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1. RESUMO

O objetivo foi detectar e comparar as les6es histologicas na juncao derme-epiderme do casco de
vacas de aptiddo leiteira com e sem sinais clinicos de laminite. 39 vacas de aptiddo leiteira de
descarte provenientes de um mesmo rebanho foram classificadas em trés grupos: sem sinais
clinicos de laminite e sem claudicagdo (G1), com linhas de estresse e outras lesdes associadas a
laminite, porém sem (G2) e com (G3) claudicagdo. Amostras do casco obtidas na ocasido do
abate foram fixadas em formol (48h) e inclusas em parafina. Cortes histolégicos de 5um foram
obtidos, corados (pelas técnicas de H&E e PAS) e examinados ao microscopio de luz.
Congestdo, hemorragia, infiltrado inflamatério, irregularidades na membrana basal (MB) e
alteracdes na morfologia das células epidermais foram avaliadas semiquantitativamente por
meio de escores. Para isso, 0s cortes das regies solear, axial e dorsal foram avaliados as cegas
pelo mesmo pesquisador. Os escores das lesdes nas diferentes regibes do casco dentro do
mesmo grupo e nos diferentes grupos para cada regido do casco foram comparados usando
analises ndo paramétricas (P<0,05). Algum grau de infiltrado inflamatério foi detectado em
todas as regides do casco nos trés grupos. Entre as regibes, verificaram-se diferencas apenas na
congestdo em G1 (solear > axial e dorsal) e na hemorragia em G3 (solear > axial). Entre grupos,
nao houve diferencas estatisticas para nenhuma das variaveis estudadas, exceto para hemorragia
na derme solear (G3>G1 e G2) e na derme dorsal (G3>G1). Vacas sem sinais clinicos de
laminite (G1) apresentaram indices de inflamac&o e alteragdo de células epidermais semelhantes
aos dos grupos com sinais de laminite. Inflamagdo generalizada da juncdo derme-epiderme
associada a alteracdo das células epidermais foi um achado comum nas vacas estudadas, mesmo
em unhas que ndo apresentaram linhas de estresse ou outros sinais clinicos de laminite. Esses
achados indicam que a infiltracdo leucocitaria ocorre em toda a jun¢do derme-epiderme do
casco mesmo em animais que ndo apresentam sinais clinicos de laminite em bovinos de aptiddo
leiteira.

Palavras-chave: bovino, vaca de aptiddo leiteira, podologia, casco, problemas de casco,
laminite, juncdo derme-epiderme
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2. ABSTRACT

To detect and compare histopathological lesions in the dermo-epidermal junction of dairy cows
with and without signs of laminitis. 39 cows from the same herd were classified in three groups:
without any evident sign of laminitis and lameness (G1), and with hoof stress lines and other
signs associated to laminitis and without (G2) and with (G3) lameness. Hoof samples were
taken at slaughter, formalin fixed (24 h) and paraffin-embedded as usual. 5-um tissue sections
were stained (H&E and PAS) and examined under light microscope. Congestion, hemorrhage
and inflammatory cell accumulation in the dermis, irregularities in the basal membrane (BM)
and alterations in the morphology of the epidermal cells were investigated for semiquantitative
tissue evaluation. Individual tissue sections from the solar, axial and dorsal regions were blindly
scored by the same researcher. Different regions within the same group and different groups
within the same region were compared using on ranks analysis of variance (P<0.05). Signs of
inflammation were detected in all regions of hoof in cows from the three groups. Within tissues,
differences were seen only in congestion in G1 (solear > axial e dorsal) and in hemorrhage in
G3 (solear > axial). Within groups, differences were not detected except by hemorrhage in the
solear dermis (G3>G1 e G2) and in the dorsal dermis (G3>G1). Despite no clinical signs of
laminitis, G1 cows presented the same level of lamellar inflammation and epidermal
degradation compared to clinical laminitic groups. Generalizated dermal-epidermal junction
inflammation and epidermal changes were a common finding in studied dairy cows even in
those without clinical signs of laminitis. These findings indicates that the clinical signs of
laminitis in dairy cows occurs subsequently to leukocyte infiltration and vascular fragility of the
whole hoof dermal-epidermal junction.

Key-words: bovine, dairy cattle, podiatry, claw, hoof diseases, laminitis, dermo- epidermal
junction
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3. INTRODUCAO

Estima-se que as perdas econdmicas
causadas por claudicagcbes em vacas
leiteiras s6 sd0 menores que 0S prejuizos
causados por mastites e doencas do trato
reprodutivo (VERMUNT e GREENOUGH,
1995; GREENOUGH,  2007). As
claudicacBGes interferem diretamente na
producédo de leite, causando perda estimada
de 20% da lactacdo em casos graves, e
exercem efeitos diretos sobre a reproducao
na medida em que reduzem a manifestacao
de cio e a taxa de concepgédo (FERREIRA,
2003).

A laminite é considerada a principal causa
de claudicacio em bovinos leiteiros
(NOCEK, 1997). Caracterizada pela
inflamacdo das laminas do casco, resulta
em varias alteracdes no tecido corneo que,
por um lado causam claudicacdo e por
outro, predispdem o animal a outras
deformac@es do casco que podem agravar a
claudicacdo. Assim, a laminite tem sido
relatada como desencadeante de varias
outras lesdes no casco como afecgdes da
sola (hemorragia e Ulcera) e da linha branca
(alargamento, hemorragia, infeccdo,
abscessos) (GREENOUGH, 2007).

Acredita-se que a laminite seja uma doenca
de origem multifatorial sistémica com
manifestacdo local no digito. Doencas
sisttmicas como mastite, endometrite e
acetonemia sdo apontadas como potenciais
desencadeadoras de laminite (VERMUNT e
GREENOUGH, 1994). Contudo, o
principal fator causal da doenca é a acidose
ruminal, provocada pela ingestdo de
guantidade excessiva de carboidratos
(SHEARER, 2006).

Ainda ndo se conhece exatamente qual fator
determina o aparecimento da inflamacéo no
tecido lamelar, bem como a extensdo dessa
inflamacdo em outras estruturas do casco

tanto em bovinos (THOEFNER et al.,
2005) como em equinos (LINFORD, 2006),
outra espécie em que a laminite tem grande
importancia clinica e econdmica. Nas duas
espécies, varios estudos vem sendo
conduzidos para tentar determinar fatores
desencadeantes da laminite. Entretanto
esses estudos estdo mais avancados em
equinos, onde varios modelos de inducéo de
laminite foram desenvolvidos.

Baseado nesses estudos, hoje existem trés
principais teorias sobre a fisiopatologia
dessa afeccdo, a isquémica, a toxico-
enzimatica e a da sindrome da resposta
inflamatdria sistémica (SIRS). Pela teoria
isquémica, o processo se inicia por meio de
alteracGes circulatorias no casco que
prejudicariam a nutricdo das células
dermais e epidermais promovendo morte
celular e  subsequente  inflamacao
(NICOLLETTI, 2004). Na teoria toxico-
enzimatica, o dano tecidual inicial
envolvendo a membrana basal da juncao
derme-epiderme seria promovido pela
ativacdo de proteinases da  matrix
extracelular  diretamente por  toxinas
bacterianas (POLLITT, 2007; POLLITT e
VISSER, 2010). J& na teoria da SIRS,
acredita-se que 0 processo se inicia
diretamente pela resposta inflamatéria do
digito ocorrida em resposta ao processo
inflamatério sistémico (BELKNAP, 2009).
Por esta teoria, a migracdo leucocitéria
pelos tecidos do casco seria a principal
promotora das lesbes teciduais.

Atualmente em bovinos, a teoria isquémica
tem sido a mais aceita, pois acredita-se que
a acidose ruminal provoca a liberacdo de
substancias  vasoativas ha  corrente
circulatdria, causando alteracGes vasculares
no coério digital e levando a laminite
(NICOLLETTI, 2004). Em virtude das
alteracdes vasculares que reduzem o aporte
de nutrientes e oxigénio para a camada de
células vivas da epiderme, as fases de
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proliferacdo e diferenciacdo das células
epidermais ficam comprometidas
resultando em formacdo de estrato cérneo
macio e de baixa qualidade. Assim, tem
sido sugerida a substituicdo da terminologia
laminite, pela expressdo disfuncdo do
estrato corneo da unha (do inglés: “claw
horn disruption” - CHD) (SHEARER,
2006).

