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RESUMO

As afecgOes podais séo consideradas uma das grandes ocorréncias na bovinocultura de leite, sendo
a Dermatite Digital a doenca infecciosa de maior prevaléncia nos rebanhos semi intensivos. Sua
etiologia ainda é pouco discutida, e apesar de bactérias do género Treponema serem identificados
em tecidos acometidos pela DD, sua etiologia ainda nédo foi totalmente compreendida. Para tentar
elucidar a morfologia e etiologia da doenga, foram utilizados 22 animais acometidos com DD e
realizado a exérese da lesdo. O material extraido foi seccionado em trés diferentes pontos, sendo
esses denominados: R1(centro da lesdo), R2(borda da lesdo) e R3(pele adjacente a lesdo). Para a
avaliacdo do microbioma da DD foram utilizadas as técnicas de Hibridizacdo Fluorescente
in Situ (FISH) e sequenciamento de nova geracdo e a avaliacdo morfolégica ocorreu de
forma macroscopica e histoldgica. A prevaléncia de DD encontrada neste estudo foi de
29,3%, sendo 23% das amostras classificadas como M1, 64% M2 e 14% como M3. A
epiderme na R1 e R2, foram caracterizadas em 54% e 33,5%, respectivamente, por
moderadas areas de proliferacdo tecidual e acantose, enquanto na R3 observou-se leve
proliferacdo tecidual. A derme na R1 e R2, apresentou moderado aumento de células
inflamatorias, ja a R3 caracterizou-se por leve aumento de células inflamatérias. Foi
encontrado pela técnica de FISH a presenca bacteriana na R1, R2 e R3 em 93%, 94% e 76% das
lesBes, respectivamente. Bactérias do género Treponema foram as mais frequentes, estando
presentes em 88,35% na R1, 84% em R2, e 50% na R3. J& Dichelobacter nodosus estava presente
em todas as regides, na regido 1 com 66%, R2 52% e R3 40%. Fusobacterium necrophorum,
presente 44% em R1, 21% em R2 e 25% em R3 e Porphyromonas levii foi a bactéria menos
frequente na técnica de FISH, sendo encontrado 11,7% em R1,16% em R2 e 15% em R3. As
bactérias do género Treponema foram as mais profundas na lesdo, enquanto P. levii as mais
superficiais, fato esse ocorreu nas trés regides estudadas. Pela técnica de sequenciamento de nova
geracdo o0s Treponemas estavam presentes assim como Porphyromonas, Mycoplasma,
Helcococccus, Corynebacterium, Fusobacterium, Dichelobacter e Alloiococcus. Os filotipos de
Treponemas com maior frequéncia foram os T. ndo classificados seguidos de T.
phagedenis,67,5% na R1,67,3% na R2 e 62,18% na R3. T. pedis, T. refringes e T. médium também
foram encontrados. Os dados encontrados nesse estudo apoiam o conceito de que a etiologia da
DD ¢ principalmente “multitreponemal” e polimicrobiana, onde varios agentes, podem agir
sinergicamente com os Treponemas para causar a lesdo de DD, sendo necessario mais estudos
para elucidar o real papel de cada bactéria na etiologia da DD.

Palavras-Chave: Dermatite Digital, morfologia , etiologia.
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ABSTRACT

The foot conditions are considered one of the great occurrences in milk cattle, with Digital
Dermatitis being the most prevalent infectious disease in semi-intensive herds. Its etiology is still
poorly discussed, and although bacteria of the genus Treponema are identified in tissues affected
by DD, its etiology has not yet been fully understood. To try to elucidate the morphology and
etiology of the disease, 22 animals affected with DD were used. The lesion was excised, the
extracted material was sectioned in three different points, being these denominated R1 (center of
the lesion), R2 (edge of the lesion) and R3 (skin adjacent to the lesion). For the evaluation of the
microbioma of the DD, the In Situ Fluorescent Hybridization (FISH) and new generation
sequencing techniques were used and the morphological evaluation was performed
macroscopically and histologically. The prevalence of DD found in this study was 29.3%, with
23% of the samples classified as M1, 64% M2 and 14% as M3. The epidermis in R1 and R2, were
characterized in 54% and 33.5%, respectively, by moderate areas of tissue proliferation and
acanthosis, whereas in R3, slight tissue proliferation was observed. The dermis in R1 and R2,
presented moderate increase of inflammatory cells, whereas R3 was characterized by slight
increase of inflammatory cells. The bacterial presence in the R1, R2 and R3 was found by 93%,
94% and 76% of the lesions, respectively. Bacteria of the genus Treponema were the most
frequent, being present in 88.35% in R1, 84% in R2, and 50% in R3. Dichelobacter nodosus was
present in all regions, region 1 with 66%, R2 52% and R3 40%. Fusobacterium necrophorum,
present in 44% in R1, 21% in R2 and 25% in R3, and Porphyromonas levii was the least frequent
bacterium in the FISH technique, being found 11.7% in R1,16% in R2 and 15% in R3. The
bacteria of the genus Treponema were the deepest in the lesion, while P. levii were the most
superficial, a fact that occurred in the three regions studied. By the new generation sequencing
technique the Treponemas were present as well as Porphyromonas, Mycoplasma, Helcococcus,
Corynebacterium, Fusobacterium, Dichelobacter and Alloiococcus. The most frequent
treponemal phylo- logy was the unclassified T. followed by T. phagedenis, 67.5% at R1,67,3% at
R2 and 62,18% at R3. T. pedis, T. refringes and T. médium were also found. The data found in
this study support the concept that the etiology of DD is mainly "multitreponemal” and
polymicrobial, where several agents may act synergistically with treponemas to cause DD injury,
and further studies are needed to elucidate the real role of each in the etiology of DD.

Key words: Digital dermatitis, morphology, etiology.
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1. INTRODUCAO

Nas ultimas décadas os problemas relacionados as patologias dos pés dos bovinos
adquiriram uma importancia crescente na bovinocultura, sendo em muitos casos, um dos
principais entraves econdmicos ao seu desenvolvimento (Ferreira, 2003, Whay et al,
2003).

O sistema semiintensivo (SSI) é a forma de exploracéo leiteira mais observada no Brasil
Central, compreendendo atualmente 40% da producdo nacional de leite (Olszensvski,
2011). Tal sistema caracteriza-se por vacas com producdo média diaria de oito a 17 litros
de leite, mantidas em sistema de pastejo no periodo chuvoso e confinadas no periodo seco
com fornecimento de alimentos suplementares no cocho. Doengas de origem infecciosa
tais como dermatite digital (DD), dermatite interdigital (DI) e erosdo de taldo (ET)
representam as principais causas de claudicacdo em bovinos alocados naquele tipo de
sistema, sendo a dermatite digital, atualmente, a enfermidade de maior importancia nesse
contexto (Souza, 2002; Casagrande, 2013, Moreira 2017).

Desde a primeira divulgacdo em 1974, a dermatite digital bovina (DD) se espalhou por
todo o mundo (Evans et al., 2016, Palmer e O'Connell, 2015) sendo que nas ultimas
décadas, tornou-se o principal prolema de locomocao no gado leiteiro.(Evans et al., 2016;
Klitgaard et al., 2008; Palmer e O'Connell, 2015). Anteriormente descrita como uma
enfermidade causada por espiroquetas do género Treponema tem sido definida
atualmente como uma doenca infecciosa multifatorial promovida por um complexo
bacteriano, ja que bactérias como : Mycoplasma, Fusobacterium, Porphyromonas (Krull
et al., 2014; Nielsen et al., 2016) Bacteroides spp., Campylobacter spp., Guggenheimella
spp (Zinicola et al., 2015) e D. nodosus (Klitgaard et al, 2014) também foram
identificadas nas lesbes, porém o papel desempenhado por cada um desses grupos
bacterianos ndo é bem conhecido. Caracteriza-se como uma doenca da pele digital que
aparece como uma lesdo proxima a margem coronariana, no espaco interdigital

palmar/plantar, sendo mais comum na regido plantar (Silva, et.al. 2005).

Dada a importancia e alta prevaléncia dessa patologia na bovinocultura de leite, uma
melhor compreensdo de quais bactérias sdo realmente responsaveis por iniciar e avancgar

o desenvolvimento da lesdo precisa ser esclarecida. Precisa também ser compreendido
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como esses agentes conseguem ser tdo bem-sucedidos e infectar varios animais em
diferentes tipos de exploracédo leiteira, com diferentes formas de manejo e ambiéncia
(Evans et al, 2012; Klitgaard et al, 2013; Nielsen et al, 2016). Devido a dificuldade de
fazer cultura nas bactérias relacionadas com a DD, técnicas moleculares como a
Hibridizacdo Fluorescente in Situ (FISH) e o sequenciamento de nova geracdo Sao
essenciais para elucidar a etiologia dessa doenca (Evans et al, 2008; Wilson-Welder et al,
2015).

2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Estudar a etiologia da Dermatite Digital Bovina

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Estudar as lesdes microscopicas das diferentes regifes da Dermatite Digital
Bovina

o Realizar a histologia de diferentes partes das lesdes de DD.

o Comparar as bactérias encontradas nas diferentes areas da leséo e sua histologia

3. REVISAO DE LITERATURA:

3.1 DERMATITE DIGITAL

3.1.1 Histérico

As enfermidades podais, juntamente com as mastites e as desordens reprodutivas, sdo
consideradas um dos principais impasses econdmicos na bovinocultura de leite, sendo
responsaveis por perdas na producédo de leite, gastos com medicamentos e médo de obra
especializada, descarte de leite decorrente do uso de antibidticos, reducdo na fertilidade e
aumento do intervalo entre partos (Ferreira, 2003, Souza 2005, Casagrande, 2013).
Pesquisas realizadas no Brasil apresentam um custo médio de U$$45,00 a U$S$

126,00/vaca por tratamento para as afeccBes podais (Ferreira, 2003; Souza 2005). Esses
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valores sdo compativeis com os apresentados por Bruijnis et al. (2010), para o tratamento

de lesdo clinica,em média US$ 95,00 e US$ 18,00 para a forma subclinica.

Além do alto custo do tratamento por caso, observa-se também aumento na incidéncia
das afeccOes podais nos sistemas de producdo de diversos paises, passando de 5% no
inicio da década de 80 (Prentice e Neal, 1972; Eddy e Scott, 1980) para em alguns casos
exceder 100% do rebanho (Ferreira, 2003),

Através da analise da Tabela 1, é possivel observar taxas de prevaléncia de lesbes de
casco em rebanhos leiteiros realizados na década de 70 e 80, enquanto estudos posteriores
apresentam valores minimos de 16%. (Whitaker et al., 1983; Esslemont and Spincer,
1993; Clarkson et al, 1996, Casagrande (2013), Moreira (2017).

Tabela 1- Caracterizacdo da incidéncia e prevaléncia de lesdes de casco nas Gltimas decadas.

Prevaléncia/ Incidéncia Pais Autor e Ano Observacao
0,0388 Reino Unido Leech et al. (1960)
0,14 Nova Zelandia Dewes (1978)
5,50% Reino Unido Russel et al. (1982) Diagnostico feito pot veterinario
440% Estados Unidos Barlett et al. (1986)
5,10% Estados Unidos Kaneene and Hurd (1990)
20.7% Nova Zelandia Tranter and Morris (1991)
36% Reino Unido Esslemont and Spincer (1993)
55% Reino Unido Clarkson et al. (1996)
13% Brasil (Minas Gerais) Molina (1999)
38% Reino Unido Kossaibati and Esslemont (1999)
69% Reino Unido Hedges et al. (2001)
31% Estados Unidos Hernandez et al. (2002)
9% Dinamarca Capion et al. (2009)
0,50% Brasil (Rio Grande do Sul) Cruz et al. (2001)
3% Brasil (Goiés) Silva et al. (2001)
9% Dinamarca Capion et al. (2009)
26,20% Nova Zelandia Gibbs (2010)
23,80% Brasil( Minas Gerais) Casagrande (2013)
16,00% Brasil (Minas Gerais) Moreira (2017)

Dentre as lesdes podais observadas nos estudos, as doencas de origem infecciosa tais
como dermatite digital (DD), dermatite interdigital (DI) e erosdo de taldo (ET)
representam as principais causas de claudicacdo em bovinos alocados em sistemas semi
intensivos (Souza, 2002; Casagrande , 2013,).Atualmente, a DD é considerada um
problema emergente nos rebanhos leiteiros de diversos paises do mundo, tornando-se a

principal patologia dos pés dos bovinos (Casagrande , 2013, Klitgaard et al, 2014).
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A Dermatite digital (DD) foi descrita pela primeira vez, em 1974, por Cheli e Mortellaro
na regido norte da Itélia, sendo relatada pela primeira vez na América do Norte, em Nova
York,Estados Unidos (EUA), por Rebhum (1980) alastrando-se rapidamente para varios
outros estados (Read e Walker, 1998). No Brasil, apesar de ser conhecida desde o inicio
da década 90, ocorreram poucas tentativas de descri¢do dos possiveis agentes patogénicos
envolvidos na lesdo (Borges et al, 1992; Nascimento et al, 2015, Moreira 2017, Andrade
2017).

