, 2006) po-
dem participar do processo, ndo tendo sido ainda
estabelecido o verdadeiro papel dessas células
na evolucao da doenga, nem a sua quantificagao
objetivando esclarecer, em parte, as causas reais
da enfermidade.

Considerando os inumeros questiona-
mentos sobre a eosinofilia tecidual observada
nas lesdes de dermatite digital, este estudo teve
como objetivo principal quantificar a eosinofilia
tecidual presente na derme e epiderme de animais
com lesdes de dermatite digital, em diferentes
fases da doenca.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi desenvolvido em proprieda-
des rurais que exploram a criacdo de bovinos,
tanto de aptiddo leiteira como mista, durante
o periodo de agosto de 2004 a novembro de
2005. Utilizaram-se quarenta fémeas bovinas
de diferentes faixas etdrias e distribuidas em
quatro grupos contendo dez animais (GI, GII,
GIII, GIV), de acordo com a evolugdo clinica da
dermatite digital. O GI constituiu-se de animais
saudaveis formando o grupo controle e os demais
foram classificados em relagdo a fase da doenga
como inicial (GII), erosiva ou ulcerativa (GIII) e
proliferativa ou papilomatosa, também denomi-
nada hiperplasica (GIV), conforme classificagao
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proposta por MAREGA (2001), MORAES et al.
(2004), NICOLETTI (2004), LEAO (2006) e
GREENOUGH (2007).

A colheita do material para o exame his-
topatoldgico ocorreu por ocasido do tratamento
cirtrgico das lesdes. Apos sedagdo com cloridra-
to de xilazina a 2% (Calmiun®, Agener Unido
Satde Animal S. A. Sao Paulo, SP), contencao
em decubito dorsal com o auxilio de cordas ou
em posi¢ao quadrupedal em bretes apropriados,
antissepsia e anestesia local ou intravenosa de
Bier com lidocaina a 2% (Dorfin®, Laboratorio
Hertape, Juatuba, MG) (ROMANI, 2003; SIL-
VA et al., 2005; LEAO, 2006), foram realizadas
biopsias por meio de incisdo em forma de cunha,
que incluia num mesmo fragmento uma porgao
proxima ao centro da lesdo e a pele marginal nor-
mal, com aproximadamente dois centimetros de
diametro. Procedimento semelhante foi adotado
para o grupo-controle, porém neste caso obtendo-
se apenas tecido saudavel.

Acondicionaram-se os fragmentos colhidos
em frascos de vidro, contendo aproximadamente
100 ml de solucao fixadora de formalina neutra
tamponada a 10%. Apds a fixagdo, as pecas fo-
ram desidratadas em concentracdes crescentes de
alcool, diafanizadas em xilol e incluidas em pa-
rafina de acordo com técnica descrita por LUNA
(1968). Na etapa seguinte, os fragmentos foram
laminados a cinco micrOmetros e os cortes obti-
dos corados pela técnica de hematoxilina e eosina
para identificacdo de granulos eosinofilicos e
pela técnica de Gram para visualizagdo eventual
da microbiota. Para quantificagdo das diferentes
intensidades do infiltrado inflamatorio eosinofi-
lico, estabeleceram-se os seguintes escores: grau
discreto, quando ocorreu presenga de eosindfilos,
em campo de 250x, até 25%; moderado, quando
esteve presente, em campo de 250x, entre 26% e
50%; e intenso, quando a presenga de eosinofilos
foi maior que 51%. A distribui¢do do infiltrado
inflamatorio eosinofilico também foi avaliada e
classificada em focal, multifocal ou difusa.