Contudo, em equinos, varios estudos tém
falhado ao tentar provar que a isquemia
seria o principal fator desencadeante (VAN
EPS e POLLITT, 2006). Também em
equinos, ha controvérsias sobre o processo
inflamatorio. N&o se conhece se a
inflamacdo é causa ou consequéncia das
alteracbes morfofuncionais na juncao
derme-epiderme do casco (FALEIROS et
al., 2009).

De acordo com a teoria da SIRS, a
inflamacéo do tecido laminar do casco nao
é consequéncia das alteracdes
morfofuncionais, mas sim a causa delas, em
virtude da presenga de  processos
inflamatodrios sistémicos. Ainda, de acordo
com esta teoria, acredita-se que as células
epiteliais do casco sejam das primeiras
células a serem afetadas pelos processos
inflamatorios sistémicos da SIRS, a
semelhanca do que ocorre no pulmdo, rim e
figado de humanos com sepsis (BELKNAP,
2009).

Estudos demonstraram que na sepsis em
humanos, ocorre faléncia maltipla de
Orgdos  subsequente  aos  processos
inflamatdrios sistémicos. Dentre os 6rgados
afetados estdo pulmdo, rim, figado e
intestino (BROWN et al.,, 2006). Em
equinos estudos recentes demonstraram
indicios de processos semelhantes. Foi
demonstrada inflamacdo no pulmao de
cavalos ap6s injaria de isquemia e
reperfusdo no célon menor (FALEIROS et
al., 2008).

Frente a controvérsia entre 0s autores que
acreditam que a laminite em bovinos resulta

de um processo circulatorio, sem que
necessariamente haja insulto inflamatorio
inicial, e os recentes achados em equinos
demonstrando envolvimento precoce de
mediadores e células inflamatorias na
laminite, o objetivo deste trabalho foi
investigar  indicios  histoldgicos  de
inflamagéo e danos teciduais no casco de
bovinos de aptiddo leiteira procurando
similaridades com a espécie equina quanto
ao envolvimento dos processos
inflamatdrios locais.

4. OBJETIVOS

Fazer um levantamento epidemiolégico das
alteracOes de casco relacionadas a laminite
em vacas de aptidao leiteira de descarte.

Detectar e comparar lesdes histoldgicas na
juncdo derme-epiderme das regibes solear,
axial e dorsal do casco de vacas de aptiddo
leiteira de descarte com e sem sinais
clinicos de laminite.

5. REVISAO DE LITERATURA

5.1 Importancia econbmica da
claudicacdo e da laminite em rebanhos
leiteiros

A incidéncia de doencas que causam
claudicacdo em bovinos leiteiros aumentou
nos ultimos anos de tal modo que
atualmente a claudicacdo é considerada um
dos principais problemas na bovinocultura
leiteira (BLOWEY, 2008).

Estima-se que as perdas econdmicas
causadas por claudicagbes em vacas
leiteiras sO sdo0 menores que 0S prejuizos
causados por mastites e doencgas do trato
reprodutivo (VERMUNT e GREENOUGH,
1995; GREENOUGH, 2007). As
claudicagdes interferem diretamente na
producdo de leite, causando perda estimada
de 20% da lactacdo em casos graves, e
exercem efeitos diretos sobre a reproducédo
na medida em que reduzem a manifestagao
de cio e a taxa de concepcdo (FERREIRA
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2003). Vacas claudicantes apresentaram
redugdo média na producdo de leite de
1,5kg/dia durante duas semanas apés o
diagndstico e tratamento da claudicagdo. O
baixo consumo de alimentos em virtude da
dor e relutdncia a movimentacdo foram
implicados nesta redugdo (WARNICK et
al., 2001).

A laminite subclinica é um importante fator
causal das claudicagbes (VERMUNT e
GREENOUGH 1995), sendo responsavel
por 62% delas em bovinos leiteiros
(NOCEK 1997).

Exemplificando a dimensdo das perdas
econdmicas, no Brasil, registrou-se custo de
52,69 doblares/animal com tratamento de
lesbes podais variadas (SOUZA et al.,
2005). Ja com o tratamento de animais com
sequelas de laminite, registrou-se custo de
44,68 dolares/animal totalizando um gasto
de 5.005,23 dolares por ano, em um
rebanho de 112 animais tratados,
(FERREIRA, 2003) portanto  um
substancial impacto econémico negativo.

5.2 Incidéncia e prevaléncia de
claudicacdes

A incidéncia de claudicacdo foi crescente
nos Ultimos anos. Dados britanicos
mostram a evolucdo das taxas de incidéncia
em rebanhos leiteiros: 4% em 1960, 11%
em 1977, 25% em 1983, 54,6% em 1996 e
68,9% em 2000 (BLOWEY, 2008).

Estudos de incidéncia de claudicacdo ndo
sdo muito comuns no Brasil, contudo,
recentemente, em animais mantidos sob
regime de confinamento (“free-stall”) na
bacia leiteira de Minas Gerais, foi
registrada incidéncia anual de 122%. Tal
achado indica ndo s6 que 100% dos animais
foram acometidos, mas ainda, que 22%
deles foram afetados mais de uma vez
durante 0 ano por episodios de claudicacdo
(FERREIRA, 2003). Quanto a prevaléncia,
em animais confinados foram registradas
taxas de 7,9% (MOLINA et al.,, 1999),

22,2% (NICOLLETTI, 2001) e 29%
(FERREIRA, 2003). Em animais criados
em regime semi-extensivo registrou-se
prevaléncia de 29,67% de claudicagéo
(SILVA et al., 2001).

No Chile, em rebanhos mantidos sob
condicbes extensivas com ou sem
estabulagdo no inverno, foi encontrada
prevaléncia de claudicagéo de 28,7% e 32%
respectivamente (FLOR e TADICH, 2008).

Portanto, esses dados sinalizam a
magnitude do problema que se torhou a
claudicacdo em rebanhos leiteiros no Brasil
e no mundo na atualidade.

5.3 Prevaléncia de lesGes causadas por
laminite

As lesBes causadas por laminite apresentam
elevada prevaléncia nos sistemas de
producdo na atualidade. Em vacas criadas
em sistema  “free-stall” as  lesdes
secundarias a laminite como abscessos de
sola/taldo e doenga da linha branca foram
responsaveis por 68,02% das claudicactes
(FERREIRA, 2003). Em outro estudo, o
levantamento de lesdes em vacas lactantes
confinadas, registrou gque as lesGes podais
mais prevalentes foram erosdo de taldo
(100%), estrias horizontais (98,9%), doenca
de linha branca (82,2%), hemorragia de sola
(78,9%), casco em tesoura (37,8%) e
hemorragia de linha branca (35,6%). Com
excecdo da erosdo de taldo, a elevada
prevaléncia destas lesbes pressupbe a
ocorréncia  de laminite  subclinica,
especialmente levando em consideracédo as
condigdes de confinamento a que o0s
animais foram submetidos (POZZATTI et
al., 2009).

A laminite subclinica é uma condicdo
atribuida & tecnificagdo dos rebanhos,
presente em condigdes mais intensivas de
criagdo. Contudo, mesmo em condigOes
extensivas, foram diagnosticadas altas
prevaléncias de lesGes associadas com a
presenca de laminite, quais foram: doenca
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de linha branca (54,9%), hemorragia de sola
(52,7%), Ulcera de sola (30,6%) e sola
dupla (21,4%) (FLOR e TADICH, 2008).
Quando, em condicdes de criacdo
extensiva, a prevaléncia de lesdes
associadas a laminite é baixa, tal fato é
atribuido a ingestdo de fibras em quantidade
suficiente para promover o tamponamento
ruminal, reduzindo assim o0s riscos de
acidose e laminite (SILVEIRA et al., 2009).