3.1.2 Caracterizacdo da pele dos digitos dos bovinos

A pele normal do digito do bovino é constituida pela derme e epiderme sendo essa
composta por epitélio estratificado, pavimentoso e queratinizado e subdividida em estrato
basal, espinhoso, granuloso e corneo (Webb Calhoun 1954). Via de regra, a epiderme, no
organismo do animal, é constituida por 85% de queratindcitos e 15% de né&o-
queratindcitos, dentre os quais, melandcitos, células de Langerhans e células de Merkel
(Konig e Liebich, 2004).

Os queratinocitos, tambem chamados de células epidermais, sofrem trés processos
biologicos ao longo do seu ciclo celular, sendo esses: proliferacdo, diferenciacdo ou

queratinizacdo e corneificacdo. (Greenough, 2007; Van amstel e Shearer, 2012).

O processo de proliferacdo € caracterizado por sucessivas mitoses no estrato basal,
gerando um aumento populacional de células. Ao termino desta etapa, as mesmas sofrem
diferenciacdo celular momento em que passam da forma cubica ou cilindrica a
pavimentosa, e permanecem ligadas entre si por pontes intercelulares, cemento, formando
assim o estrato espinhoso. O estagio final da diferenciacdo celular ¢ denominado
corneificacdo, etapa em que ocorre a formacdo de células corneificadas e mortas, com
intensa adesdo intracelular. Nessa fase ocorre a substituicdo do conteddo intracelular por
queratina e 0s queratinocitos se tornam cubicos e maiores, dando origem assim a camada

cornea.

A substituicdo completa de cada geracdo de células vivas da epiderme ocorre em
aproximadamente 20 a 30 dias, sendo dependes da difusdo de nutrientes atraves da derme,
sendo assim, falhas no suprimento vascular causam queda na qualidade do tecido corneo
formado (Konig e Liebich, 2004).
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A derme ou corio, é formada de tecido conjuntivo conectivo altamente vascularizado e
inervado sendo esse constituido de fibras colagenas e elasticas. A separacdo da derme e
epiderme se da pela membrana basal. Essa membrana possui importante papel na
regulacdo da proliferacdo e diferenciacdo das células da epiderme exercendo funcéo de
sustentacdo e orientacdo para 0s queratindcitos durante esses processos. Diante disso,
danos a membrana basal podem acarretar alteracbes na organizacdo epidermal,
hiperproliferagdo ou anormalidades no padrdo de crescimento dos queratindcitos
(Shearer, 2012).

A queratinizagdo epidérmica é modulada pelas concentra¢cBes hormonais sistémicas e
parécrinas e, mudancas hormonais no periodo de transicao, o que pode inibir a deposicdo
de queratina. Os principais hormdnios envolvidos nesse processo sao: insulina,
glicocorticoides, fator de crescimento epidermal e prolactina (Hendry et al, 1999).
Segundo Casagrande (2013), animais que apresentaram balanco energético negativo mais
intenso no pos-parto e valores mais elevados de acidos graxos ndo esterificados no
plasma, apresentaram maior mobilizacdo de gordura dos coxins plantares, sola mais
macia ap6s 60 dias de lactacdo e menor dureza da sola e muralha apo6s os 90 dias de
lactacdo. As variacdes dos acidos graxos ndo esterificados em animais avaliados, mesmo
que leves, resultaram em menor dureza da sola ap6s 30 dias de lactagdo sendo que aos 60
e 90 dias a dureza se elevou, mas ndo retornou aos valores encontrados 30 dias antes do
parto. A insulina é detectada tanto na derme quanto na epiderme, mais especificamente
na periferia e nicleo dos queratindcitos. Segundo um estudo de Hendry et al. (1999),
ocorreu uma estimulacédo da proliferacéo celular em cultura de tecido de casco bovino, na
presenca de insulina, em 24 horas. No inicio do periodo de lactacdo, o quadro de
resisténcia a insulina apresentado pelas vacas pode comprometer a queratogénese, devido
a menor captacdo de glicose e aminoacidos (Hendry et al, 1999). Vacas leiteiras peri-
parturientes sdo frequentemente sujeitas ao estresse com aumento dos niveis plasmaticos
de cortisol. Os glicocorticoides tendem a produzir hiperglicemia, principalmente devido
ao aumento da gliconeogénese hepatica e do antagonismo periférico a acdo da insulina,
resultando em diminuicdo da captacdo de glicose no musculo e no tecido adiposo. Além
disso, reduz a sintese proteica e 0 aumento da proteolise. A concentracao sistémica de
glicocorticoides pode regular a deposicao de queratina no casco, afentando a sintese de
proteina e a maturacdo de queratindcitos (Goff e Host, 1997, Hendry et al, 1999). Ja o

fator de crescimento epidermal possui acdo mitogénica e é encontrado na camada basal
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da epiderme, estimulando a sintese de queratina nos tecidos corneos. No final da gestacéo,
0 aumento das concentragdes de cortisol diminui a producéo local do fator de crescimento
epidermal, inibindo a queratogénese (Hendry et al, 1999). A prolactina é o principal
hormdnio lactogénico. A sintese de proteina estimulada pelo fator de crescimento
epidermal é antagonizada pela acdo da prolactina. Embora, a prolactina sozinha néo
influencie na sintese de proteina, a sua capacidade de diminuir a producdo do fator de
crescimento epidermal pode inibir a queratogénese no periodo de lactacdo (Hendry et al,
1999).

3.1.3 Classificacdo Morfoldgica da Dermatite Digital Bovina

Embora o termo mais utilizado para caracterizar a doenca seja Dermatite Digital essa
enfermidade também recebe outros nomes como verruga do taldo, calcanhar em amora,
doenca de Moterllaro, pododermatite verrucosa, verruga pilosa, (Stokka et al, 1997;
Trosaint et al, 2003).

Caracteriza-se como uma doenca da pele digital iniciando-se como uma lesdo proxima a
margem coronariana, no espaco interdigital palmar/plantar, sendo mais comum na regiao
plantar, podendo variar em tamanho (1 a 6 centimetros de didmetro), com presenca ou
ndo de Ulceras e tecido proliferativo (Greenough et al., 2005). Sua fase de cura é
caracterizada por uma crosta seca, indolor e firmemente aderida a pele saudavel
subjacente. A severidade das lesGes pode levar o animal a claudicar por semanas e pisar

nas pingas dos cascos (Fajt e Apley, 2001; Reffai et al, 2013; Palmer e O’Connell, 2015).

Segundo Souza (2005), a classificagdo macroscopica da DD se da em trés formas clinicas
diferentes, sendo grau 1 ou hiperplasica, fase inicial caracterizada por discreta hiperemia
no espaco interdigital, com didmetro variando de 1 a 2 centimetros e auséncia de odor
fétido; grau 2, também chamada de ulcerativa, com diametro de 2 a 4 centimetros,
superficie ulcerada com bordas irregulares, de coloracdo résea a avermelhada e presenca
de areas hemorragicas apds a manipulacdo da ferida, além de odor fétido; e grau 3 ou
proliferativa, as lesGes de coloracdo cinzenta ou enegrecida, de tamanho superior a 4
centimetros, com proliferacdo da epiderme, odor fétido e presenca de pelos circundando

a lesdo.
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De acordo com Nicoleti (2004), a lesdo proliferativa pode-se estender ao bulbo dos taldes
danificando a camada cdrnea desse local e predispondo o surgimento de erosdes no taldo.
Dopfer et al. (1997), classificam a DD de M1 a M4.1, sendo M1 uma les&o ulcerativa em
estagio inicial (0-2 cm de diametro) que ndo é doloroso a palpacdo; M2 é a fase ulcerativa
classica com um didmetro maior que 2 cm muitas vezes doloroso a palpacdo; M3 é a fase
de cura com uma lesdo coberta por uma crosta; M4 é a fase cronica caracterizada por
hiperqueratose ou proliferagdo de superficie que geralmente ndo é dolorosa e M4.1( figura
1) descreve uma lesdo cronica com uma pequena area de ulceracdo. Refaai et al. (2015)
encontraram aumentos significativos da espessura da epiderme nas fases M2, M3 e M4 e
as fases M3 e M4 também foram caracterizadas por um grande aumento de queratina.

- n‘_.'i?i - :
Figura 1 - Diferentes aspectos da dermatite digital. Da esquerda para a direita, uma lesdo M1, seguida
por uma M2 até estagio cronico da doenca com projeces proliferativas.

3.1.4 Achados histoldgicos nas lesdes de Dermatite Digital Bovina

Em estudo de achados histologicos realizado por Blowey e Sharp (1988), constatou-se
que a dermatite digital provocava inflamacgéo supurativa aguda da epiderme com areas de
necrose, hiperqueratose, associado a presenca de agregados linfocitarios e células
plasmaticas perivasculares, indicando processo inflamatério nas camadas da derme.
Romani (2003) relatou que o aspecto histologico mais encontrado a bidpsia do espaco
interdigital de bovinos portadores de DD é a nitida predominancia dos eosinofilos sobre

0s demais tipos de polimorfonucleares.

Segundo estudos realizados por Dorfer et al. (1997) e Leist et al. (1998) os achados
histoldgicos na forma hiperplasica da DD se caracterizaram por perda do epitélio e
hiperqueratose, além de areas de degeneracdo e presenca de fibrina. No estrato espinhoso
foi evidenciado acantose e no estrato basal aumento de figuras mitoticas com infiltracao
perivascular na derme. Entretanto, na forma ulcerativa da doenca houve perda de todo o

estrato corneo, com hemorragias pronunciadas nas bordas da area lesada. Observaram-se
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varios abscessos na jungdo derme/epiderme, além de um pronunciado infiltrado
perivascular na derme com predominio de neutréfilos e eosindfilos. Na forma
proliferativa a epiderme encontrou-se espessada, 0 estrato espinhoso apresentou elevado
grau de acantose, com presenca de granulos de ceratohialina. Ja o estrato granuloso
apresentou-se com aspecto espongiforme, com inimeros vacuolos vazios. (Dopfer et al.,
1997; Leist et al., 1998)

Souza (2005) apds realizar exames histopatoldgicos de 60 vacas com DD em diferentes
graus, observou nas lesbes hiperplasicas predominancia de intensa hiperqueratose e
vacuolizagdo centrocelular na epiderme. Nas formas ulcerativas verificou-se
descontinuidade e erosdo do estrato corneo com areas de degeneracBGes vacuolares e
necrose, além de hemorragias com células inflamatorias, predominantemente
neutrofilicas. Nos casos classificados como proliferativa, visualizou-se epiderme
espessada, com formacgdes papilares bastante pronunciadas, passando pelo estrato
espinhoso, até o estrato corneo com permeio de células inflamatorias. Nas lesdes de grau
trés, foi descrito na zona papilar a presenca de infiltrado inflamatorio e edema

perivascular.

Castro et al. (2008) realizaram um estudo em dez propriedades de exploracdo leiteira no
estado de Goias, utilizando 40 fémeas bovinas em quatro grupos com dez animais cada.
O grupo | era composto de animais clinicamente saudaveis, denominado grupo-controle
e os grupos II, 11 e IV eram compostos de animais que apresentavam lesdes de DD na
fase inicial, erosiva e proliferativa, respectivamente. No grupo IlI, na avaliacdo
histopatoldgica foi observado espessamento do estrato corneo, necrose tecidual,
hiperplasia, acantose, espondilose e hiperqueratose. No grupo 111, observou-se a presenca
de hiperemia, Uulcera, tecido de granulacdo, hemorragia e, microscopicamente
espessamento da camada cOrnea, paraqueratose e necrose multifocal. No grupo 1V, lesbes
com aspecto verrucoso, presenca de pelos, projecbes papilares e ao exame
histopatoldgico, destruicdo da camada cOrnea e da epiderme com necrose tecidual em

todas as amostras do grupo.

Silva (2009) avaliando 40 fémeas portadoras de DD, relata como principal achado
histolégico intensa eosinofilia, sendo que, em animais com lesdo mais cronica a

intensidade foi superior.
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Moreira (2017) realizou 66 biopsias de Dermatite Digital em diferentes propriedades no
estado de Minas Gerais, classificando os achados de acordo com Nielsen et al. (2016),
em escore de 0 a 3, sendo 0 epiderme normal; 1a proliferacdo epitelial leve ou focal e a
hiperqueratose; 2 proliferacdo epitelial moderada e acantose; e 3 dano extenso ou difuso
com proliferacéo epitelial severa, acantose e exsudagdo, erosao ou necrose da dermal. J&
a resposta inflamatdria foi classificada como 0 quando ndo houve alteracdo; 1 quando
houve um aumento leve no nimero de linfécitos e celulas mononucleares; 2 quando o
aumento das celulas inflamatdrias foi moderado e 3 quando foi grave e difusa. Trinta e
oito das 66 biopsias DD, (57,6%) foram caracterizadas por proliferacdo epitelial severa e
acantose, além disso, a epiderme apresentava areas de erosdo, Ulcera e a derme
apresentava exsudacédo, necrose de papila dérmica e infiltracdo inflamatoria extensiva,
representando assim o escore 3. Vinte e seis amostras (39,4%) apresentaram aumento
moderado da espessura da epiderme sem ulceracdo e infiltracdo moderada de células
inflamatdrias na derme (escore 2), enquanto as duas Ultimas amostras DD (3%)

apresentaram alteracdes menores representadas por leve acantose.