A andlise estatistica foi realizada conforme
o teste de analise de variancia ANOVA, seguido
pelo teste de comparagdes multiplas de Dunn'’s,
esperando possiveis diferencgas significativas

entre os grupos. Considerou-se p<0,05 como
significancia minima para a analise dos grupos.
Os dados relacionados a distribui¢ao do infiltrado
inflamatorio foram analisados descritivamente
(SAMPAIO, 1998).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A classificagao das lesdes de dermatite
digital nos animais do presente estudo, de acordo
com a evolucdo clinica da enfermidade e o
exame histopatologico das lesdes nas diferentes
fases, além de permitir a categorizagdo da
eosinofilia tecidual de acordo com a intensidade e
distribui¢do, possibilitou uma analise comparativa
entre esses resultados e as distintas apresentagdes
macroscoOpicas da doenga (Figura 1- A, B, C e
D). De igual forma, os relatos de GREENOUGH
(2000), MORAES et al. (2004), MAREGA
(2001), NICOLETTI (2004) ¢ LEAO (2006),
sobre as diferentes apresentagdes clinicas da
enfermidade e a inclusdo no estudo de um grupo
de animais saudaveis, foram fundamentais para
as interpretacdes dessas células nos tecidos
analisados.

A analise dos achados microscépicos apre-
sentados nos diferentes cortes histologicos das
lesdes de dermatite digital apontou quantidade
expressiva de eosinofilos, com aumento desse
infiltrado nos casos mais graves da doenca
(Figura 2, A, B e C). Pressupde-se, assim, que
existe clara predilecdo dessas células nas areas
de inflamag¢ao no curso dessa enfermidade
digital, sem contudo, aqui, estabelecer outras
fungdes para essas células de defesa, além das
ja conhecidas (THOMSON, 1990; JONES et
al., 2000). Para DORTA (2000), os eosindfilos
geralmente estdo presentes nos sitios inflama-
térios juntamente com os linfocitos, monocitos
e neutréfilos e, no entanto, 0 mecanismo qui-
miotatico pelo qual essas células sdo recrutadas
em grandes quantidades para os tecidos em de-
terminadas situacdes ainda ¢ incerto. Segundo
LI et al. (1999), os eosindfilos possuem uma
quimiocina denominada eotaxina, que faz o
recrutamento seletivo dessas células para locais
de inflamacao.
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FIGURA 1. Caracteriza¢des macroscopicas de lesdes dos cascos de bovinos: (A) bovino saudavel — GI; (B) bovino por-
tador de dermatite digital fase inicial — GII; (C) bovino portador de dermatite digital erosiva — GIII; (D) bovino portador

de dermatite digital papilomatosa ou proliferativa — GIV.

Embora a eosinofilia tenha sido constante
nos animais do presente estudo, tal qual no de
DORTA (2000), que afirmou ser obscuro o motivo
pelo qual ocorre o recrutamento dessas células para
determinados tecidos, argumenta-se que a grande
concentracao de infiltrado inflamatério eosinofilico
encontrado nos tecidos acometidos pela dermatite
digital pode ser explicada ndo s6 pela variagao na
intensidade do processo inflamatorio, mas também
pela presenca de uma microbiota composta por
bactérias de diferentes géneros e outros microrga-
nismos. No caso, o Treponema sp e Dichelobacter,
alguns fungos isolados e identificados nas lesoes

e igualmente pela predilecao dos eosinofilos por
tecidos com aspecto erosivo e/ou verrugoso. Na
sequéncia, fundamentando-se nas descri¢cdes de
ROMANI (2003), MORAES et al. (2004), que de-
monstraram a intensidade de eosindfilos presentes
nas diferentes fases dessa doenca digital, € possivel
inferir que existem particularidades relacionadas
a enfermidade que ainda nao foram esclarecidas.
Portanto, o fato de os eosinofilos ocorrerem pre-
dominantemente nos tecidos, apresentando-se na
proporg¢ao de um eosindfilo no sangue para cada 100
nesses locais, conforme afirmou McEWEN (1992),
pode justificar, em parte, essas suposicoes.
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FIGURA 2. Fotomicrografia da derme de casco de bovino: escores utilizados para caracterizar as diferentes intensidades
do infiltrado inflamatério eosinofilico. Observar, em (A) GI e GII, eosinofilia discreta, em (B) GIII, eosinofilia moderada

e em (C) GIV, eosinofilia intensa. HE, objetiva 40X.