5.4 Prevaléncia de demais afecches
podais

Além das lesdes causadas por laminite, as
lesdes infecciosas dos digitos ocupam
posicdo de destaque entre as afeccles
podais nos rebanhos. Foram encontradas
prevaléncias de 44% e 41,1% para
dermatite digital e 26% e 6,7% para
dermatite interdigital em vacas confinadas
nos estudos de FERREIRA (2003) e
POZZATTI et al (2009) respectivamente.
Em regime semi-extensivo, as lesfes podais
encontradas foram principalmente as de
natureza infecciosa como dermatite digital
(24,36%), dermatite verrucosa (14,53%) e
pododermatite necrosante (13,68%)
(SILVA et al., 2001). Em regime extensivo,
a prevaléncia de dermatite digital, dermatite
interdigital ou hiperplasia interdigital,
agrupadas, variou de 30,59% apds o
periodo chuvoso e 32,85 ap6s o periodo
seco. Ja em animais criados sob regime
semi-intensivo, essas prevaléncias foram de
15,45% apds o periodo chuvoso e 31,15%
apos o periodo seco (MAUCHLE et al.,
2008). Esses dados revelam a importancia
deste tipo de lesdo nos sistemas de
producdo leiteira atualmente no Brasil.

Nos Estados Unidos, a dermatite digital foi
a principal causa de claudicacdo estando
implicada em 50,5% dos casos. LesOes
associadas a laminite como Ulcera e
abscesso de sola estiveram implicadas em
20,1% e 11,1% respectivamente dos casos
de claudicagdo (WARNICK et al., 2001).
Logo, pode-se inferir que a laminite e a

dermatite digital sdo as principais causas de
claudicacdo em rebanhos leiteiros na
atualidade.

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 comparagao
com a situagdo de outros paises pode ser
atribuida as condicbes de criacdo de
bovinos leiteiros naquele pais,
predominantemente extensiva com 0S
animais a pasto. Neste sistema é reduzida a
exposicdo dos animais as condigdes de
acumulo de umidade e sujidades (FLOR e
TADICH 2008), considerados fatores
predisponentes para as lesbes podais
infecciosas (MAUCHLE, 2001).

Medidas de biosseguridade como a
realizacdo de quarentena e a higienizagdo
dos caminh@es que transportam animais sao
consideradas de relevante importancia para
o controle das lesdes infecciosas dos
digitos, embora esta ndo seja uma pratica
frequente nas propriedades (SILVA et al.,
2001).

Dada a magnitude da ocorréncia de lesdes
digitais infecciosas em bovinos, pode-se
considerar que no futuro préximo as
propriedades terdo que adotar medidas
especificas para o controle destas afeccdes.
Considera-se razoavel conviver com taxa de
incidéncia de claudicacdo de 7 a 10%
(NICOLETTI 2004) e reduzir a incidéncia
de claudicacdo para 14% é uma meta ainda
a ser alcancada em rebanhos leiteiros
(BLOWEY 2008).

Com isso observa-se que tanto nas
condigdes brasileiras como em outros
paises hd uma distancia significativa entre
os indices considerados aceitaveis para a
claudicacdo e as enfermidades digitais e 0s
indices realmente obtidos nos sistemas de
producdo leiteira. Isso porque embora o
conhecimento  sobre a  claudicacédo
aumentou nos ultimos anos a incidéncia ndo
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reduziu significativamente (BLOWEY,
2008).

5.5 Intensificagdo da producgdo e perdas
econbmicas

Varios fatores estdo implicados no aumento
da incidéncia de claudicacoes,
especialmente aqueles relacionados a
adocdo de tecnologias de producdo
intensiva com o objetivo de maximizar a
producdo dos animais. Dentre essas
tecnologias estdo o melhoramento genético,
a adocdo de sistemas de estabulacdo
permanente com pisos impermeabilizados,
0 aumento da densidade animal e as
praticas de nutricio. Como resultados
dessas novas tecnologias, exemplifica-se a
manutencdo dos animais em  pisos
impermeabilizados (NICOLETTI et al,
2001; FERREIRA, 2003) e a utilizacdo de
racas européias (MOLINA et al., 1999).
Como exemplo de seus efeitos, o
confinamento é um fator predisponente para
erosdo de taldo e dermatite digital
(VERMUNT e GREENOUGH, 1995).

As perdas econbmicas em virtude das
afeccOes podais sdo devidas ao descarte
prematuro de animais (geralmente 0s
animais mais produtivos e de maior valor
zootécnico), queda na producdo de leite,
custos com tratamentos, aumento do
periodo de servico e reducdo da fertilidade
(MOLINA et al., 1999; FERREIRA, 2003;
SILVA et al., 2004). Além disso, alteracdes
de salde como emagrecimento, anestro
prolongado, diminuicdo na producdo de
leite e deficiéncias nutricionais foram
relatadas em vacas com lesdes podais
graves e claudicagdo (SILVEIRA et al.,
2009).

LesGes e caracteristicas estruturais das
unhas do casco estdo significativamente
associadas com longevidade dentre outros
parametros (VERMUNT e GREENOUGH,
1995). Uma das causas de prejuizo
financeiro em animais com claudicacéo é o
descarte prematuro (FERREIRA, 2003),

relacionado com reducéo da longevidade do
animal.

As afeccdes podais afetam
significativamente o bem-estar animal em
virtude da dor e desconforto que provocam
(VERMUNT e GREENOUG, 1995;
BLOWEY, 2008), prejudicando inclusive a
ingestdo de alimentos pela relutancia dos
animais em se locomoverem (WARNICK
et al., 2001).

5.6 Fatores predisponentes para lesbes
podais

O ntmero de lesdes podais aumenta com 0
nimero de partos e com a idade da vaca
(NICOLETTI et al, 2001). Animais
confinados apresentaram aumento da
prevaléncia de lesGes podais quanto maior a
idade, sendo 23% até 4 anos , 26% de 4-6
anos e 37% com idade maior que 6 anos
(MOLINA et al., 1999).

O estagio de lactacdo também interfere no
surgimento de lesdes. Vacas em estagio
inicial de lactacdo (até 3 meses) apresentam
mais lesdes quando comparadas com vacas
em estagio intermediario (3-6 meses) ou
final de lactacdo (mais que 6 meses)
(MOLINA et al., 1999). Em sistema semi-
extensivo, houve maior prevaléncia de
afeccdes podais na faixa etaria de 3-4 anos
guando 42,38% dos animais foram
acometidos, contra 5,26% até 3 anos, 13,9%
de 4-6 anos e 7,91% apds 6 anos (SILVA et
al., 2001). Possivelmente ndo s6 a idade
exerce influéncia na ocorréncia das lesoes,
mas seu efeito € concomitante as
caracteristicas de manejo e se relacionam
com a produtividade do animal em cada
faixa etéria.

Alta producdo de leite é um fator
predisponente para as claudicacdes, ja que
0S animais mais produtivos permanecem
mais tempo no rebanho, aumentando a
chance de terem algum episédio de
claudicacdo (WARNICK et al., 2001).
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O sistema de producdo interfere na
prevaléncia de lesdes. Verificou-se que o
namero de leses podais em vacas mantidas
em sistema “tie-stall” foi maior que
naquelas mantidas em “free-stall”, sendo
que, especificamente quanto as lesdes por
laminite subclinica, a prevaléncia foi maior
no sistema “tie-stall”. Este sistema foi
considerado mais desfavoravel a satde dos
digitos. Apesar das diferencas entre os
sistemas, podem ocorrer variagdes entre
fazendas que adotam um mesmo sistema
(NICOLETTI et al., 2001).

Outro fator que interfere na prevaléncia de
lesBes podais € a sazonalidade. Verificou-se
que as lesdes podais diminuiram no periodo
Seco em animais criados extensivamente,
contudo, ocorreu aumento da prevaléncia da
maioria das lesdes no mesmo periodo em
animais criados no regime semi-intensivo.
Assim, pode-se inferir que existe o efeito da
sazonalidade, porém, combinado com o
efeito do sistema de manejo adotado
(MAUCHLE et al., 2008).

Outros fatores predisponentes para as
enfermidades digitais sdo: mudangas
bruscas na alimentagdo, traumatismos,
elevada umidade e higiene precéria nas
instalacGes, falta de critério na aquisicdo e
introducdo dos animais nas propriedades,
uso de pisos irregulares e abrasivos,
promiscuidade entre bovinos doentes e
sadios, auséncia de quarentena, Uuso
incorreto ou a ndo utilizacdo do pedilavio e
auséncia de casgueamento preventivo
(SILVA et al., 2004; SOUZA et al., 2002).

A presenga de solos pedregosos, pisos
irregulares nos estabulos e higienizacdo
deficiente interferem diretamente na
manutencdo do equilibrio entre o desgaste e
0 crescimento dos cascos (SILVA et al.,
2001). Danos mecanicos causados aos
animais ao  percorrerem  superficies
abrasivas e a auséncia de casqueamento
preventivo contribuem para o surgimento
de lesbes (FLOR e TADICH 2008) e 0 ndo

uso de quarentena nas propriedades exerce
um efeito sobre a prevaléncia de doencas
infecciosas dos digitos (SILVA et al,
2001).