3.1.5 Epidemiologia e fatores de risco da Dermatite Digital Bovina:

Ferreira (2003), trabalhando com 117 vacas da raca Holandés em um sistema intensivo,
do tipo free stall, no municipio de Pedro Leopoldo, relata a prevaléncia de 44% de DD
nos animais avaliados, dados que corroboram com o resultado encontrado por Souza
(2002), sendo a dermatite digital responsavel por prevaléncia de 30,3 % das lesbes
encontradas em 323 vacas da raca Holandés e mesticas de 63 fazendas na regido de Pedro
Leopoldo. O mesmo autor em 2005 avaliou durante doze meses 100 vacas em lactacédo
da raca Holandés, alocadas em sistemas do tipo free stall, no municipio de Esmeraldas,
Minas Gerais, foi encontrado uma incidéncia de 55% de claudicacdo, sendo a DD
responsavel por 30% dessas lesdes. O pesquisador relacionou essa elevada incidéncia de
DD as condicBes precarias de higiene das instalagdes (Souza, 2005). Martins et al. (2002)
avaliaram 481 vacas lactantes pertencentes aos rebanhos leiteiros de 12 propriedades da
bacia leiteira de Campo Grande e municipios arredores do Mato Grosso do Sul, criadas
em regime intensivo e semi-intensivo. Neste trabalho foi encontrado a DD como a lesdo

mais prevalente representado 26,4% dos casos. Ja Casagrande (2013) avaliando 210
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animais de sete categorias etérias diferentes encontrou uma prevaléncia para DD de
23,8%.

Smitis (1992), avaliou a prevaléncia de lesdes podais em sistemas intensivos nos Estados
Unidos, onde foi observado uma prevaléncia de 22,6% de dermatite digital nos animais
avaliados, enquanto Rodriguez (1996), encontrou uma prevaléncia de DD de 36% nas
propriedades avaliadas no Sul dos Estados Unidos. Beemaster et al. (1992), estudando
759 vacas leiteiras na Costa Rica, encontraram uma prevaléncia de lesdes de 69.7%,
sendo a dermatite digital responsavel por uma prevaléncia de 52%. Em um estudo na
Holanda realizado por Shearer et al (1999), utilizando 2121 vacas em sistemas intensivos
foi encontrado uma prevaléncia de 17,6% de dermatite digital nos membros pélvicos.
Segundo Warnick et al (2001), nos Estados Unidos, a dermatite digital foi a principal
causa de claudicacdo em bovinos de leite alocados em sistemas intensivos, estando

implicada em 50,5% dos casos.

Houlzhauer et al. (2006) avaliaram 383 rebanhos na Holanda, a DD foi encontrada com
prevaléncia média de 21,2% sendo o0s animais mais acometidos pela doenga aqueles que
se encontravam dentro do pico de lactacdo (60 a 90 dias). Neste estudo houve rebanhos
sem a presenca da leséo e rebanhos apresentando 83% de animais com DD. Pozzatti et al
(2009) avaliaram 356 animais alocados em sistemas intensivos, e foi possivel observar
que 41,1% dos animais claudicantes apresentavam dermatite digital. Em rebanhos do
Chile, foram registradas prevaléncias de variando de 6,6% a 7,7% de dermatite digital em
diferentes rebanhos do pais. A baixa prevaléncia em comparacao com a situacao de outros
paises pode ser atribuida as condi¢bes de criagdo de bovinos leiteiros naquele pais,
predominantemente extensiva com os animais a pasto (Flor e Tadich 2008). Sullivan et
al. (2015) examinou os cascos de 815 bovinos de leite e corte em matadouros dos Estados
Unidos e encontrou em 29% das vacas leiteiras a presenca de DD e em 4% nos bovinos
de corte a presenca da lesdo. Capion et al. (2008) avaliaram 6240 vacas em 55 rebanhos
na Dinamarca criadas em sistema free-stall e encontrou em 47 dos 55 rebanhos (85%) a
presenca de DD. Ja Cramer et al. (2008) encontrou DD em 9,3% de vacas e 69,7% do
rebanho. Moreira (2017) avaliando a prevaléncia de DD em 48 fazendas encontrou a
prevaléncia de 32,7% dos animais acometidos, sendo a principal afeccdo podal

encontrada nos animais avaliados.
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A transmissdo da DD dentro dos rebanhos e entre rebanhos néo € totalmente esclarecida,
assim como sua patogénese, que é objeto de estudo desde 1974. Apesar de se considerar
que a entrada de animais de rebanhos positivos em rebanhos negativos para DD possa
aumentar as chances de transmitir a doenca, ndo € o Unico fator envolvido para a
disseminacdo da doenca (Wilson-Welder et al, 2015). Materiais utilizados no
casqueamneto preventivo e corretivo, ambientes midos e com grande quantidade de
matéria organica, falhas ou auséncia do uso de pediltvio sdo considerados fatores de risco
para o inicio e disseminacdo da doenca (Klitgaard et al, 2014,Moreira 2017). Varios
autores consideram a hipdtese de que o liquido ruminal, as fezes e a cavidade oral
funcionam como reservatérios para DD dentro da propriedade e que bactérias presentes
nesses locais possam contaminar o ambiente, sendo este, um real veiculo de transmisséo
da doenca (Evans et al, 2012; Nascimento et al, 2015; Zinicola et al, 2015).

3.1.6 Microbiomas encontrados na dermatite digital:

Diversos trabalhos mostram a dermatite digital como uma doenca “multitreponemal”,
mas 0 que nao esta esclarecido é se os Treponemas sozinhos sdo capazes de causar a
lesdo, ou se existe uma relacdo de consorcio com outros agentes. Sendo assim, a discussao
sobre a etiologia da DD ¢ relatada por diversos estudos, e atualmente essa patologia vem
sendo classificada com doenca polimicrobiana, ja que outros agentes foram encontrados
nessas lesdes, tais como: D. nodosus, Porphyromonas, Crotonatoxidans Alkaliphilus,F.
necrophurum, Leptospira broomi, pepitcocus, além de Stapylococus, e streptococus,

possivelmente de lesdes secindarias (Wilson-Welder et al, 2015, Troot, 2003).

Segundo Stamm et al., (2002) a natureza e a localizacdo das les6es de dermatite digital,
juntamente com a presenca de contaminacéo fecal e bactérias ambientais, tém dificultado
a identificacdo definitiva do agente etioldgico. Em estudos realizados em paises na
Europa e América do Norte, foram encontradas espiroguetas como microrganismos
predominantes em lesdes de DD. A identificacdo desses agentes ocorreu por microscopia
utilizando-se técnica de coloracao de sais de prata associado a coloracdo pelo método de
Gram e microscopia em campo escuro. A localizacdo das espiroquetas na jungéo entre o

tecido vivo e necrosado e a sua aparente invasdo ao tecido queratinizado da epiderme
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sugerem que eles sejam agentes primarios da enfermidade (Doffer, et al. 19997, Lima,
2008).

Devido a dificuldade em cultivo de bactérias do género Treponema, o estudo da etiologia
da Dermatite digital se torna grande desafio para os pesquisadores. O primeiro cultivo in
vitro de espiroquetas associados a dermatite digital de bovinos de aptid&o leiteira ocorreu
na Califérnia em 1995, sua inferéncia ao Treponema ocorreu devido a caracteristicas
fenotipicas do género em questdo (Walker et al., 1995). Lima (2008) realizou cultivo e
identificacdo molecular com base na analise de sequéncias de genes 16S RNAr de
isolados de DD. Foram identificadas as seguintes espécies bacterianas, T. pedis,
Leptospira broomi, L. fainei, L. licerasiae, L. wolffii, Corynebacterium appendicis,

Cupriavidus gilardii, Enterococcus casseliflavus, E. gallinarum.

Diversas tentativas de induzir a doenga com a utilizacao de culturas puras de bactérias ja
encontradas na lesdo através do método de inoculacao desses agentes foram malsucedidas
(Wilson-Welder et al, 2015). Entertanto, Gomez et al. (2012), conseguiram reproduzir a
doenca através de um macerado das lesdes de DD e posterior inoculagdo em membros de
animais sadios. Permanecendo enfaixados, e mantidos em ambientes com auséncia de
oxigénio. Apos 12 a 25 dias nessas condicdes, foi reproduzido a leséo e detectado a

presenca de Treponema.

Stamm et al., (2002) também relataram que espiroquetas foram isoladas em animais
acometidos com DD no estado da California, nos EUA, possuem caracteristicas
fenotipicas do género Treponema. Segundo a analise da sequiéncia parcial de 16S rDNA
os autores verificaram que os varios clones isolados pertenciam a trés tipos
filogenéticamente relacionados aos treponemas da cavidade oral humana, sendo esses :T.
denticola ,T. medium, T. vincentii ou da area genital, T. phagedenis, corroborando com
esses dados Trott et al (2003) verificaram que quatro amostras isoladas de dermatite
digital de bovinos de aptidao leiteira dos estados da California e duas amostras de bovinos
também de aptiddo leiteira de lowa possuem a sequiéncia 16S rDNA idéntica e que a
similaridade a T. phagedenis foi de 98% e 99% com um espiroqueta ndo cultivavel.
Shibahara et al. (2002), pesquisaram a presenca simultanea de espiroquetas em lesdes de

DD e de colite em bovinos no Japdo, constataram que diversas bactérias espiraladas
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estavam presentes nas lesdes de DD e nas lesdes intestinais visualizadas pelas coloracgdes
do Gram e de Warthin-Starry.

Diniz (2008), trabalhando com biopsias de lesdes de DD, de vacas alocadas em fazendas
semi intensivas no Brasil, visualizou a presenca de microrganismos espiralados pelo
método de microscopia de campo escuro apds a inoculagdo do material nos meios OTI e
EMJH. Apos essa etapa foi também realizada a amplificacdo por PCR, com conjunto de
iniciadores universais 16S rDNA, a partir do DNA obtido das duas amostras de
espiroquetas cultivadas, o produto da amplificagdo das amostras foram sequenciados e a
analise da similaridade entre as sequéncias, foi concordante com uma média de 99% de
similaridade para microrganismos ndo cultivaveis, 75% de similaridade para Treponema

denticola, 70% para Treponema phagedenis e 68% para Treponema pedis.

Atualmente, métodos independentes de cultivo tém sido utilizados para identificar os
patogenos envolvidos na etiologia da dermatite digital, como o sequenciamento génico
pela comparacdo do gene 16S RNAr ou sequenciamento de nova geragdo e o método de
FISH (Klitgaard et al, 2013; Nielsen et al, 2016). As bactérias de maior predominio na
DD, sdo as espiroquetas do género Treponema, principalmente nas partes mais profundas
da lesdo, entretanto, outros agentes parecem agir em conjunto com as espiroquetas, sendo
esse sinergismo pouco discutido na literatura, assim como o real papel das bactérias na

patogénese da doenca (Rasmussen et al, 2012; Santos et al, 2012).

Segundo Nielsen et al, 2016 as evidéncias indicam um papel importante das espiroquetas,
especialmente do género Treponema na etiologia da DD, j& que representam o grupo de
bactérias mais abundante, principalmente nas partes mais profundas das lesées, sugerindo
que eles sdo patdgenos invasivos e ndo simplesmente colonizam o tecido infectado.
Treponemas sdo as Unicas bactérias que tem uma presenca consistente no envolvimento
das lesdes de DD e € uma doenca principalmente bacteriana pela melhora ou cura clinica
da lesdo em resposta ao uso de antimicrobianos (Evans et al, 2008; Apley, 2015).

Evans et al. (2008) avaliaram lesGes de DD para identificar os agentes etiologicos
presentes nas lesdes e na pele integra utilizando os métodos de PCR para fragmentos do
gene 16s rRNA e imunohistoquimica. Os pesquisadores dividiram a classificacao
treponemal em 3 grupos sendo: Grupo 1: Presenca de T. médium/T. Vincentinii, Grupo 2:

Presenca de T. phagedenis e Grupo 3: Presenca de T. putidum/T. denticola.. Em 98%
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das amostras analisadas encontraram a presenca de treponema, sendo que todos os trés
grupos apareceram juntos em 74,5% das lesdes. A espécie de Treponema com maior
prevaléncia foi o grupo 3, presente em 98% das amostras avaliadas. Na pele saudavel foi
observado a presenca de Treponema, porem de espécies ndo pertencentes aos grupos 1, 2
e 3. Resultados que corroboram com o estudo realizado por Moter et al. (1998), onde
encontram a presenca de 70% de Treponema dos Grupos 1,2 e 3 nas lesdes avaliadas.
Nascimento et al. (2015) utilizando biopsias de animais acometidos com DD encontraram
a associacdo de T. phagedenis, T. medium e T. Vicentii em 94,45% das amostras
estudadas.