Na anélise do infiltrado inflamatorio
eosinofilico das diferentes lesdes digitais dos
bovinos que constituiram os grupos GII, GIII e
GIV, constatou-se que a presenca dos eosinoéfilos
se restringiu a derme, principalmente na derme
papilar, apresentando distribui¢do difusa em
40% dos casos, focal em 36,67% e multifocal
em 23,33%. Quanto a intensidade (Quadro 1),
pode-se observar que, a medida que as lesdes
foram evoluindo, da fase inicial para erosiva,
atingindo a forma papilomatosa, houve aumento
no numero de eosinoéfilos teciduais. Na fase ini-
cial da doenga, a distribuicao dos eosinoéfilos foi
discreta e na epiderme foi evidenciada microbiota

bacteriana mista, composta principalmente por
microrganismos do tipo espiroquetas, além de
focos de necrose. Nesses locais, a quantidade de
eosindfilos degranulados era visivelmente maior.
Esse fato pode ser explicado pela anaerobiose
do local onde havia presenca de espiroquetas
e de necrose, sendo que inumeras espiroquetas
podem ser anaerdbicas. DORTA (2000) relatou
que a fonte principal de energia dos eosinofilos €
a glicolise anaerobica, sendo possivel, em parte,
justificar a maior quantidade dessas células na
necrose tecidual. Na fase mais cronica da doenga,
os eosindfilos estavam presentes, porém de forma
intensa e difusa (Figura 2 A, B, C).
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QUADRO 1. Escore do infiltrado inflamatorio eosinofilico, de dez bovinos alocados nos grupos GlII, GIII e GIV classifi-
cados em relag@o a fase da doenga em que se encontram, provenientes de propriedades rurais de municipios do Estado de
Goias, no periodo de agosto de 2004 a novembro de 2005

Grupos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
GII + + + ++ ++ + + + + +
GIII + ++ +++ + +++ +++ +++ ++ ++ +++
GIV +++ +++ A+ -+ 4+ ++ -+ - - +

Escore: + (discreto = 1); ++ (moderado = 2); +++ (intenso = 3)

TABELA 1. Diferengas entre as médias, comparando-se os grupos GII, GIII, GIV em relagdo a intensidade do infiltrado
inflamatorio nas diferentes fases da doenga. Os respectivos animais alocados nestes grupos sdo provenientes de propriedades
rurais de municipios do Estado de Goias, estudados entre o periodo de agosto de 2004 a novembro de 2005

Comparagao entre 0s grupos Diferengas entre as médias Diferengas estatisticas

GIV X GII 3,442 SIM
GIV X GIII 0,940 NAO
GII X GII 2,502 SIM

Teste de Dunn’s para comparagao entre os grupos GII, GIII, GIV (p<0,01). GII- Dermatite digital inicial, GIII- Dermatite digital erosiva e GIV- dermatite

digital papilomatosa ou proliferativa.

As coloragdes de HE possibilitaram a ob-
servacdo dos eosindfilos, mas ndo foi possivel
a identificagdo de basofilos, que, sabidamente,
também sdo células granuladas. NASCIMENTO
(2006) afirmou que os eosinofilos, apos terem
sido mobilizados, bloqueiam a degranulagao de
basdfilos e, assim, impedem a destrui¢ao destes.
Para o autor citado, na presenca de eosinofilia
deve existir presenga de basofilos, que somente
em condigdes patoldgicas devem estar ausentes.
Tais informacdes podem justificar a auséncia de
basofilos neste estudo.