5.7 Anatomia dos digitos do bovino

As extremidades distais dos membros
toracicos e pélvicos sdo conhecidas como
maos e pés respectivamente, e sdo formadas
pela extremidade expandida dos 0ssos
metacarpo e metatarso, os dois digitos
principais e os dois digitos rudimentares
(DYSON, 2004).

O orgao digital é constituido pelos digitos
principais (Il e 1V) e pelos digitos
rudimentares (Il e V). Os digitos se
apresentam envoltos por pele, formando
uma estrutura Unica até os cascos quando
ocorre sua separacdo pela fenda interdigital
(DYSON, 2004). Cada digito é formado
pelas falanges proximal, média e distal e
pelos ossos sesamoides proximal e distal
(GREENOUGH, 2007). O casco € definido
como o envoltério epidérmico modificado
da extremidade do membro sendo que no
bovino, ele é bipartido, uma vez que os
digitos 1ll e IV sdo separados pela fenda
interdigital (DYSON, 2004). Em sentido
amplo, o casco representa a epiderme
modificada e todo o conteldo que ela
envolve: falange distal, parte distal da
falange média, osso sesaméide distal, corio,
bolsa podotroclear, ligamentos articulares,
insercdo dos ligamentos dos tendGes
flexores e extensores e articulagdo
interfalangeana distal. (DYSON, 2004;
NICOLETTI, 2004; FERREIRA et al.,
2005).

5.8 Histologia da epiderme e derme do
casco

De modo geral, a epiderme no organismo
do animal é constituida de 85% de
gueratindcitos e 15% de ndo-queratinécitos,
dentre os quais, melandcitos, células de
Langerhans e células de Merkel (KONIG E
LIEBICH, 2004). Nao foram encontradas
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na literatura consultada referéncias sobre a
presenca de ndo-queratindcitos na epiderme
do casco, de modo, que ndo se sabe se eles
ndo existem de fato, ou se apenas ndo foram
investigados.

A epiderme superficial do casco é formada
de queratindcitos (células epidermais) que,
na regido da sola se apresentam dispostos
ao longo dos estratos basal, espinhoso,
granuloso e cérneo (KONIG E LIEBICH,
2004).

As células epidermais sofrem trés processos
biologicos ao longo do seu ciclo celular
quais sejam proliferacdo, diferenciagdo ou
queratinizacdo e  corneificacdo. Na
proliferacdo as células sofrem sucessivas
mitoses aumentando sua populacdo. Na
diferenciacdo elas se diferenciam em
queratindcitos e iniciam a sintese de
queratina e cemento intercelular
(GREENOUGH, 2007; VAN AMSTEL e
SHEARER, 2006). A corneificacdo é o
estagio final da diferenciacdo e caracteriza-
se pela formacdo de células corneificadas e
mortas, com forte adesdo intercelular
(GREENOUGH, 2007). Nesta fase,
morfologicamente 0s queratinécitos se
tornam grandes, cubicos e o conteldo
intracelular é substituido por queratina.
Assim, a diferenciacdo dos queratindcitos
da origem a camada cérnea (VAN
AMSTEL e SHEARER, 2006). A
substituicdo completa de cada geracdo de
células vivas da epiderme ocorre em
aproximadamente 20 a 30 dias (KONIG E
LIEBICH, 2004) e depende da difusdo de
nutrientes através da derme (LISCHER e
OSSENT, 2002; KONIG E LIEBICH,
2004, GREENOUGH, 2007). Falhas no
suprimento vascular da derme prejudica a
difusdo de nutrientes para a epiderme,
causando redugdo na qualidade do tecido
corneo formado (KONIG E LIEBICH,
2004).

Durante 0 processo de queratinizacdo, a
queratina sintetizada forma o citoesqueleto

da célula e se liga aos desmossomos para
estabilizar as forcas sobre as células, ao
mesmo  tempo que mantém  sua
flexibilidade. Deste modo, a forte coeséo
intercelular entre as células epidermais
diferenciadas é atribuida aos desmossomos
e a matriz de cemento intercelular
(GREENOUGH, 2007) rico em lipideos
(VAN AMSTEL e SHEARER, 2006). A
presenca de lipideos no cemento
intercelular confere ao estrato corneo uma
condicio  de  impermeabilidade  as
substancias sollveis em agua, contudo,
substancias soliveis em lipideos podem
facilmente penetrar a epiderme. O acumulo
de matéria organica nos estabulos contribui
para reduzir a qualidade do tecido corneo,
pois a uréia destroi a queratina das células
corneificadas (KONIG E LIEBICH, 2004).

Na regido parietal do casco, a epiderme se
apresenta disposta na forma de lamelas
epidérmicas paralelamente ordenadas, as
quais recebem projecdes da derme, as
lamelas dérmicas, que se intercalam entre
as anteriores. Cada lamela epidérmica
apresenta em seu centro um eixo
queratinizado, 0 que caracteriza a estrutura
lamelar corneificada. (KONIG E LIEBICH,
2004).

A lamina epidérmica € responsavel pela
transmissdo de forcas nos deslocamentos
para a falange distal, sendo por isto
considerada um portador da falange distal.
No equino, as laminas epidérmicas
suportam a maior parte do peso do animal,
contudo, no bovino, esta fungdo é
compartilhada pela sola e parte do coxim
digital, que suportam aproximadamente 40
a 60% da carga (KONIG E LIEBICH,
2004).

Quanto ao crescimento do estrato coérneo, a
pressdo exercida sobre a sola constitui-se
num estimulo para a proliferacdo de células
da camada basal e assim, novo estrato
corneo é formado. Por outro lado, o
adelgacamento  do  estrato  coOrneo
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naturalmente aumenta a pressdo sobre as
células da camada basal, constituindo-se
novo estimulo para mais producdo de
estrato corneo. Assim, através deste
mecanismo de retroalimentacdo, é mantida
a producdo de estrato corneo saudavel nos
bovinos. Na regido da parede do casco, ao
invés de forcas de pressdo, as forgcas de
tensdo regulam o estimulo para a formacéo
de estrato corneo (GREENOUGH, 2007). O
estrato corneo da parede é formado pelo
corio coronario e desliza distalmente sobre
e entre as laminas (DYCE, 2004).

A epiderme do casco € sustentada por um
componente dermal, a derme ou cério do
casco, também chamado de pododerma. A
estrutura do estrato cérneo é diferente para
cada regido dos coérios, que sdo de quatro
tipos: cario peridplico, coronario, laminar e
solear. O cério perioplico situa-se abaixo da
juncdo entre pele e estrato cérneo e se
estende até os taldes. O corio laminar situa-
se sob as laminas da parede. O cério
coronario encontra-se entre 0 corio
peridplico e o corio laminar. O corio solear
localiza-se na superficie solear entre a linha
branca e o cério peridplico (VAN AMSTEL
e SHEARER, 2006). A linha branca (ou
zona alba) é uma estrutura constituida de
estrato clrneo situada entre a parede do
casco e a sola, produzida pelas células
epidermais das laminas epidermais e
representa a zona de unido entre 0s corios
laminar e solear (MULLING, 2002;
KONIG E LIEBICH, 2004). A dureza de
seu tecido corneo é somente 20% da dureza
da parede (GREENOUGH, 2007).

A derme ou corio é formada de tecido
conjuntivo conectivo altamente
vascularizado e inervado (SHEARER,
2006) constituido de fibras colagenas e
elasticas que se dispdem formando uma
densa rede com  capacidade de
tracionamento (KONIG E LIEBICH, 2004).
Na regido da sola, a derme apresenta
projecdes chamadas papilas dérmicas, que
se projetam em direcdo a epiderme,

aumentando sua superficie de contato com
0 epitélio. Disto resulta a facilitacdo da
difusdo de nutrientes da derme para a
epiderme e ainda, o aumento do mecanismo
de coesdo na jungdo derme-epiderme. Na
regido parietal do casco, as projegoes
dérmicas originam as lamelas dérmicas, que
se intercalam entre as lamelas epidérmicas.
(KONIG E LIEBICH, 2004). Ao contrario
do que ocorre no equino, em bovinos a
formacédo de shunts arteriovenosos no corio
ndio é comum (VAN AMSTEL e
SHEARER, 2006), porém ocorrem no
mecanismo da fisiopatologia da laminite
(LISCHER e OSSENT, 2002).