Utilizando a técnica de imunofluorescéncia em lesdes de DD, Dopfer et al. (1997)
encontraram bactérias do género Treponema, j& nas lesdes ulceradas e dolorosas foi
encontrado grande quantidade de Campylobacter faecalis associado ao Treponema.
Brandt et al. (2011), avaliaram os agentes presentes nas lesdes de dermatite digital, além
de além de encontrarem varios filotipos de Treponemas como T. pedis, T. mediume T.
phagedenis nas lesdes de DD, localizaram em 22% das lesdes a presenca de papiloma

virus, sendo a amostra viral também encontrada em fragmentos de tecidos saudaveis.

Zinicola et al. (2015) realizaram um estudo em 140 amostras feitas partir de 89 animais
acometidos com DD em diferentes graus. As lesdes foram classificadas e adaptadas
segundo o método descrito por Dopfer et al. (1997). A distribuicdo de coleta se deu por
uma amostra de lesdo M1, 30 amostras da lesdo M2, cinco amostras da lesdo M3, 26
amostras da lesdo M4, 27 amostras da lesdo M4.1 e 51 amostras de pele integra, sem
acometimento DD. Os achados mostraram maior prevaléncia de bactérias do género
Treponema como T. denticola, T. maltophilum, T. medium, T. paraluiscuniculi, T.
phagedenis e T. putidum em les6es DD ativas quando comparados com lesdes de DD
inativas, em contrapartida as lesGes inativas apresentaram menor proporcao de
Treponemas e um aumento das bactérias: Crotonatoxidans, Porphyromonas,
Sedimentibacter, Alkaliphilus, Sedimentibacter hydroxybenzoicus, e Filifactor villosus,
entretanto a pele saudavel foi caracterizada pela presenca bactérias pertencentes ao filo
Firmicutes e Actinobacteria (Zinicola et al, 2015). Realizando novos estudos em 2015 os
mesmos pesquisadores analisaram 16 amostras de bidpsias de oito vacas acometidas com
DD, classificadas como lesdes ativas, inativas e de pele integra. Constataram os filos

Firmicutes, Actinobacteria e Chordata em grande propor¢do na pele saudavel. Em
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amostras de DD ativa Spirochetas e Bacteroidetes foram altamente prevalentes,
entretanto na lesdo inativa observaram a presenca de Proteobacteria e Firmicutes
(Zinicola et al, 2015).

De modo semelhante, Rasmussen et al. (2012) realizaram 90 bidpsias de lesGes de DD e
24 bidpsias da pele saudavel de animais oriundos de rebanhos leiteiros da Dinamarca e
Noruega. Em todas as amostras foram encontradas filotipos de Treponema, em média sete
por lesdo. Os pesquisadores encontraram a presenca de D. nodosus em 51% das lesdes,
essa bactéria também foi relatada em trés amostras de pele aparentemente saudavel.
Ocorreu a associacdo de Treponema ao D. nodosus, em animais acometidos com DD, e
em duas amostras de pele integra, dados esses que corroboram com o estudo realizado
por Capion et al. (2008), onde os pesquisadores executaram 132 bidpsias de DD, e com a
técnica de hibridizagéo in situ fluorescéncia, relataram a presenca de 29% das amostras
de dermatite digital a presenca de D. nodosus. Segundo Moore et al. 2005, a bactéria D.
nodosus associada ao F. necrophorum sdo reconhecidos mundialmente como os agentes
causadores da podriddao dos cascos em ovinos e caprinos. O agente D. nodosus, gera
proteases extracelulares que podem desencadear injurias teciduais facilitando a
penetracao e colonizacao do tecido por bactérias do género Treponema, sendo assim esses
dois microrganismos podem apresentar um sinergismo na fase inicial da dermatite digital
(Wilson-Welder et al, 2015).

Sullivan et al. (2015) estudando microrganismos presentes em lesdes de Dermatite Digital
e em pele integra, encontraram D. nodosus e F. necrophorum respectivamente, em 71%
e 44% das lesGes de DD avaliadas. Ja nas amostras de pele saudavel, foram observados
mais de 20% a presenca desses dois agentes. Knappe-Poindecker et al. (2014),
trabalharam com amostras de DD, de 14 rebanhos leiteiros da Noruega, sendo que a
associacdo bacteriana de maior prevaléncia nas lesbes estudadas foram Treponema com
D. nodosus, em 56% das analises. Koniarova et al. (1993) avaliaram 52 bidpsias,de
animais acometidos com DD, classificados como M2, segundo Dopfer et al. (1997) e
encontraram a presenca de F. necrophorum em 12% das lesdes e em 25% foi encontrado
a presenca de P. levii, sendo que todas as amostras foram positivas para Treponema.
Dados que se assemelham ao estudo realizado por Yano et al. (2010), onde avaliaram
cinco lesdes de DD e encontraram T. phagedenis e T. denticola em todas as amostras, e

na parte superficial da lesdo P. levii foi a bactéria predominante.
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Klitgaard et al. (2013) utilizando os métodos diagnosticos hibridizagcdo in situ
fluorescéncia e sequenciamento de nova geracéo, realizaram bidpsias de 36 vacas leiteiras
acometidas com DD provenientes de diferentes rebanhos da Espanha.
Macroscopicamente, 60% das lesdes foram classificadas como M2 e o restante estavam
em diferentes fases da lesdo. Em 96% das amostras foram detectados a presenga de
Treponema, sendo os mais prevalentes T. denticola e T. pedis (45% das amostras), T.
phagedenis (20% das amostras), T. médium (18% das amostras) e T refringes (17% das
amostras). Nesse estudo também foi observado a presenca de 15 filotipos de Treponema
diferentes, que ainda ndo tiveram identificagdes. Em média nas 36 amostras de DD foram
encontrados oito filotipos de Treponemas por lesdo. D.nodosus e F. necrophorum também
foram encontrados nas partes mais profundas e no meio das lesdes. Andrade (2017),
avaliando 35 amostras de leses submetidas a técnica de sequenciamento de nova geracéo
pelas probes V1 e V2 realizou 1.050.073 leituras de sequéncias de DNA e em 452.753
foi possivel identificar o género. Foi encontrado um grande numero de bactérias e os
Treponemas estavam presentes em 68,6% das lesbes, Porphyromonas em 91,4%,
Mycoplasma em 85,7%, Helcococccus em 74,4%, Corynebacterium em 60%,

Fusobacterium em 45,7%, Dichelobacter em 40%, e Alloiococcus em 17,1%

Nielsen et al. (2016) avaliaram 37 animais, sendo que dez animais apresentavam a pele
integra e 0s demais presenca de dermatite digital em diferentes estagios da lesdo. Quatro
amostras foram caracterizadas por ulceragdes circunscritas e areas de hiperqueratoses
com formacdo de crostas, classificadas como M3, quatorze como M4, onde as lesbes
apresentavam areas circunscritas dominadas por significante hiperqueratose e
proliferacdo da epiderme com auséncia de ulceracdo. Nove casos foram classificadas
como M5, ja que expunham discreta hiperqueratose focal com proliferacdo da epiderme,
sendo ndo definivel segundo o método descrito por Dopfer et al. (1997). Foi observado
uma diferenciacao entre os microrganismos encontrados no tecido saudavel e nas lesdes
de DD. Treponema, Mycoplasma, Fusobacterium e Porphyromonas foram encontrados
em tecidos afetados, enquanto na pele saudavel os filos de maior relevancia foram:
Firmicutes, Actinobacteria, Proteobacteria e Bacteroidete. Realizando a técnica de FISH,
foi observado predominio do género Treponema na parte profunda da leséo, constituindo

aproximadamente 90% da microbiota infectante, sendo encontrados 15 filotipos
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diferentes, os de maior prevaléncia foram: T. phagedenis e T. refringens. Avaliando a
superficie epidermal foi observado a presenca de F. necrophorum e P. levii

Santos et al. (2012) trabalharam com amostras de DD e pele integra de vacas da raca
Holandés alocadas em uma propriedade dos Estados Unidos. As lesbes de DD foram
divididas em trés camadas sendo essas: superficial, intermediaria e profunda. A
composicdo microbiana entre amostras integras e de lesdes de DD, apresentou diferenca,
sendo Firmicutes e Proteobacteria os principais filos detectados no tecido saudavel, ja
espiroquetas do género Treponema foram 0s principais grupos encontrados na camada
mais profunda da DD.

Krull et al. (2014) desenvolveram um estudo longitudinal de trés anos na fazenda da
Universidade de lowa, coletando 48 amostras de Dermatite Digital de 26 vacas em
lactacdo, sendo que o rebanho da propriedade consistia em 400 animais em lactacdo com
prevaléncia estimada de DD em 50%. No decorrer da pesquisa ndo utilizou nenhuma
medida preventiva ou curativa para controlar a doenca, permitindo a avaliacdo da
evolucdo da Dermatite Digital. As lesdes foram classificadas em: estagio zero,
representando a pele integra, Al, caracterizava a lesao inicial com auséncia de ulceracao,
B1, lesdo j& com discreta ulceracdo e estagio trés, sendo a doenca responsavel por
claudicacdo. Atraves da analise de FISH, os pesquisadores observaram a presenca das
familias: Staphylococcacea, Streptococcaceae, Bacteroidaceae, Corynebacteriaceae e
Porphyromonadacea na pele integra. Na fase ulcerativa da leséo as espiroquetas do género
Treponema foram predominantes, correspondendo a 94,3% das bactérias encontradas,
principalmente, T. denticola, T. phagedenis, T. pedis, T. médium, em contrapartida no
estagio inicial da doenca e a microbiota da lesdo foi semelhante a que foi encontrada na
pele integra. O curso médio da evolucdo da doenca foi de 135 dias, dado esse nao
semelhante ao trabalho realizado por Rebhun et al. (1980), onde os pesquisadores
observaram um periodo de 14 a 21 dias entre as mudancas de fases da Dermatite Digital.
Segundo Somers et al. (2005), lesGes ulcerativas, fase M2, podem persistir por longos
periodos no animal, podendo chegar até a meses. Em estudos realizados no Brasil, Souza
(2005) observou que que lesdes de grau 1 demoraram em média 28 dias até assumirem a
forma 2, que por sua vez demandaram em média 45 dias para atingir o grau 3. De acordo

com Losinger (2006), existem espécies de Treponema causadoras de Dermatite Digital
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que podem gerar imunossupressao de macréfagos, prejudicando a resposta imune inata

assim como a reparacéo tecidual, explicando em parte a persisténcia da doenga.

Andrade (2017), realizando 31 bidpsias de DD de vacas leiteiras alocadas na fazenda da
Universidade Federal de Minas Gerais, observou a presenca bacteriana em 96,55% das
lesbes avaliadas, sendo bactérias do género Treponema as mais frequentes, estando
presentes em 93,55% das lesdes, ja D. nodosus estava presente em 58,06%, F.
necrophorum em 35,49% e P. levii em 33,43%. O autor também avaliou a densidade de
bactérias dentro de cada amostra, para isso utilizou uma classificacdo de escore de acordo
com Rasmussen et al. (2012) e Klitgaard et al. (2013), (onde escore 0, representa nenhuma
hibridizacdo ou seja, nenhuma bactéria encontrada; escore 1, hibridizacdo escassa, onde
foi encontrado uma quantidade de até 5% do namero total de bactérias na amostra; escore
2, hibridizagdo moderada entre 5% e 10% do numero total de bactérias e escore 3,
hibridizagéo forte, mais do que 10% do numero total de bactérias), bactérias do género
Treponema foram as que tiveram maior densidade nas amostras analisadas, apresentando
escore 3 em 70,97% das amostras. Enquanto isso D. nodosus apresentou escore 3 em
22,57% das amostras, F. necrophorum apresentou escore 3 em 9,68% das amostras; e P.
levii apresentou escore 3 em 6.67%. Avaliando os filotipos de Treponema presentes nas
lesGes foram descritos sete filotipos, sendo eles: T. pedis, T. refringes, T. phagedenis, T.
medium e alguns filotipos e alguns filotipos que ndo foram previamente cultivados e
foram classificados nesse estudo como: PT18, PT13 e PT3 de acordo com Klitgaard et al.
(2008). Dados que corroboram com os resultados encontrados por Moreira (2017), onde
Treponema spp. foram as bactérias mais freqlientes e abundantes, presentes em 64 das 66
amostras (97%), ja P. levii foi a segunda bactéria mais prevalente com 64,6% de amostras
positivas, seguido de D. nodosus (48,5%) e F. necrophorum (23,5%).Ainda nesse trabalho
0 Andrade, (2017) avaliou a invasdo bacteriana total dentro da epiderme em cada amostra
de bidpsia, e foi pontuada de 0 a 3, de acordo com Rasmussen et al. (2012) e Klitgaard et
al. (2013). Os Treponemas foram as bactérias encontradas na parte mais profunda da
lesdo, com 81,25% classificadas como escore 3; 12,5% escore 2 e 6,25% escore 1. A
bactéria P. levii foi encontrada em 100% das amostras na parte superficial da leséo (escore
1); D. nodosus teve 25% das amostras classificadas em escores 3 e 2 e 50% como escore
1; F. necrophorum teve 25 % das amostras classificadas como escore 3 e 2 e 50%

classificadas como escore 1.
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3.1.7 Modo de agdo das bactérias envolvidas na Dermatite Digital Bovina:

Bactérias do género Treponema, se classificam por serem bactérias gram negativas e
anaerobicos facultativos. A participacdo desse agente na etiologia da DD é descrita por
diversos autores (Moreiera, 2017, Andrade 2017, kittgard 2014, Souza 2005). Os
treponemas apresentam alguns fatores de viruléncia sendo eles producdo de adesinas,
enzimas proteoliticas e colagenoliticas que causam penetracdo, danificacdo e destruicdo
tecidual (Losinger et al, 2006). Lux et al. (2001) avaliando doencas periodontais em seres
humanos causados por Treponemas, principalmente por T. denticola, mostraram que as
espiroquetas apresentam grande capacidade de penetracéo tecidual e que sua motilidade
permite a migracao para locais favoraveis a sua proliferacdo, sendo assim um importante

fator de viruléncia.