Houve diferencga significativa (p<0,05)
com relacdo a intensidade da cosinofilia tecidual,
quando se comparou o GIV ao GII. De igual forma
ocorreu quando se confrontou a intensidade do
achado nos bovinos alocados no GIII em relagao
a dermatite digital inicial dos animais distribui-
dos no GII (Tabela 1). Segundo CROSARA et al.
(2004), a eosinofilia tecidual pode ser explicada
pelo aumento da migragdo de eosindfilos para o
local do processo inflamatorio ou pelo aumento

da sobrevida desses eosinofilos no tecido, con-
sequente ao retardo no processo de apoptose,
episodio que pode explicar a intensa eosinofilia na
fase mais cronica da dermatite digital. SANTIN
(2001) atribuiu a presenca de grande quantidade
de eosinofilos, na derme de bovinos portadores de
papilomatose cutanea, a constante ectoparasitose
a que os animais estavam expostos. No entanto,
neste estudo os achados ndo permitem responsa-
bilizar a presenga de eosindfilos, exclusivamente,
a uma reagdo de hipersensibilidade parasitaria,
conforme sugerido pela autora, uma vez que os
animais pertencentes ao grupo-controle também
apresentaram infiltrado inflamatdrio eosinofilico,
ainda que em pequena intensidade.

Apesar de neste estudo ter sido possivel
apenas constatar e quantificar a presenca de eo-
sin6filos nos tecidos acometidos pela dermatite
digital, ndo se pode ignorar a relagdo dos meta-
bolitos provenientes destas células com o desen-
volvimento ou mesmo a evolugao da enfermidade.
DORTA (2000) observou que os eosinéfilos, assim
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como o0s outros leucécitos, produzem uma grande
quantidade de mediadores quimicos com papel
importante na patofisiologia destas células. Para
o autor, diversas proteinas como a proteina basica
principal (MBP) e a proteina catidnica eosinofilica
(ECP), localizadas nos granulos dos eosinofilos,
sdo constituidas por uma potente toxina apta a
danificar parasitas, bactérias e até mesmo células
do proprio hospedeiro. Assim, a presenga dos eo-
sin6filos e a liberagdo de toxinas provenientes de
seu metabolismo podem estar relacionadas com
a presenga dessas células nas lesdes de dermatite
digital.

Ainda analisando os resultados obtidos no
presente estudo e os relatos de DORTA (2000),
uma informac¢do importante esta relacionada
com os eosinofilos intactos. Essas células nem
sempre sao observadas no local das lesdes a elas
relacionadas. Mas em andlise histologica de te-
cidos colhidos por meio de biopsias, foi possivel
demonstrar a presen¢a de substancias toxicas
provenientes dos granulos eosinofilicos, mesmo
na sua auséncia, indicando sua participagdo na
patologia dessas lesoes.

Interpretando as informagdes obtidas, ¢
possivel argumentar que a presenca do infiltrado
eosinofilico, tanto nos animais portadores de
dermatite digital quanto nos animais saudaveis,
sugerem que existem fatores relacionados com a
etiopatogenia do processo que ainda nao foram
totalmente elucidados. Além desse aspecto, a
presenca e o aumento proporcional da intensidade
da eosinofilia tecidual, acompanhando a evolucao
clinica da enfermidade, inclusive nos tecidos
obtidos dos animais saudaveis, conferem certa
peculiaridade ao processo. ROMANI (2003) e
MORAES et al. (2004) se limitaram a relatar a
presenga de eosinodfilos nas lesdes de dermatite
digital, sem, contudo, fazer qualquer distin¢ao
com outros processos inflamatorios onde estas
células se fazem presentes.

Portanto, fundamentado nas afirmag¢des de
DORTA (2000), de que os eosinofilos possuem a
capacidade de lesar células de seu proprio hos-
pedeiro, este fato sugere que as presencas dessas
células nas lesoes de dermatite digital contribuem
para referendar os relatos de LEAO (2006) e

MOURA (2008) sobre a dificuldade em estabe-
lecer medidas efetivas na prevenc¢do, controle e
tratamento da enfermidade. Este fato demonstra
a necessidade de se avangar nos estudos sobre a
doenga, inclusive tentando-se a reprodugdo desta
em diferentes sistemas.

CONCLUSOES

A eosinofilia observada nos exames histopa-
tologicos de lesdes de dermatite digital apresentou
intensidade e distribui¢ao variavel a evolucao
clinica da enfermidade.
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