A epiderme em todas as regides do casco
encontra-se separada da derme pela
membrana basal. A membrana basal ¢
formada por trés camadas, ldminas densa,
rara e fibroreticular. A Iamina rara sustenta
as células epidermais da epiderme,
portanto, é a camada mais externa. A
lamina fibroreticular é formada por fibras
coladgenas que se conectam com as fibras
coldgenas da derme, logo, esta é a camada
mais interna. Esta camada é produzida
pelos fibroblastos da derme e é a parte
susceptivel a degradacdo por enzimas
metaloproteinases da matriz extracelular. A
lamina densa forma uma camada
eletrodensa situada entre as laminas rara e
fibroreticular. As laminas rara e densa séo
produzidas pela epiderme (GREENOUGH,
2007).

A membrana basal possui um papel
importante na regulacdo da proliferacéo e
diferenciagdo das células da epiderme. Ela
exerce funcdo de sustentagdo e orientacdo
para 0s queratindcitos durante esses
processos. Deste modo, danos a membrana
basal podem causar perda da organizagdo
da  epiderme, hiperproliferacio  ou
anormalidades no padrdo de crescimento
dos queratindcitos (VAN AMSTEL e
SHEARER, 2006). Exemplificando a
importancia da membrana basal, estimulos
mecénicos sobre o0 casco resultam na

22



ativacdo de fatores de crescimento como o
fator de crescimento epidermal (EGF) e
citocinas que, para se ligarem a seus
receptores especificos na camada basal,
migram através da membrana basal
(GREENOUGH, 2007). A membrana basal
é constituida por colagenos e glicoproteinas
como fibronectina, amildide P, entactina e
proteoglicanos, laminina (VAN AMSTEL e
SHEARER, 2006) e integrina (HENDRY et
al., 2003).

O tecido subcutdneo do casco é
representado pelo coxim digital, que se
localiza atras da falange distal e do tendao
flexor  profundo. Possui  constitui¢do
fibroadiposa, com funcéo de amortecimento
(DYCE, 2004). E importante destacar a
importancia do coxim digital e do corio
como estruturas de suporte do casco no
bovino. O coxim e o cério atuam como
importantes absorvedores do impacto do
peso do animal sobre a unha. Além disso, o
coxim  digital propicia  consideravel
mobilidade entre a falange distal e a capsula
cérnea. Em novilhas, a composicdo do
coxim digital é predominantemente tecido
conjuntivo e em vacas, aumenta a
guantidade de gordura. Contudo, o tecido
adiposo pode ser substituido por tecido
conjuntivo em caso de lesdes (LISCHER e
OSSENT, 2002).

O estojo cérneo do casco é subdivido em
regibes determinadas pelas caracteristicas
da corneificacdo em cada local
(GREENOUGH, 2007). Assim, ele é
dividido nas seguintes regides: perioplo ou
banda coronaria, parede corondria, regido
laminar, sola e bulbo.

O perioplo ou banda corondria constitui-se
de uma estreita faixa de 1,5cm de estrato
cérneo situado entre a parede coronaria e a
pele da quartela. Normalmente o perioplo
possui coloragdo mais clara em relacdo ao
restante do casco, porém, pode se
apresentar mais escurecido em alguns
animais por razfes desconhecidas. Esta é

uma regido rica em lipideos e alteracdes
nela podem sugerir problemas metabdlicos
(GREENOUGH, 2007).

A regido da parede coronaria corresponde a
epiderme corneificada, produzida sobre a
derme coronaria. A taxa de crescimento
desta regido € de aproximadamente 0,5 cm
por més, podendo sofrer variacOes
conforme estacdo do ano, idade do animal e
plano nutricional (GREENOUGH, 2007).

A regido laminar corresponde a regido da
parede que contém as laminas epidermais e
as lamina dermais, ambas produzidas sobre
0 coOrio laminar. Essas laminas se
apresentam unidas, formando um tecido
consistente.  Na laminite, ocorre a
inflamacéo das laminas dermais
(GREENOUGH, 2007).

A sola propriamente dita corresponde a uma
pequena area do digito bovino e ela ndo € a
principal area que absorve 0 peso sobre a
unha mas sim a parede e o bulbo
(VERMUNT e GREENOUGH, 1995).

O bulbo é a regido que recebe forcas de
concussdo durante a locomocao, sendo que
estas forcas sdo transferidas para o sistema
de suporte da falange distal. O estrato
cdrneo nesta regido € macio e as papilas e
pequenos  tdbulos sdo  distribuidos
esparsamente. A derme desta regido €
bastante inervada (GREENOUGH, 2007).

O coxim coronario é formado por tecido
adiposo altamente vascularizado. Este
coxim possui uma rede de vasos situados
abaixo da regido coronaria, responsaveis
por fazer a recirculagdo do sangue dos
digitos para a circulagdo sistémica
(GREENOUGH, 2007).

O aparato suspensorio é constituido pelas
estruturas compreendidas entre a superficie
da falange distal e o interior do estrato
cérneo do casco, logo, o aparato
suspensério  é  constituido de um
componente dermal (os cérios laminar,
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solear e axial) e de um componente
epidermal (a porcdo da epiderme
constituida de células vivas mais a regido
cornificada) (THOEFNER et al., 2005).
Fibras colagenas que se inserem na falange
distal e na membrana basal das laminas
dermais também compBem o aparato
suspensorio, cuja funcdo é transferir o peso
do animal sobre 0 0sso podal para a capsula
cornea (GREENOUGH, 2007).

5.9 Laminite
5.9.1 Conceito

A laminite é definida como a inflamacéo
das laminas da parede do casco de bovinos
e equinos. Sua fisiopatologia envolve a
degeneracdo, necrose e inflamacdo das
laminas (SMITH, 2006). A laminite
também ¢é chamada de pododermatite
asséptica difusa e de coriose (VERMUNT
& GREENOUGH, 1994; NICOLETTI,
2004).

Existem controvérsias sobre a propriedade
do termo laminite para caracterizar a
doenca mediante os estudos mais recentes
sobre sua fisiopatologia que consideram
que: as ladminas do casco ndo sao
necessariamente as Unicas  estruturas
afetadas durante a doenca; 2) as laminas do
casco ndo sdo necessariamente as primeiras
estruturas a serem afetadas; 3) inflamacao
ndo € um achado sempre presente nas fases
iniciais de laminite (GREENOUGH, 2007).

Apesar disto, a laminite é considerada uma
doencga sistémica com manifestacdo local
no digito (SMITH, 2006; GREENOUGH,
2007), de origem multifatorial, associada a
disturbios da microcirculacdo digital, que
possui 4 formas de apresentagdo, e cuja
fisiopatologia embora amplamente estudada
permanece ndo completamente esclarecida
(GREENOUGH, 2007; ENEMARK, 2008).

5.9.2 Historico

A laminite em equinos é conhecida ha mais
de 2000 anos, porém, a primeira descri¢do
da doenga nesta espécie se deu em 1691 por
Solleysel (NILSSON, 1963;
GREENOUGH, 2007). Em bovinos, a
primeira descri¢do foi feita por Bedel em
1839, que mencionou um caso de laminite
poés-parto (NILSSON, 1963). O primeiro
grande avango no conhecimento da doenca
em bovinos, ocorreu apés o trabalho de
Nilsson em 1963, cujos conhecimentos
construidos  influenciam até hoje o
conhecimento sobre laminite. Até entdo,
eram conhecidas somente as formas aguda,
subaguda e cronica da doenga. Em 1976,
Toussaint-Raven apresentou 0s primeiros
indicios da forma subclinica da laminite e
em 1979, Peterse descreveu pela primeira
vez esta forma de manifestacdo da laminite
(GREENOUGH, 2007).

5.9.3 Fisiopatologia

Cabe ressaltar que, apesar do tempo
decorrido desde o primeiro relato da
laminite bovina, 0s mecanismos da
fisiopatologia da doenca propostos hoje,
permanecem 0s mesmos daqueles da época
em que a doengca foi descrita.