Dichelobacter nodosus, sdo bactérias gram negativas e anaerdbicas, (Witcomb et al
2014). Moreira (2017) e Andrade (2017), observaram a presenca das bactérias D.
nodosus, F. nechophurum e Phorphyromonas Levii em lesdes de Dermatite Digital
bovina, sugerindo assim a participacdo desses agentes na etiologia da doenga. Segundo
Witcomb et al 2014, o D. nodosus apresenta capacidade produtora de proteases
extracelulares e extrema capacidade ceratolitica, podendo assim causar danos teciduais.
Fusubacterium necrophorum, é um bacilo gram negativo anaerobico e comensal da flora
gastrointestinal (Andrade 2017). A acdo patogénica dessa bactéria se da pela liberagéo de
leucotoxinas, endotoxinas, proteases e adesinas, ocasionando inflamacdo local e
destruicdo dos tecidos acometidos (Sullivan et al, 2015). P. levii, bactérias gram
negativas e anaerobicas, sendo o principal fator de viruléncia a producdo de proteases
(Leon et al, 2016).

3.2 TECNICA DE HIBRIDIZACAO FLUORESCENTE IN SITU (FISH) E
SEQUENCIAMENTO DE NOVA GERACAO

A FISH (Hibridizacdo Fluorescente in Situ) foi desenvolvida por Bauman et al. (1980) e
utilizada em estudos humanos pela primeira vez em 1986 por Pinkel et al. (Pinkel 1986)
representa uma técnica citogenética usada para detectar e localizar a presenca ou auséncia
de determinadas sequéncias de DNA (&cido desoxirribonucleico) ou RNA (acido

ribonucleico) em cromossomos. A técnica em questdo consiste em um método
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histoquimico que permite a visualizagdo, identificacdo e enumeracdo simultanea de
microrganismos in situ, sem a necessidade de cultivos celulares, com visualiza¢do direta
em microscapios opticos epifluorescentes em cortes histoldgicos. Seu principio basico é
0 anelamento da sonda de oligonucleotideos com marcacdo fluorescente em sua
sequéncia alvo (Neves e Guedes, 2012). As principais vantagens da técnica de FISH sobre
a imuno-histoquimica sdo a maior facilidade de sintetizar sondas especificas marcadas do
que produzir anticorpos monoclonais ou policlonais e a possibilidade de detectar somente
bactérias vidveis, nos tecidos no momento da fixacdo, sendo assim a técnica de
hibridizag&o in situ fluoresecente apresenta maior sensibilidade e especificidade (Guedes,
2012). Outra grande vantagem na técnica de FISH, é sua utilizagdo em diversos materiais,
como sangue periférico, vilosidades coribnicas, tecidos parafinados, dentre outros
(Tsshuchia, 2011). Como desvantagem o método de FISH, necessita de modernos

equipamentos e com alto valor agregado (Sui, et al. 2009).

As sondas séo sequéncias de oligonucleotideos complementares e especificos marcados
com substancias fluorescentes, os quais se anelardo ao seu alvo. As marcacdes das sondas
podem ocorrer de duas maneiras, sendo essas a: direta e indireta. A etapa direta € a mais
utilizada, j& que se trata de um processo mais rapido e de facil execucéo, onde um ou mais
fluorocromos sdo diretamente conjugados as sondas que se ligam nas regides 5’ ou 3’ do
alvo. Segundo Botari et al. (2006), a técnica de FISH, tem a FISH tem quatro
procedimentos basicos: fixacdo e permeabilizacdo da amostra, etapa crucial para que as
amostras contendo 0 RNA sejam fixadas, protengendo o RNA da degradacao de enzimas
enddgenas e ocorra a penetracdo da sonda nas células,a segunda etapa é a hibridizacéo,
ap0s esse processo 0 material passa pela terceira fase onde ocorre a lavagem para remocao

das sondas em excesso e deteccao pela microscopia fluorescente.

Técnicas baseadas na reacdo em cadeia da polimerase (PCR), que permitem que um
fragmento especifico da molécula de DNA seja amplificado em milhares de vezes,
facilitaram a deteccdo rapida e sensivel de bactérias, independentemente de serem
cultivaveis ou ndo. No entanto, esta técnica ndo oferece informac@es sobre a localizacédo
espacial dos microrganismos no tecido ou sua associa¢do com a lesdo (Neves e Guedes,
2012).
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A técnica de sequenciamento de nova geracgdo realiza a leitura de uma amostra de DNA
e gera um arquivo eletrdnico com simbolos que representam a sequéncia de bases
nitrogenadas contidas na amostra. Para isso, ocorre a fragmentacdo do DNA é por um
processo quimico, mecanico ou enzimatico, de forma que todo o genoma seja coberto da
maneira mais uniforme possivel, posteriormente é feito uma amplificacdo desse DNA,
visando aumentar a fonte de sinal luminoso para a maioria dos sequenciadores, para que
se gere em um pequeno espaco fisico milhares de cépias de cada fragmento de DNA. Por
fim é feito o sequenciamento, onde uma série de reacdes quimicas geram sinais que sdo
detectados e determinardo a sequéncia de base analisada (Carvalho e Silva, 2010;
Varuzza, 2013).

4. MATERIAL E METODOS

O experimento teve seu projeto certificado pela comissdo de ética em experimentacao
animal (CEUA), sob registro: n°. 121/2015.

4.1 LOCAL E PERIODO EXPERIMENTAL

O experimento foi conduzido entre maio e agosto de 2016 na Fazenda Experimental
Professor Hélio Barbosa, situada no municipio de Igarapé/MG. A fazenda esta localizada
a 20°04°31 de latitude Sul e 44°18°06 de longitude Oeste de Greenwich, com altitude

média de 786 metros. A propriedade possui area total de 246 hectares.

4.2 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Foram utilizadas 22 vacas da raca Girolando, variando nas diferentes composicdes
genéticas Holandés-Zebu, com DD em diferentes graus. Os animais possuiam entre trés
a sete anos de idade e estavam entre a segunda e sexta lactacdo, com producdo média

diaria de 19 litros de leite.

4.3 MANEJO DOS ANIMAIS

As vacas em lactacdo eram alocadas em piquetes de capim braquiadria (Brachiaria

brizantha), onde recebiam, no periodo de dezembro a maio, suplementagdo no cocho apds
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a ordenha com concentrado a base de milho, farelo de soja, caroco de algodao, mineral e
polpa citrica. Ja na estagdo seca, de maio a novembro, a dieta baseava-se em silagem de
milho e concentrado, sendo essa fornecida com base nos dias em lactacdo e na produgéo
de leite conforme os requerimentos do Nutrient Requirements of Dairy Cattle (NRC)
2001. A mistura do concentrado e volumoso era feita manualmente pelo funcionario da
fazenda e fornecida em cochos com espacamento de 70 centimetros por vaca. Os animais
eram ordenhados duas vezes ao dia, sendo a primeira ordenha iniciada as seis horas e a
segunda as 14 horas. As divisdes dos lotes eram baseadas na producéo de leite e dias em
lactacdo, sendo agrupadas em quatro lotes. O primeiro alocava as vacas de alta producéo
e primiparas, segundo lote composto por vacas de producdo mediana, o terceiro lote vacas
de menor producéo e o quarto lote composto por vacas portadoras de mastite contagiosa

ou em tratamento com antimicrobiano.

Em relagéo a saude dos cascos, ndo era realizado nenhum manejo preventivo na secagem
e periodo preé-parto. Nos animais em lactacao era realizada passagem no pediltvio durante
trés dias consecutivos por semana. Era utilizado no pediltvio solucdo de formol a 5%,
sendo a mesma trocada a cada 300 passadas. O pediluvio possuia 2,5 metros de
comprimento, 0,80 centimetros de largura, 20 centimetros de altura e era coberto.
Ressalta-se que antes de passarem pelo pedildvio os animais passavam por um lava-pés
com mesmas medidas do pediltvio localizado a 6 metros do mesmo. A limpeza dos
currais e instalacGes era feita por raspagem manual e remoc¢éo dos dejetos atraves de uma

carroca puxada por tracdo animal diariamente.

4.4 COLETA DE MATERIAL DAS LESOES DE DERMATITE DIGITAL

O rebanho foi inspecionado, durante a ordenha, sendo separados para exame clinico
aqueles animais que apresentaram algum tipo de lesdo da pele digital préxima a margem
coronariana, no espaco interdigital palmar/plantar. Apds essa etapa 0s animais
acometidos com DD, foram encaminhados para um tronco de casqueamento e submetidos
a limpeza superficial do tecido cdrneo com rineta reta e posterior exame fisico dos cascos.
Os cascos foram lavados com agua e sabdo para posterior inspecdo, palpacéo,
movimentacao articular de extensdo, flexdo, aducédo, abducao, rotacdo e percussdo sonora
com martelo plessimétrico. As lesdes de DD foram classificadas em graus (M1 a M4.1)

de acordo com a classificacdo proposta por Dopfer et al. (1997) e Zinicola et al. (2015) e
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posteriormente anotadas em ficha clinica. Resumidamente, a pontuacdo M1 é uma
pequena Ulcera ativa (<2 cm de didmetro) com superficie tmida e colora¢do vermelho-
cinza manchada; M2 é um estagio ativo ulcerativo maior (> 2 cm de diametro) e
normalmente doloroso apds a manipulacdo; M3 é o estagio de cura onde a lesdo € coberta
por uma crosta marrom seca, normalmente sem dor na manipulacdo; M4 é o estagio
crénico com crescimentos hiperqueratéticos proliferativos que variam de projecdes

papiliformes a similares; M4.1 é o estagio cronico com pequeno foco M1 ativo e doloroso.

Para a identificacdo dos agentes envolvidos na etiologia da DD, foi realizado a exérese
da lesdo, conforme demonstrado pela figura 2, para isso 0 membro acometido foi
devidamente contido no tronco de casqueamento seguido pela higienizagdo com escova,
agua corrente, sabdo e posteriormente lavada com solucdo de iodo degermante. Apds os
processos descritos, o animal foi submetido a uma anestesia local pela técnica de Bier
modificada, que consiste na puncéo da veia digital superficial dorsal ou plantar/palmar e
aplicacdo de cloridrato de lidocaina a 2%. A cirurgia foi feita retirando todo o material
lesionado como descrito por Souza (2005). Apos o procedimento cirurgico foi realizado
uma lavagem da area acometida com solucédo de iodo degermante e aplicacdo de iodo a
10% na regido lesionada. Sobre a ferida cirurgica foi colocado pasta composta de
furazolidona com tetraciclina em p6 a 10%. Em seguida, feito a prote¢do da coroa do
casco com algoddo ortopedico (12cm de largura e 1 metro de comprimento) e
enfaixamento do espaco interdigital com atadura elastica (12 cm largura x 3,5
comprimento). A bandagem foi protegida por uma camada de emulsdo asféltica. A cada

3 dias realizou-se a troca da bandagem até a cura da leséo.
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Figura 2- Etapas realizadas para a exérese da Dermatite Digital

O material extraido foi colocado em uma bandeja previamente limpa, e seccionado, em
trés diferentes pontos, sendo esses denominados R1, R2 e R3. Onde R1, correspondia ao
centro da lesdo, R2 borda da lesdo ja R3 a pele adjacente a lesdo. Cada fragmento
seccionado foi dividido em duas metades e cada parte acondicionada em tubos de
eppendorff de 1,5 ml com formol tamponado a 10% para execucao da técnica de FISH e
histopatologia ja a outra metade com solucdo de RNA later para execu¢do da técnica de
sequenciamento de nova geracdo (figura 3).

2 FRAGMENTOS

FORMOL TAMPONADO 10% RNA LATER (SEQUENCIAMENTO
( Histoldgico) (FISH) DE NOVA GERACAO)

Figura 3-Coleta de trés diferentes pontos da lesdo de Dermatite Digital, sendo R1 (centro
da lesdo), R2 (borda da lesdo) e R3 (pele adjacente a lesdo) para a execugdo da técnica de
FISH, histologia e sequenciamento de nova geragéo.
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4.5 HIBRIDIZACAO FLUORESCENTE IN SITU (FISH)

SeccOes de aproximadamente 4mm foram cortados e montados em laminas Super Frost
Plus, para realizar a avaliacdo quanto a frequéncia, densidade e localizacéo de bactérias

do género Treponema , D. nodosus, F. necrophorum e P. levii.. Foram utilizadas sondas
de oligonucleotideos marcados na extremidade 5' com isotiocianato de fluoresceina
(FITC) para avaliagdo do dominio Bacterium. Para as demais bactérias, epregou-se
sondas de bactérias especificas marcadas com o derivado de isotiocianato Cy3. Todos 0s
fragmnetos da lesdo (R1, R2, R3) das 22 amostras, foram classificados quanto a
frequéncia, densidade e localizacdo de bactérias pela técnica de FISH (figura 4), de
acordo com Klitgaard et al. (2008). Onde a densidade das bactérias foram pontuadas em
escore 0 a 3 onde: (O representa nenhuma hibridiza¢do, ou seja, nenhuma bactéria
encontrada; 1, hibridizacdo escassa, na amostra foi encontrada uma quantidade de até 5%
do namero total de bacteérias; 2, hibridizacdo moderada entre 5% e 10% do namero total
de bactérias; 3, hibridacdo forte, mais do que 10% do numero total de bactérias), ja a
invasdo bacteriana foi pontuada de 0 a 3 (0, ndo ha bactérias invasivas; 1, bacterias
presentes na superficie da leséo; 2, moderado nimero de bactérias no intermedio da les&o;

3, elevado nimero de bactérias profundas a lesdo invasivas).

A invasdo bacteriana total foi A densidade de bactérias dentro de
pontuada de 0 a 3. cada amostra foi pontuada de 0 a 3.

. A

0 = nao ha bactérias invasivas

1 - bactérias na superficie da 0 - nenhuma bactéria encontrada
lesdao 1 - 5% do n2 total de bactérias

2 = bactérias no intermédio da 2 - 5-10% do n? total de bactérias
lesao 3—> mais de 10% do n2 total de
3> elevado n2 de bactérias bactérias

profundas na lesao

Figura 4- Escores utilizados para a classificacdo da invasdo bacteriana e densidade

bacteriana nos fragmentos das lesdes de Dermatite Digital

As analises de FISH e o sequenciamento de nova geracdo foram executadas na

Universidade Técnica da Dinamarca (DTU).
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4.6 HISTOLOGIA

As 22 amostras de cada regido (R1, R2 e R3) também foram utilizadas para a avaliacdo
histoldgica. Para isso as amostras foram fixadas em formol tamponado, emblocadas em
parafina para posterior corte e confeccdo das laminas. Apos essa etapa as laminas foram
inicialmente desparafinadas em xilol, hidratadas em solucfes de alcoois decrescentes, e
a seguir, lavadas com agua corrente. Logo apds, foram coradas em hematoxilina lavadas,
e novamente coradas em eosina. As laminas foram, entdo, banhadas em agua corrente,
desidratadas em solucGes de alcool crescente e posteriormente diafanizadas em xilol e

montadas, para posterior visualizacdo no microscépio 6ptico

A epiderme e derme foram classificadas segundo o método proposto por Nielsen et al.
(2016) por escore de 0 a 3. A classificacdo epidermal foi de 0 a 3, onde o escore 0
apresentava uma epiderme integra, o escore 1 mostrava uma leve proliferacdo epitelial e
hiperqueratose, ja a presenca de acantose e moderada proliferacdo epitelial foi definido
como escore 2, jaa presenca de exsudacdo, Ulceras ou necrose e dano extenso com severa
proliferacdo epitelial foi caracterizada como escore 3. Ja a resposta inflamatéria foi
classificada como 0 quando ndo houve alteracédo, pontuacéo 1 quando houve um aumento
leve no nimero de linfécitos e células mononucleares, pontuacdo 2, quando o aumento
das células inflamatdrias foi moderado e o escore 3 quando foi grave e difusa, conforme
demonstrado na figura 5, onde é possivel observar diferentes estagios de pontuacdo das

alteracdes epidérmicas e dérmicas em uma lesdo de Dermatite Digital.
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Figura 5. Diferentes segmentos da pele de lesdo de Dermatite Digital apresentam alteragdes epidérmicas e
dérmicas variam de escore 1 a 3.

4.7 SEQUENCIAMENTO DE NOVA GERACAO

22 amostras de cada regido (R1, R2 e R3) foram fixadas em RNA later e enviadas para o
laboratdrio referéncia do Instituto Veterindrio Nacional da Universidade Técnica da
Dinamarca. Nessas amostras, 0 DNA bacteriano foi purificado utilizando kits comerciais.
Ampliacdo e sequenciamento génico foram realizados utilizando iniciadores de
oligonucleotideos com alvo as regides hipervariaveis, utilizando as probes V1 e V2
(especificas para varias bactérias) do gene de rRNA 16S-SE. As amostras que foram
positivas para Treponemas pelas probes V1 e V2, foram também analisadas pelas probes
V3 e V4 (especificas para bactérias do género Treponema) de acordo com Klitgaard et al.
(2008).

As sequencias obtidas foram encaminhadas para o Centro Nacional de DNA de
Sequenciamento de Alto Rendimento da Universidade de Copenhagen, Dinamarca, para
0 sequenciamento em uma plataforma Illumina MiSeq. Foi usado um consenso de que
havia uma sequéncia de pelo menos 190 nucleotideos mapeados de acordo com 0s

cddigos de barras individualis.

As leituras obtidas foram analisadas utilizando o software BION-meta
(http://box.com/bion). Sequéncias com consenso de pelo menos 250 nucleotideos de
comprimento foram mapeadas para uma tabela, de acordo com os codigos de barras
individuais, e taxonomicamente classificada contra a base de dados de Ribosomal

Database Project Il (RDP Il; http://rdp.cme.msu.edu/index.jsp). Foi utilizado um

comprimento de oito minimos de correspondéncia de 90%. Para permitir a comparacao
da abundancia relativa entre amostras, 0 nimero de leituras para cada codigo de barras

serd normalizado.

4.8. ANALISE ESTATISTICA

Para avaliar a caracterizacdo macroscopica das lesdes, caracterizar 0s microbiomas

encontrados nas 3 regides estudadas tanto pela técnica de FISH e pelo sequenciamento de
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nova geracao, assim como a classificagdo histolégica foi utilizado a estatistica descritiva.
Foi utilizado o teste de Fisher, considerando nivel de significancia P<0,05 (Sampaio,
2010), para comparar a média dos escores encontrados para densidade e invasdo
bacteriana na hibridizacdo in situ fluorescéncia em cada regido estudada. A Anélise de
Componentes Principais foi utilizada para verificar a tendéncia da relagdo entre os
achados histoldgicos e do sequenciamento de nova gerag&o.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 PREVALENCIA E CARACTERIZACAO MORFOLOGICA DAS LESOES DE
DERMATITE DIGITAL.

A prevaléncia encontrada de DD nas vacas em lactacdo no presente estudo foi de 29,3%
(22 animais acometidos em 75 vacas em lactacdo). A classificacdo macroscopica das
lesbes de DD estédo apresentadas na Tabela 2, sendo 23% (5/22) das lesdes encontradas
como M1, e 64% (14/22) classificadas como M2. Os resultados encontrados,
demonstram alta prevaléncia dessa enfermidade na propriedade, sendo uma doenca de
extrema importancia na bovinocultura de leite, estando ligada a perdas diretas e indiretas,
tais como reducdo de consumo de matéria seca, queda na produtividade, atraso

reprodutivo, modificacdo no bem estar dos animais e claudicacdo (Andrade, 2017).

Nas lesGes M1, ndo foi observado a presenca de exsudato e na maioria dos casos a pele
digital e os pélos que circundavam a lesdo, apresentavam-se normais com coloracéo da
pele variando de branco a rosa claro. Ja nas lesdes M2, os animais apresentavam dor a
palpacdo, lesbes ulcerativas e a coloracdo de pele avermelhada. Ndo foram encontradas
lesbes cronicas (M4), e baixa prevaléncia de lesbes de cicatrizagdo, mostrando assim que
a propriedade apresentou DD em sua fase aguda, em mais de 87% dos casos, alguns
fatores encontrados na fazenda podem ter contribuidos para as lesdes estarem nos casos
agudos, como uso inconstante de pediltvio, falta de monitoramento e estacéo do ano em
que foi conduzido o experimento. A prevaléncia encontrada neste trabalho assemelha-se
ao encontrado em outros estudos onde se observa valores de 20 a 32,7% (Souza, 2002;
Ferreira 2003; Casagrande 2013; Moreira 2017). A dermatite digital é relativamente
descrita como nova nos rebanhos sendo no Brasil relatada pela primeira vez na década de
90, mas possivelmente ja estava presente a mais tempo nas propriedades, a prevaléncia

dessa doenga vem aumentando devido a fatores de risco, tais como alta densidade animal,
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fatores nutricionais, acumulo de matéria organica, fatores climaticos e movimentacéo de
animais entre fazendas. J& sendo descrita nessa fazenda outras vezes, mostrando que tal
afeccdo é endémica na propriedade, Mauchle (2001), avaliando a prevaléncia de lesdes
podais na mesma fazenda do presente trabalho, observou prevaléncia de 29,09% e 10%
de DD respectivamente em vacas e novilhas apds o periodo chuvoso, e 12,31% e 0%
respectivamente em vacas e novilhas avaliadas apds o periodo seco. Moreira (2017),
também avaliou a prevaléncia de DD em fazendas na regido do Prata- MG, onde
encontrou 76,4% das les6es na forma aguda, sendo 51,2% classificadas como M1 e 25,2%
como M2, em relacgéo a lesdes cronicas M4 ocorreu uma prevaléncia de 23,6%, dados que
se assemelham ao presente estudo em relagédo a lesdes agudas.

Tabela 2- Avaliagdo de vacas (n=22) com Dermatite Digital na fazenda Experimental
Professor Hélio Barbosa de acordo com a classificagdo morfoldgica (M1, M2, M3 e M4).

NUmero de Vacas Classificacdo Macroscopica Frequéncia de Classificagdo
5 M1 23%
14 M2 64%
3 M3 14%

Os resultados histoldgicos da derme e epiderme seguiram a classificacdo proposta por
Nielsen et al. (2016) (Tab.3). Na R1, 54% das amostras apresentaram moderada
proliferacdo tecidual associado a acantose, ja 6% continham dano extenso com severa
proliferacdo epitelial (Tab.3), em R2(borda da lesdo) 33,5% das amostras apresentaram
escore 2 jaem R3(pele adjacente a lesdo) 52% apresentaram leve proliferacéo tecidual .
Ja a derme foi carcaterizada em R1 e R2 por 71% das amostras com moderado aumento
de células inflamatorias, jA em R3 66% das apresentavam leve proliferacdo de células

inflamatérias (Tab.3).

Tabela 3. Classificagdo histolégica da Epiderme e Derme de trés regides distintas em lesdes de Dermatite
Digital

R1(%) | R2(%) | R3(%) |
Escore  Epiderme Derme Epiderme Derme  Epiderme  Derme
1 40 22 56 22 58 66
2 54 71 38 71 38 30
3 6 7 6 7 4 4

R1(centro da lesdo), R2(borda da lesdo), R3(pele adjacente a lesdo) na Dermatite Digital, através de escores
de classificacdo 1(Epiderme: leve proliferacdo epitelial e hiperqueratose; Derme: leve aumento no nimero
de células inflamatorias), 2(Epiderme: presenca de ulceras e dano extenso a camada epitelial; Derme:
moderado aumento de células inflamatdrias), 3 (Epiderme: severa proliferacdo epitelial; Derme: aumento
difuso de células inflamatdrias).
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Os achados histoldgicos foram caracterizados por lesdes de carater agudo com aumento
da resposta inflamatoria principalmente nas areas central e borda da lesdo associada a
espessamento do extrato corneo em R1 e R2, respectivamente, tendo como principal
objetivo dessas alteracbes a eliminacdo do agente agressor e regeneracdo da area
acometida (Greenough, 2007). Em contrapartida, por se tratar de pele adjacente a leséo, a
R3 foi caracterizada por baixa proliferacdo tecidual associada a leve presenca de células
inflamatorias. Achados semelhantes foram encontrados por Moreira (2017) onde o autor
encontrou baixa prevalencia de areas de necrrose e exsudacdo em lesées de DD cronicas
e uma elevada hiperqueratose com alteragdes inflavatorias moderadas a severas, 0 mesmo
foi relatado por Souza (2005), onde lesdes de Dermatite Digital classificadas como grau
1 (hiperplasica) apresentavaram hiperqueratose com vacuolizagcdo centrocelular com

presenca de células inflamatdrias com predominio de polimorfonucleares.