Embora a laminite seja considerada uma
doenca de etiologia multifatorial, o0 manejo
nutricional é considerado um componente
chave no seu desenvolvimento. Animais
submetidos a dietas com elevado teor de
carboidratos, podem desenvolver acidose
ruminal, que por sua vez, possui relacdo
estreita com a laminite (NOCEK, 1997), de
tal modo que a laminite é a sequela mais
importante da acidose ruminal subaguda
(ENEMARK, 2008).

A ingestdo de elevadas quantidades de
carboidratos na dieta provoca acumulo de
acido latico no ramen proveniente da
fermentacdo. Com o excesso de 4cido latico
(quantidades superiores a capacidade de
absorcdo e tamponamento do rdmen),
ocorre diminuicdo do PH ruminal. Esta
condicdo favorece o crescimento de

24



bactérias gram-positivas e a morte de
bactérias gram-negativas. A morte destas
bactérias resulta na liberacdo de
endotoxinas (LPS). Essas endotoxinas
podem ser absorvidas pela parede do
rumem e alcancar a corrente circulatoria. A
presenca destas endotoxinas no sangue
induz a liberagdo de mediadores
inflamatérios (TNF-o e tromboplastinas) e
aminas vasoativas (epinefrina,
norepinefrina, histamina, serotonina e
bradicinina, entre outras). Essas moléculas
causam alteracOes circulatérias no digito
tais como vasoconstricdo, abertura de
“shunts” arteriovenosos ndo fisioldgicos,
alteracbes na permeabilidade vascular,
agregacdo  plaquetaria, formacdo de
trombos, resultando em isquemia e hipoxia
nas laminas do corio e degeneracdo
laminar. Como consequéncia, ocorre a
disfuncdo da juncdo derme-epiderme do
digito e inibi¢do da sintese normal do tecido
corneo do casco (estojo corneo). Além dos
LPS, histamina pode ser absorvida pela
parede do rimen e desencadear alteracGes
circulatorias (NICOLETTI, 2004; NOCEK,
1997).

Em virtude das alteracBes vasculares que
reduzem o aporte de nutrientes e oxigénio
para a camada de células vivas da epiderme,
as fases de proliferacdo e diferenciacdo das
células epidermais fica comprometida
resultando em formacdo de estrato corneo
macio e de baixa qualidade. Assim, tem
sido sugerida a substituicdo da terminologia
laminite, pela expressdo disfuncdo do
estrato corneo da unha (do inglés: “claw
horn disruption” - CHD). Além disso, a
doengca € considerada também fator
predisponente para lesGes do casco que sdo
a principal causa de claudicacdo em vacas
leiteiras (SHEARER, 2006).

A patogénese das lesdes de sola associadas
a laminite ocorre em trés fases. A fase 1
inicia-se com o comprometimento do fluxo
sanguineo para o corio devido a acdo de
substancias vasoativas como endotoxinas e

histamina na corrente circulatéria. A
vasodilatacdo ¢ a abertura dos “shunts”
arteriovenosos represa 0 sangue e como
consequéncia, provoca hipdxia tecidual na
epiderme resultando em edema,
hemorragia, formacao de trombos e por fim,
necrose. Na fase 2, em virtude das
modifica¢des na microcirculagdo dos cérios
do casco ocorrem alteracGes inflamatorias e
degenerativas na juncdo derme-epiderme
sendo a camada de células basais desta
juncdo a primeira estrutura a se deteriorar.
A degeneracdo da juncdo derme-epiderme
leva a faléncia do aparato suspensorio e
como consequéncia, a compressao do corio
pela falange distal. Por causa desta
compressao agravam-se as  alteracdes
vasculares provocadas pelos danos aos
capilares, resultando em hemorragia,
trombose, reacdo inflamatoria, isquemia e
necrose. Enquanto essas lesdes se
desenvolvem elas provocam dor e
claudicacdo, contudo, nenhuma lesdo
clinica é visivel no casco por semanas
desde o inicio da laminite pois as lesdes
ocorrem no interior da superficie da capsula
cornea. Na fase 3 as lesdes atingem a
capsula cornea tornando-se  visiveis
clinicamente. Esta fase ocorre
aproximadamente 8 semanas apds o inicio
da laminite. Nesta fase, o acUmulo de
exsudato entre as laminas, a hiperplasia
lamelar e a separacdo da juncdo derme-
epiderme causam a separacdo da linha
branca de modo que ela se torna mais larga.
Este alargamento da linha branca pode se
constituir uma porta de entrada para
patégenos e iniciar lesdes infecciosas. O
actmulo de tecido necrético e de sangue na
superficie do corio retarda a producdo de
estrato corneo. Quando a producdo de
estrato cérneo é totalmente interrompida,
surgem as Ulceras de sola. As Ulceras se
formam em locais de maior compressao e
onde o0 estrato corneo é menos resistente
(LISCHER e OSSENT, 2002).

Por analogia com a teoria isquémica da
laminite na espécie equina, considera-se
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gue a laminite em bovinos resulta de
alteracbes na perfusdo vascular periférica
do cdrio do casco, que por sua vez reduz a
perfusdo capilar na regido das laminas
Assim, vasoconstricdo e isquemia no cério
estdo implicadas na patofisiologia da
laminite (VERMUNT e GREENOUGH,
1994). Contudo, em animais com laminite
aguda, observa-se aumento da pulsagdo nas
veias digitais e seu ingurgitamento. Tais
eventos ndo  compatibilizam  com
fendmenos de vasoconstrigdo e isquemia. A
explicagdo para a convergéncia destas duas
situacOes esta nas anastomoses
arteriovenosas (AVAs) ou  “shunts”
arteriovenosos. As AVAs do cério se
dilatam em resposta a varios estimulos
como histamina, baixo pH do sangue,
trauma ou estresse compressivo resultando
no aprisionamento do sangue. Deste modo,
embora haja aumento do fluxo sanguineo
total para o digito, uma vez que ele fica
represado nas AVAs, ocorre diminui¢do da
perfusdo da microcirculacdo do corio
afetando as laminas. Além disso, as
alteracBes vasculares provocam faléncia do
aparato suspensorio na regido dorsal e a
falange distal perde sustentacdo dentro da
capsula cdrnea afundando e comprimindo
ainda mais o cdrio. Entretanto, uma vez que
ndo foram demonstrados disturbios na
microcirculacdo do corio da regido laminar
por agentes vasoativos em bovinos, estas
explicacbes  permanecem  puramente
tedricas (LISCHER e OSSENT, 2002).
Além disto, acredita-se que a formacdo de
AVAs ndo é o evento inicial na
fisiopatologia da laminite, estando ligada a
modificagbes  adaptativas no  casco
(BERGSTEN e MULLING, 2004).

Na espécie equina, onde se concentra maior
nimero de estudos, a teoria de que o
processo de degeneragdo da jungdo derme-
epiderme se inicia a partir de um processo
isquémico estd em descrédito, uma vez que
diversos trabalhos cientificos e relatos
clinicos demonstraram que a imersdo dos
cascos em solugdo hipotérmica (agua) a 1°C

reduz a gravidade da claudicagdo e das
alteracbes histologicas. O mecanismo
envolvido inclui redugdo do metabolismo
celular das laminas, da inflamagdo e da
perfusdo (VAN EPS e POLLITT, 2006). Na
atualidade, existem evidéncias concretas de
pelo menos trés mecanismos
desencadeantes do processo fisiopatoldgico,
qgue ao que tudo indica ndo se excluem e
devem estar relacionados entre si. A
ativacdo das metaloproteinases no corio
laminar decorrentes da absorcdo de toxinas
bacterianas gram-positivas (POLLITT e
VISSER, 2010), a migracdo de células
inflamat6rias para o corio laminar
decorrente de uma resposta inflamatéria
sisttmica (BELKNAP et al., 2009;
FALEIROS et al.,, 2009) e as alteracGes
laminares decorrentes do aumento das
concentragbes circulantes de insulina
(NOURIAN et al., 2009).

5.9.4 Fatores predisponentes

Como possui  etiologia  multifatorial,
diversos sdo os fatores predisponentes para
a laminite. Acredita-se que doencas
sistémicas como processos inflamatorios de
origem infecciosa (mastite, metrite com
retencdo de placenta e anexos fetais,
pneumonia,  peritonite, abomasite e
enterocolite) podem predispor a laminite
em funcdo do potencial que essas doengas
apresentam de liberar toxinas na corrente
circulatéria (VERMUNT e GREENOUGH,
1994). Entretanto, considerando a nova
teoria da SIRS (BELKNAP, 2009), pode-se
especular também se a laminite nesses
casos ndo seria decorrente da presenca de
células inflamatorias na  corrente
circulatdria e ndo da presenca de toxinas no
sangue nesses processos inflamatorios
mencionados.