5.2 MICROBIOMAS ENCONTRADOS EM LESOES DE DERMATITE DIGITAL

Foram avaliadas 66 bidpsias de DD, sendo 22 de cada regido (R1, R2, R3), pela técnica
de FISH, onde foram caracterizadas: presenca bacteriana, bactérias do género Treponema
(Fig.6), Dichelobacter nodosus (Fig.7), Porphyromonas levii (Fig.8) e Fusubacterium
necrophorum (Fig.9). Avaliando a frequéncia de bactérias nas regides( Fig. 10) observou-
se naregido 1 a presenca de bactéria em 93% das amostras, na regido 2 esse valor foi de
94%, e na R3 de 76%. Bacterias do género Treponema foram as mais frequentes em todas
as regides, estando presentes em 88,35% das amostras R1, 84% em R2 e na R3 em 50%
das biopsias. Dichelobacter nodosus, foi o segundo género de maior frequéncia,sendo na
R1 presente em 66% das amostras, na regido 2 em 52%, ja na R3 em 40%.
Porphyromonas levii foi a bactéria menos frequente nas trés regides estudadas, presente
em 11,7% nas amostras R1, na regido 2 em 16% e na R3 em 15% das amostras.
Fusubacterium necrophorum, presente em todas as regides, apresentou prevaléncia de
44% na R1, 21% na R2 e na regido 3 25%. Os resultados encontrados nesse estudo pela
técnica de FISH reforcam o conceito de que bactérias do género Treponema sdo 0S
agentes mais frequentes envolvidos na patogénese da DD, e a detec¢do de outros agentes
elucidam que a Dermatite digital € uma doenca multibacteriana, sendo necessario a
associacdo desses agentes para 0 desenvolvimento da doenca. Esses resultados estdo de
acordo com os achados de diversos estudos, que também encontraram Treponemas como

0 agente predominante nas lesdes (Krull et al, 2014; Zinicola et al, 2015; Nielsen et al,
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2016). Andrade (2017) e Moreira (2017), observaram que aproximadamente que 90% das

amostras de DD foram positivas para bactérias do género com Treponema

Figura 6. Corte histolégico de biopsias de Figura 7. Corte histoldgico de biopsias de
Dermatite digital — Método de FISH. Treponema sp. Dermatite Digital — Método de FISH. D. Nodosus

Figura 8. Corte histolégico de biopsias de Dermatite Figura 9. Corte histoldgico de biopsias de Der-
digital- Método de FISH. Porphromonas matite Digital — Método de FISH. Fusubacteriu..
levii. necrophurum
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Figura 10. Frequéncia bacteriana nas regides R1(centro da lesdo), R2 (borda da lesdo), R3 (pele adjacente
a lesdo) pelo método de FISH em cortes histologicos de biopsias de Dermatite Digital.

A densidade bacteriana nas diferentes regies de Dermatite Digital foram classificadas de
0 a 3 de acordo com Rasmussen et al. (2012) e Klitgaard et al. (2013). As bactérias do
género Treponema foram as que tiveram maior densidade nas amostras analisadas na
regido 1, apresentando escore 3 em 88,7% das amostras, seguido de F. necrophurum com

11% e Porphyromonas levii com 5%, sendo os demais escores representados na tabela 4.

Tabela 4. Frequéncia bacteriana e seus escores (escore 1: quantidade de até 5% do nimero total de bactérias
na amostra; escore 2, 5% e 10% do nimero total de bactérias e escore 3 mais do que 10%) de densidade
pelo método de FISH em cortes histolégicos de bidpsias da R1 (centro da lesdo), R2(borda da lesdo) e
R3(pele adjacente a lesdo) de Dermatite Digital.

Regido Escore Bacteria(%) Treponema(%) D.Nodousus(%) F.Necrophorum(%) P levii(%)
1 6,25 0 22 27 7
R1(centro dalesdo) 2 37,5 0 16,6 11 6
3 50 88 0 11 5
Total (%) 93,75 88 38,6 49 18
1 41,17 0 26,3 10,5 10,5
R2(borda da lesdo) 2 0 0 0 0 0
3 35,29 84,2 26,3 10,5 6,7
Total (%) 76,46 84,2 52,6 21 17,2
1 35 0 10 10,5 0
R3(pele adjacente a lesdo) 2 5 0 5 10,2 15
3 15 50 20 15 0
Total (%) 55 50 35 35,7 15

A regido 2 (Tab.4), foi caracterizada por bactérias do género Treponema apresentarem
maior densidade, sendo 84,2% das amostras com escore 3, seguido por D. nodosus, com
26,3%, e 10% para F. necrophurum. Fato esse, se repetiu na R3 (Tab.4), onde o género
Treponema, apresentou 50% com escore 3, seguido D. nodosus, com 20%, e 15% para F.
necrophurum.
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Em todas as regides estudadas bactérias do género Treponema foram as mais frequentes
e de maior escore, sendo assim a Figura 11, mostra a comparacao entre média dos escores
desse género por regido estuda, onde foi possivel observar que a média dos escores de
R1(centro da lesdo) é igual estatisticamente a R2 (borda da lesdo), e essas duas regides
sdo diferentes de R3 (pele adjacente a lesdo). Para as demais bactérias foi realizado o
mesmo teste de FISHER, porém ndo ocorreu diferenca estatistica entre o local da lesdo e
a media frequéncia bacteriana.

P.value = <0.001

= a a b
k=)

|

8 21 :[
(7]

S 1

[«+]

=,

R1 R2 R3
Region

Figura 11. Comparacdo entre as regifes R1 (centro da lesdo), R2 (borda da lesdo) e R3 (borda adjacente a
lesdo) de acordo com a média dos escores de densidade de Treponema (escore 1: hibridizacdo escassa, onde
foi encontrado uma quantidade de até 5% do ndmero total de bactérias na amostra; escore 2, hibridizacédo
moderada entre 5% e 10% do nimero total de bactérias e escore 3 mais do que 10%) em lesdo de Dermatite
Digital.

As profundidades das bactérias nas regides estudadas foram organizadas pela figura 12.
Nas trés regides estudas as bactérias do género Treponema foram as mais profundas nas
lesbes (escore 3), sendo 81,5% na R1, 87,5% na R2 e 88% na R3, quando esses valores
foram avaliados pela comparacéo entre média dos escores de profundidade por regido ndo

ocorreu diferenca estatistica (p>0,05).
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Figural2. Frequéncia bacteriana de invaséo bacteriana pelo método de FISH em cortes histolGgicos para as
bactérias do género Treponema, D. Nodosus, F. necrophurum e P. levii de bidpsias de Dermatite Digital e
seus escores (0 representa a auséncia de bactérias invasivas, 1 presenca de bactérias na superficie, 2
presencas de bactérias no intermédio e 3 bactérias na parte mais profunda da lesdo)

Ao avaliar as amostras de DD pela técnica de sequenciamento de nova geragéo utilizando
as probes V1 e V2 foi encontrado grande nimero de bactérias e os Treponemas estavam
presentes nas 3 regifes estudadas assim como Porphyromonas,, Mycoplasma,
Helcococccus Corynebacterium, Fusobacterium, Dichelobacter e Alloiococcus como
demosntrado na figura 13.
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Figura 13. Bactérias encontradas nas lesdes de Dermatite Digital pela técnica de sequenciamento de nova
geracdo com as probes V1 e V2 em diferentes regides, sendo R1 (centro da lesdo), R2 (borda da leséo) e
R3 (pele adjacente a lesdo)

Quando avaliado a proporcéo de bactérias por amostra, verificou-se que os Treponemas
apresentaram maior nimero de amostras com alta densidade em todas as regides
estudadas (Tab.5)

Tabela 5. Bactérias encontradas em maiores proporcdes no microbioma de lesdes de Dermatite Digital na
R1(centro da lesdo), R2(centro da lesdo) e R3(pele adjacente a lesdo) pela técnica de sequenciamento de
nova geracdo com as probes V1 e V2,

>30% >50%
Proporcéo bacteriana DD R1 R2 R3 R1 R2

Treponema 60,0% 48,0% 40,0% 33,0% 32,0%
Porphyromonas 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0%
Mycoplasma 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0%
Fusobacterium 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0%
Alloiococcus 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0%

Ao avaliar densidade bacteriana pela técnica de FISH, os Treponemas apresentaram
maior prevaléncia em todas as regides e maior intensidade sendo: 88% das amostras
classificadas como escore de densidade 3 em R1(Tab.4), 84,2% em R2 (Tab.4) e 50% na
regido 3 (Tab.4). Fato esse se repetiu ao avaliar a invasdo bacteriana, onde o Treponema
foi a bactéria mais profunda, sendo 81,5% na regido 1(Fig.12) classificadas como escore
3, 87,5% em R2 (Fig.12) e 88% na regido 3 (Fig.12). Fato esse se repetiu na técnica de
sequenciamento de nova geracdo, as bactérias do género Treponema também foram as
que tiveram maiores proporcdes dentro das lesdes de DD, 26% compostas por mais de

30% de Treponemas na regido 1(Tab. 5). Ja em R2(Tab. 5) 13% das lesbes com mais de
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30% de Treponemas, e em R3(Tab.5) esse nimero foi de 4,6%. Uma hipdtese para tentar
explicar a acdo dos Treponemas na etiologia da DD, seria os fatores de viruléncia dessas
bactérias, tais como producéo de adesinas e de enzimas proteoliticas e colagenoliticas que
causam penetracdo, danificacdo e destruicdo tecidual formando assim a leséo, sendo
possivel que este agente possa sozinho, colonizar e lesar o tecido sadio interferindo na
resisténcia na imunidade local (Losinger et al, 2006). Pelo fato dessas bactérias
conseguirem se movimentar e se tratar de bactérias anaerdbicas facultativas podem se
alocar em maior quantidade na parte profunda da leséo. A regido 3 foi a regido de menor
intensidade bacteriana, fato esse pode ser explicado por se tratar de uma regido adjacente
a lesdo, possivelmente com caracteristicas especificas a essa regido, uma vez que as
alteraces histolégicas demostraram alteracdo na epiderme (Tab. 3), podendo ter existido
uma lesdo microscopica, com auséncia da formagdo macroscopica. Moreira (2017),
relatou que bactérias do género Treponema foram os agentes mais frequentes encontrados
nas partes profundas da leséo de Dermatite Digital, com mais de 86,4% delas classificadas
como escore 3. Dados semelhantes foram encontrados por Andrade (2017) que encontrou
prevaléncia de Treponema como a bactéria mais profunda em 80% nas lesdes de DD, o
mesmo autor também avaliou a presenca de Treponemas na pele integra dos bovinos, e

encontrou a presenca das espiroquetas em mais de 60% das amostras avaliadas.

Lux et al. (2001) avaliando doencas periodontais em seres humanos causados por
Treponemas, principalmente por T. denticola, mostraram que as espiroquetas apresentam
grande capacidade de penetracéo tecidual e que sua motilidade permite a migracao para
locais favoraveis a sua proliferacdo, sendo assim um importante fator de viruléncia.
Embora seja evidente que Treponemas patogénicos migrem para o interior dos tecidos, é
ainda pouco esclarecido se esses movimentos sao aleatorios ou dirigidos por um sistema
de quimiotaxia. Os autores sugerem uma teoria para explicar tal acdo, onde moléculas
liberadas pela danificacdo celular seria capturada por receptores dos Treponemas
facilitando assim, sua penetracao. A doenca periodontal é uma infeccdo mista e complexa
semelhante a DD, que envolve fatores de viruléncia, tais como, adesdo tecidual, supressao
imunitaria e destruicdo do tecido. Diversos estudos mostraram que que bactérias do
género Treponema podem causar algum grau de depressao das respostas imunoldgicas,
prejudicando ndo s a resposta imune inata, mas também a reparacdo tecidual (Shenker
et al, 1984; Sela et al, 1997; Losinger et al, 2006).
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O comportamento bacteriano nas regides estudadas foi semelhante, em relacdo a
intensidade das bactérias por regido. F. necrophurum e D. Nodosus estiveram presentes
no centro da lesdo (R1) em 22% (Tab.4) e 27% (Tab.4) das amostras com até 5% de
bactérias presentes, respectivamente. Quando foi avaliado a presenca de mais de 10% de
bactérias presente na lesdo esse nimero foi de auséncia de D. Nodosus no centro da lesdo
e 11%(Tab.4) para F. necropuhurum. Ao avaliar a invaséo bacteriana na mesma regiéo,
0 F.necrophurum apresentou maior prevaléncia ao comparar com D. nodosus, 50% e 11%
(Fig.12) respectivamente, e ao aprofundar a lesdo na mesma regido F. necrophurum
diminuiu a sua prevaléncia na parte média e profunda da lesdo, enquanto o D.nodosus
ficou com prevaléncia de 55,3 e 33,7% (Fig.12), respectivamente na parte intermediaria
e profunda da leséo. Na R2, F. necrophurum e D. Nodosus estiveram na parte superficial
da les@o em 50% e 37,5% (Fig.12) respectivamente, e a medida que a lesdo aprofundava
esses numeros foram diminuindo nas duas bactérias estudadas. Na pele adjacente a leséo
(R3), 10% (Tab.4) das amostras para D. Nodosus e F. Necrophurum apresentaram
amostras com até 5% de bacterias presentes, sendo o F. necrophurum mais presente na
parte superficial da lesdo assim com D. Nodosus, 50% e 55,3% respectivamente, e a
medida que a lesdo aprofundava esses numeros iriam diminuindo para 25% nas 2
bactérias estudadas. Na R3, o D. nodosus foi ausente na parte profunda da leséo, tendo
sua maior prevaléncia na parte média da lesdo com 88% (Fig.12), j& F.necrophurum
apareceu mais na parte profunda da lesdo com 50,7% (Fig.12). Como foi visto neste
estudo existe um consorcio entre essas bactérias em todas as regides estudadas, e
possivelmente D. nodosus através da sua producao de proteases extracelulares e de sua
grande capacidade ceratolitica, podem causar danos ao tecido e facilitar a penetracéo de
um outro agente, j& o F. necrophorum exercendo sua acdo patogénica através de
liberacdes de leucotoxinas, endotoxinas, , proteases e adesinas, ocasionando inflamacéo
e destruicdo dos tecidos envolvidos, podendo assim em consércio criarem ambientes
favoraveis ao Treponema ou ainda colonizarem tecidos lesados primariamente pelos
Treponemas e ocasionar necrose. Rasmunssen et al. (2012), encontraram a presenca de
D. nodosus em 51% das biopsias de DD e levantaram a hipétese de que D. nodosus,
podem causar danos ao tecido e facilitar a penetracdo género Treponema, que por sua vez
consegue lesionar o tecido, dessa forma esses dois agentes podem agir sinergicamente,
principalmente na fase inicial da doenca. Em relacdo ao F. necrophorum outros trabalhos
também ja conseguiram identifica-lo nas lesdes (Sullivan et al, 2015; Nielsen et al, 2016),

porém ainda ndo foi elucidado sua real participacdo na DD. Andrade (2017), avaliou a
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invasdo bacteriana total dentro da epiderme em cada amostra de bidpsia, e foi pontuada
de 0 a 3, de acordo com Rasmussen et al. (2012) e Klitgaard et al. (2013), onde
Treponemas foram as bactérias encontradas na parte mais profunda da lesdo, com 81,25%
classificadas como escore 3. A bactéria P. levii foi encontrada em 100% das amostras na
parte superficial da les@o (escore 1); D. nodosus teve 25% das amostras classificadas em
escores 3 e 2 e 50% como escore 1; F. necrophorum teve 25 % das amostras classificadas
como escore 3 e 2 e 50% classificadas como escore 1, dados semelhantes a esse estudo.
Moreira (2017), também encontrou D. nodosus em mais de 50% das amostras de DD
analisadas pelo método de FISH e normalmente a maior prevaléncia dessa bactéria foi na
parte superficial da lesdo. Em estudo realizado por Marcatili et al (2016), utilizando
expressdo génica para esclarecer a etiologia da DD, P. levii foi descrito como agente
participante da progressdo da doenca, enquanto F. Necrophurum foi descartado, ja que
ndo foi encontrado pelo autor. Ja D. nodosus, foi encontrado ndo apenas em lesdes inicias
mas tambem em lesdes cronicas de DD, especulando que tal baceria tem um papel no

desenvolvimento e expansao da lesdo, juntamente com espécies de Treponema.

Neste estudo a bactéria P. levii foi a bactéria de menor frequéncia encontrada nas trés
regides pela analise de FISH, e localizou-se em 100% das amostras na parte superficial
das lesdes tanto em R1, como em R2 e R3 (Fig.12). O principal fator de viruléncia desse
agente € a producéo de proteases, que podem levar a penetracao do tecido epitelial e ser
a porta de entrada para outras bactérias afim de colonizar o tecido, ou até mesmo serem
bactérias oportunistas da lesdo. Como essa bacteéria esteve presente na R3, possivelmente
deve também ser encontrada na pele integra dos bovinos. Alguns trabalhos mostram uma
associacgdo sinérgica de P. levii e F. necrophorum para ocasionar o flegmao interdigital
(Quinn et al, 2005), podendo também estarem envolvidas na patogenia da DD. Além
disso, a espécie Porphyromonas gingivalis em associacdo com T. denticola podem levar
a doencas periodontais crénicas em seres humanos. Pesquisas mostram que as bactérias
P. gingivalis, sdo bactérias anaerdbicas, Gram negativas, que tem em sua parede
lipopolissacarideos (LPS) que estimulam grandes respostas inflamatérias e perturbam o
processo de remodelacdo Gssea e reparacdo do tecido, alem de serem detentoras de
diversos fatores de viruléncia, sendo esse: producdo de proteases, metaloproteinase, e
presenca de fimbrias adesivas que geram destruicdo e penetracdo do tecido conjuntivo
periodontal (Walter et al, 2004; How et al, 2016; Leon et al, 2016). Pela técnica de

sequenciamento de nova geracgéo, P.levii foi uma das bactérias mais frequentes em todas
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as trés regides, diferente do resultando encontrado pelo método de FISH. Vale destacar
que pelo método de FISH foi realizado diagnéstico apenas da espécie P. levii, enquanto
no método de sequenciamento diagnosticou-se o Género Porphyromonas em alta
frequéncia e proporcéo nas trés regides estudadas, podendo assim, existir a possibilidade
de outras espécies de Porphyromonas estarem envolvidas na patogenia da DD.

Pode-se dizer, que neste estudo a medida se aprofundava na leséo a quantidade de P.levii,
foi diminuindo e D. nodosus, F. Necrophurum e bactérias do género Treponema,
aumentavam, até a parte profunda da lesdo, onde a intensidade de Treponemas, era maior.
Este fato foi observado em R1, R2 e R3, mostrando mais uma vez importante papel de
interacdo bacteriana.

Outro agente encontrado nesse estudo pela técnica de sequenciamento de nova geracao
foram as bactérias do género Mycoplasma, estando presentes no centro, borda e pele
adjacente a lesdo. Sendo que na R1, em 11,3% das amostras teve uma propor¢do maior
do que 30% em relagdo ao numero total de bactérias encontradas, ja na R2 em 8,3% e na
regido 3 as bactérias foram encontradas em propor¢ées menores a 30% ao numero total
de bactérias encontradas (Fig.12), podendo estar envolvido na patogénese da doenca uma
vez que Mycoplasmas sdo bactérias extracelulares com afinidade pelas mucosas, onde
vivem como comensais ou patdgenos. Krull et al. (2014) levantaram a hipotese de que
Mycoplasma pode ter importancia na transicao de lesdes iniciais para lesbes ativas (M2),
embora seus fatores de viruléncia ainda ndo estdo elucidados na literatura. Atualmente
outros quatro estudos também encontraram essa bactéria em lesdes de DD, sendo eles
Krull et al. (2014), Nielsen et al. (2016). Os outros trabalhos que encontram Mycoplasma
foram realizados no Brasil, onde Andrade (2017) encontrou 85,7% das lesbes com a
presenca dessa bactéria e Moreira (2017) descreveu em 28% das amostras avaliadas.

Sendo assim, mais estudos séo necessarios para elucidar seu mecanismo na DD.

As bactérias Corynebacterium, Alloicoccus e Helcococcus foram ambas encontradas em
baixa prevaléncia nos trés pontos de estudo, possivelmente esses agentes e a hipotese €
que sdo oportunistas, e colonizam o tecido lesionado. Tais agentes quando encontrados,

foram observados em baixa prevaléncia em outros estudos como Zinicola et al. (2015).
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Ao avaliar as amostras em probes V3 e V4 (especificas para bactérias do género
Treponema) foi possivel identificar a espécie em 98,7% das leituras, sendo encontrado
em todas as regides Treponemas ainda néo cultivados e néo classificados pela literatura.
Os filotipos com maior frequéncia foram T. phagedenis,67,5% na R1,67,3% na R2 e
62,18% na R3. T. pedis, T. refringes e T. médium, como demonstrado na Fig.14.
Avaliando os diferentes tipos de Treponema nas regides estudas pode-se perceber que 0
comportamento dos filotipos de Treponema ¢é semelhante. Possivelmente esse filotipos
s&o os principais envolvidos na DD, esse foi o primeiro estudo a utilizar o sequenciamneto
de nova geragdo em diferentes partes da lesdo de DD, mostrando mais uma vez a
importancia desse genero na patogénese da doenca e que mais trabalhos dessa maginitude
devem ser realizados. Zinicola et al. (2015), encontraram que os prinicipais filotipos
presente em lesdes de DD foram: T. Phagedenis, T. Refringens, T. Medium, T. Pedis, T.

Zuelzerae.
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Figura 14. Treponemas encontradas nas lesbes de Dermatite Digital pela técnica de sequenciamento de
nova geragdo com as probes V3 e V4 em diferentes regides, sendo R1 (centro da lesdo), R2 (borda da leséo)
e R3 (pele adjacente a lesdo).

A analise de componente principal (Fig.15), mostra visivelmente que as trés regides se
relacionam, ou seja, observou-se a presenca de todos os agentes estudados em todas as
partes da lesdo, entretanto algumas variaveis se correlacionam entre si, tanto em R1, como
em R2 e R3, tais como: helcococcus (s2h), Treponema refringens (s2r), Treponema (s1t),
alloiococcus (s1l) formam um grupo de variaveis correlacionadas positivamente entre si
e correlacionadas negativamente com o grupo formado pelas variaveis prevotella (s1r),

bacteroides (s1b), anaerococcus (sla), porphyromonas (slp). As variaveis treponema
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medium (s2m), murdochiella (slm), fusobacterium (s1f), treponema zuelzerae (s2z),
Treponema pedis (s2p), sphaerochaeta globosa (s2s), escores 3 da epiderme (hep) e),
escores 3 da derme (hid) formam outro grupo de varidveis positivamente correlacionadas
entre si, reforcando a hipdtese de que os Treponemas sdo 0s principais agentes envolvidos
na partogénese da doenca, e negativamente associadas ao grupo formado pelas variaveis
dichelobacter (s1d), corynebacterium (slc) e mycoplasma (sly), além de mostrar que
essas bactérias sdo capazes de levar maiores injlrias aos tecidos, como severa proliferagdo
epidermal e elevada proliferagdo inflamatdria, possivelmente essa associacdo esta
relacionada aos fatores de viruléncia do Treponema, tais como producado de adesinas e de
enzimas proteoliticas e colagenoliticas que causam penetracdo, danificacdo e destruicdo
tecidual, gerando assim injarias celulares (Losinger et al, 2006). Esses achados
demonstram que o centro da lesdo, borda e pele adjacente a lesdo sdo areas comuns em

relacdo a agentes e achados histologicos para as trés regides estudadas.
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Figura 15. Analise de componente principal de agentes bacterianos e achados histologicos em diferentes
regifes R1 (centro da lesdo), R2 (borda da lesdo) e R3 (borda adjacente a leséo) regides R1 (centro da
lesdo), R2 (borda da leséo) e R3 (borda adjacente a leséo)

6. CONSIDERACOES FINAIS

A prevaléncia da DD encontrada neste estudo foi de 29,3%. Alguns fatores de risco estdo
envolvidos para que obtivesse esse resultado como: movimentagdo dos animais entre
fazendas, fatores climaticos, ambientais e nutricionais e aumento da densidade animal,
sendo necessario a realizacdo de estudos para avaliar a relacdo de tais fatores com os
agentes envolvidos na doenga. Os resultados encontrados mostram que a DD é uma
doenca polibacteriana. As bactérias do género Treponema parecem ser as mais
importantes em sua etiologia, com presenca de varios filotipos, o que a caracteriza como
* multitreponemal’. Além dos Treponemas, outras bacterias como D. nodosus, F.
necrophorum, Phorphyromonas e Mycoplasma foram encontradas em intensidade
variadas entre as regides e os métodos de diagndstico utilizados. A histologia caracteriza
as lesbes com aumento de resposta inflamatdria principalmente no centro e borda da lesdo
associado a mudancas epiteliais. Possivelmente o sinergismo de Treponema e P. levii
penetram o tecido afim de iniciar a doenca necessitando de maiores interagdes com as
demais bactérias para o desenvolvimento da lesdo tais como F.necrophurum e D.
nodosus, sendo importante mais estudos para elucidar o real papel de cada bactéria na
etiologia da DD. Pelo fato de existirem nichos bacterianos, possivelmente existe uma
relacdo entre alguns agentes, como foi encontrado um perfil bacteriano semelhante na R1,
R2 e R3, com excecdo na frequéncia de Treponemas, alguns fatores de risco podem estar
associados a isso como a presenca dessas bactérias na pele integra dos animais e a
associacgdo de fatores que diminuem a resisténcia do tecido local oriundos dos agentes ou

do préprio ambiente.

7.CONCLUSOES

A etiologia da DD ¢ “polimicrobiana e multitreponemal”. As bactérias do género
Treponema sdo as mais frequentes e mais profundas nas trés regides estudadas. P. Levii

estiveram presentes em 100% das amostras na parte superficial das lesdes.
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