Quanto a nutri¢do, conforme ja mencionado
na fisiopatologia da doenca, a ingestdo
excessiva de carboidratos pode desencadear
laminite, especialmente naqueles animais
que passam por modificacOes abruptas na
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dieta. Contudo, acredita-se que mais
importante que o periodo de adaptacdo ¢ a
guantidade de concentrado que 0s animais
ingerem (VERMUNT e GREENOUGH,
1994). A laminite € considerada o principal
impacto sistémico da acidose ruminal e a
gravidade da doenca é determinada pela
frequéncia, intensidade e duracéo do insulto
acidético (NOCEK 1997). Quando a
prevaléncia de laminite no rebanho ¢é
superior a 10% isto constitui-se num
indicativo da presenga de acidose ruminal
subaguda em rebanhos (ENEMARK,
2008).

Quanto a proteina da dieta, ndo se sabe
como a proteina (amonia) atuaria no
mecanismo da doenca (VERMUNT e
GREENOUGH, 1994). Desse modo, entre
os fatores nutricionais, 0s carboidratos
assumem a maior importancia.

Apesar de a dieta ser apontada como a
principal causa, acredita-se que
intervencBes na ambiéncia como piso macio
e conforto animal sdo eficazes para reduzir
a prevaléncia de laminite (SHEARER,
2006).

A granulometria da fibra e da racdo é um
fator predisponente. O tamanho adequado
da fibra é importante para estimular a
mastigacdo e producdo de saliva. A saliva
atua como tamponante do pH ruminal
(NICOLETTI, 2004). A importancia da
producdo de saliva pelo animal é tdo
relevante no controle da acidose e
prevencdo da laminite, que o sombreamento
é indicado como uma medida de controle da
laminite subclinica. Os animais com boa
oferta de sombra se deitam e ruminam mais
produzindo maior quantidade de saliva, que
tampona o pH ruminal, prevenindo acidose
e consequentemente, laminite subclinica
(GREENOUGH, 2007).

Outros fatores citados como predisponentes
para a laminite sdo, o fator genético
(susceptibilidade de algumas racas),
conformagdo dos digitos (proporgdo entre

pernas, pés, tronco e peso corporal),
quantidade de exercicio (necessario para
estimular a circulagdo digital), qualidade
das instalagdes (pisos e cama), estacdo do
ano, idade, comportamento e estagio de
lactacio (VERMUNT e GREENOUGH,
2007).

5.9.5 Formas de laminite e tratamento

A doenca no bovino possui quatro formas
de apresentacdo e todas provocam
alteracdes na morfofisiologia dos tecidos do
casco. S&o elas: aguda, subaguda, crénica e
subclinica (VERMUNT & GREENOUGH,
1994).

Laminite aguda

Embora a laminite aguda seja mais
frequente no equino, no bovino esta é a
forma menos diagnosticada. Em geral €
provocada pelo consumo exagerado de
grdos, ndo acomete um dnico individuo do
rebanho e a severidade da doenca depende
da quantidade de gréos ingerida. A doenca
deve ser tratada como uma emergéncia e
inclui no protocolo de tratamento o uso de
antihistaminicos, lavagem ruminal nos
casos mais graves, antiinflamatério néo-
esteroidal (NICOLETT]I, 2004;
GREENOUGH, 2007) e tratamento
intensivo da causa primaria (metrite,
acidose ruminal ou outra) (RADOSTITS et
al., 2002).

As alteracGes observadas incluem alteragéo
de comportamento caracterizada por
inquietude, aumento da  frequéncia
respiratoria e cardiaca, presenca de fezes
liquidas e de coloracdo mais clara do que o
normal, dismotilidade e/ou atonia ruminal.
Além disso, os animais afetados apresentam
alteracdo da postura caracterizada por duas
formas: 1) flexdo das articulagdes carpica-
metacarpicas (posicdo de ‘“ajoelhar”); 2)
projecdo dos membros pélvicos sob o
abdome e curvamento da coluna vertebral.
E comum encontrar animais apresentando
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essas posturas em confinamentos de gado
de corte ou leite (GREENOUGH, 2007).

Laminite subaguda

Parece existir alguma controvérsia em
relacdo a esse termo. Alguns acreditam que
esta € uma condicdo transitéria, que pode
preceder a laminite subclinica, e ndo carece
tratamento (GREENOUGH, 2007).

Laminite cronica

Nesta forma da doenga, 0s animais
apresentam alteragdes na forma e tamanho
dos cascos, resultantes da alteracdo em seu
padrdo de crescimento. As unhas tornam-se
maiores, alongadas e alargadas,
apresentando anéis irregulares na parede do
casco e cruzamento das  pincas
(VERMUNT e GREENOUGH, 1994).
Também sdo observadas perda da
concavidade da sola, alargamento da unha,
presenca de sulcos na parede dorsal,
alargamento da linha branca, linha branca
macia e amarelada, hemorragia de linha
branca e de sola, dupla sola e uUlcera de sola
no “ponto tipico” (situado na regido
intermediaria entre a sola e o bulbo)
(GREENOUGH, 2007).

Ndo ha tratamento para os animais com
laminite crénica. Eles devem ser mantidos
no sistema até completarem o ciclo de
producdo e ap6s isso serem abatidos
(GREENOUGH, 2007).

Laminite subclinica

Esta forma de laminite € considerada a mais
importante alteracdo na unha dos bovinos
(VAN AMSTEL E SHEARER, 2006),
sendo caracterizada por varias lesGes nos
digitos indicativas de laminite. 0
diagnostico é feito conforme as lesdes nos
digitos associadas a laminite subclinica
(VERMUNT e GREENOUGH, 1994;
GREENOUGH, 2007). Tem sido proposto
gue a laminite subclinica seja denominada
de disfuncéo do tecido corneo da unha (do

inglés “claw horn disruption” - CHD). Esta
denominagdo se relaciona com as lesGes
associadas a laminite, mais que a sua
patogénese (GREENOUGH 2007).

As lesdes digitais resultantes de laminite
subclinica sdo numerosas e a doenca de
linha branca e a Ulcera de sola sdo as mais
importantes delas. Além delas, também
ocorre sola dupla (GREENOUGH, 2007),
sola amarelada, indicando presenca de
exsudato, (NOCEK, 1997) hemorragia de
sola, ulcera de sola, fissuras ou rachaduras
verticais ou horizontais, deformagfes no
estojo cérneo  (NICOLETTI, 2004),
abscesso de sola e taldo e Ulcera de pinca
(FERREIRA, 2003).

Nesta forma da doenca, sdo tratadas as
lesdes presentes no casco. Para isso, € feito
0 casqueamento para remocdo de tecidos
desvitalizados, restabelecimento da forma
do casco, e colocagdo de tamanco no digito
sadio, visando a reducdo do apoio no digito
afetado. O tratamento, quando realizado
corretamente e no momento oportuno, pode
alcancar indice de 100% de cura
(FERREIRA 2003).

Considera-se que o tratamento da laminite
subclinica ndo é pratico, uma vez que é
dificil caracterizar corretamente o estagio
da doenca. E que em funcdo disso, esfor¢os
tém que ser feitos para o controle da doenca
(GREENOUGH, 2007). Contudo, o
tratamento das lesGes, embora envolva um
custo significativo, constitui-se numa opcao
a ser considerada para aqueles animais ja
acometidos.

5.9.6 Prevencéo e controle

A prevencdo deve ser feita através do
controle do maior numero possivel dos
fatores predisponentes (LINFORD, 2006),
dentre eles a acidose ruminal, cujo controle
pode ser considerado a  medida
imprescindivel (GREENOUGH, 2007).
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E indicado o fornecimento gradativo das
dietas, especialmente aquelas ricas em
concentrado, e procurando respeitar a
relagdo  forragem:concentrado.  Outra
medida é o planejamento cuidadoso das
instalacbes  visando  condigBes  mais
confortaveis e menos prejudiciais aos
cascos, procurando evitar inclusive a
exposicdo dos animais a traumas
(RADOSTITS, 2002; GREENOUGH,
2007).

Além disso, pode ser feita a selecdo
genética de animais com conformacdo de
casco mais resistente. A oferta de
sombreamento € indicada como uma
medida indireta de controle, visto que
estimula os animais a se deitarem e
ruminarem, aumentando a producdo de
saliva, melhorando o tamponamento do
rumem e auxiliando na prevencdo da
acidose ruminal (GREENOUGH, 2007).

Sdo apontadas ainda medidas como
proporcionar exercicios no periodo pré-
parto, 0 uso de vacina combinada de
bacterina-endotoxdide Gram-negativa, que
confere protecdo contra a laminite por
sobrecarga de graos em ruminantes, e ainda,
a suplementacdo da dieta com biotina
(20mg/animal/dia) para reduzir a incidéncia
ou gravidade da claudicacdo no rebanho
(RADOSTITS, 2002). O uso parenteral de
cobre também apresentou efeito benéfico na
reducdo da prevaléncia de enfermidades
digitais em bovinos confinados, tendo sido
o efeito atribuido a formacdo de tecido
corneo de boa qualidade na presenca deste
mineral, dada sua acdo na formagdo do
coldgeno e da queratina (SILVA et al.,
2006).

5.9.7 Patogénese das lesdes associadas a
laminite

As principais lesGes associadas a laminite
subclinica sdo: hemorragia de sola, Ulcera
de sola, dupla sola (FLOR e TADICH,
2008; LISCHER e OSSENT, 2002) doenca
da linha branca (FLOR e TADICH, 2008),

hemorragia e separacdo da linha branca,
deformacdo da wunha (LISCHER e
OSSENT, 2002).

As causas das lesdes associadas & laminite
sdo diversas e a incidéncia e gravidade
delas sdo influenciadas por fatores
mecanicos externos como aprumos das
pernas e unhas, superficies de apoio e
macicez do estrato cérneo (LISCHER e
OSSENT, 2002).

Hemorragia de sola

Lesbes como hemorragia de sola e sola
amarelada (presenca de exsudato) indicam a
presenca de laminite. Quanto a hemorragia
de sola, a lesdo caracteriza-se pela presenca
de sangue infiltrado no estrato corneo.
Logo, seu diagnostico clinico sé é possivel
ap6s um tempo do episodio que a
desencadeou, pois na medida em que o
estrato corneo cresce é que a hemorragia
alcanca a superficie da sola. Assim, ¢é
possivel encontrar animais com laminite
mas que ndo apresentam alteracdes visiveis
ao exame do casco, pois as lesdes ainda nao
alcancaram a  superficie da sola
(GREENOUGH, 1996).

A hemorragia de sola também pode ocorrer
em virtude do desgaste excessivo da sola.
Quando o animal é exposto a pisos muito
abrasivos acelera-se o desgaste do estrato
corneo da sola. Consequentemente, ao
caminhar ocorre lesdo do corio solear
levando a formacdo de hemorragias por
debaixo do estrato corneo (GREENOUGH,
2007). Hemorragias de sola provocadas por
laminite apresentam elevada prevaléncia em
vacas leiteiras (RASEKH et al., 2008).

Hemorragia de linha branca

A hemorragia de linha branca é causada
pelo extravasamento de sangue da derme.
Esta hemorragia é removida durante a
proliferacdo e producdo de novo estrato
cérneo da linha branca até alcancar sua
superficie. A presenca desta lesdo tanto
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indica a ocorréncia de um episddio de
laminite, bem como, por enfraquecer o
estrato cdrneo da linha branca, predispde a
ocorréncia de lesdes secundarias como
abscesso de linha branca (MULLING,
2002).

Doenca de linha branca

Esta lesdo tem como principal fator
predisponente a laminite  subclinica
podendo ocorrer também sob estimulos
traumaticos. Em condi¢cBes de manejo
intenso é pouco provavel encontrar linha
branca em perfeito estado de salde
(GREENOUGH, 2007).

O termo doenca da linha branca é usado
para descrever as varias alteragdes na linha
branca como: abscesso, separacgdo, fissura,
lesdo, alargamento e hemorragia O abscesso
de linha branca geralmente resulta da
penetracdo de corpo estranho em seu estrato
cérneo sadio ou enfraguecido por outra
lesdo. Pode ocorrer a invasdo microbiana e
0 surgimento de lesdo infecciosa. A
claudicacdo é o sinal clinico mais evidente
neste caso. Separacdo e alargamento da
linha branca s&o lesBes associadas a
laminite. Ocorre o enfraguecimento da
estrutura e integridade da linha branca,
causado por alteracdo na formacgdo de
estrato corneo na regido da parede e
alteracdo da integridade estrutural do
aparato suspensério. Assim, alteracdes na
qualidade do estrato cérneo e na largura da
linha branca na regido da parede do casco
podem ser usados como indicadores de
eventos de laminite (MULLING, 2002). Na
doenga da linha branca, ocorre a separacéo
entre a parede e a sola, logo, ocorre a
infeccéo da linha branca  por
microorganismos dando origem a doenca da
linha branca. A doenca pode evoluir com a
formagdo de um abscesso que pode
estender-se pela parede e fistular na regido
coronaria do casco ou aprofundar-se e
comprometer a articulagdo da falange distal
(GREENOUGH, 1996).

Dupla sola

A dupla sola esta relacionada a episddios de
laminite e a mudangas bruscas na dieta dos
animais. Atribuiu-se a elevada prevaléncia
de dupla sola ao manejo nutricional
inadequado e a falta de casqueamento
preventivo (FLOR e TADICH, 2008). A
lesdo se caracteriza pela formagéo de duas
solas com um espago entre ambas. Ocorre
apos a exposigdo do animal a uma dieta de
produgdo quando antes ele ingeria uma
dieta de manutencdo. Este tipo de lesdo
geralmente é identificado durante o
casqueamento regular dos animais e o0
processo tende a se resolver naturalmente, a
sola nova crescendo e assumindo o lugar da
sola antiga (GREENOUGH, 2007).

Linhas de estresse (fissuras horizontais)

S80 depressdes horizontais na parede da
unha que progridem paralelamente a banda
coronaria. Ocorrem quando o animal ¢é
submetido a algum tipo de estresse (dai a
designacdo “linhas de estresse”) como
mudanca brusca na alimentacdo ou doengas.
Assim como a hemorragia de sola, a medida
que 0 casco cresce estas lesdes se
distanciam da banda coronaria em dire¢do a
extremidade distal do casco. Quanto mais
estrias e quanto mais profundas elas forem,
indica que mais situacBes estressantes o
animal enfrentou ao longo da vida. Quando
iSS0 ocorre, a unha assume um aspecto de
“unha dobrada”. A presenga de linhas de
estresse pode estar associada a laminite
cronica (GREENOUGH, 2007).

Ulcera de sola (pododermatite

circunscrita)

A maioria dos animais que apresentam esta
lesdo possuem laminite sub-clinica, de
modo que a presenga de Ulcera de sola no
rebanho é motivo para investigar mais
detalhadamente a presenca de fatores de
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risco para laminite e claudicacdo
(GREENOUGH, 1996).

A Ulcera de sola geralmente esta localizada
na jungdo entre a sola e o bulbo que se
configura como o “ponto tipico” desta lesdo
(BERGSTEN e MULLING, 2004;
GREENOUGH, 2007). Geralmente, a
Ulcera ocorre em animais onde o coxim
digital possui menos tecido adiposo devido
a sua substituicdo por tecido conjuntivo
fibroso (LISCHER e OSSENT, 2002).

A abrasdo do estrato corneo da sola reduz
sua espessura aumentando a pressao sobre o
corio solear favorecendo a ocorréncia de
hipéxia  tecidual. ~ Além  disso, a
flexibilizacdo do aparato suspensorio, que
mantém a falange distal fisiologicamente
suspensa no interior do casco, desloca parte
da falange distal provocando Ulcera de sola
(THOEFNER, 2005).

Especula-se que o metabolismo dos lipideos
em animais de alta producédo leiteira possa
ter alguma relacdo com o desenvolvimento
de lesbes de sola, em virtude das alteracGes
na absorcdo de impacto pelo coxim digital
(LISCHER e OSSENT, 2002).

O casqueamento ou 0 uso de tamancos para
aliviar a pressdo sobre a sola sdo medidas
eficazes de tratamento (FERREIRA, 2003).
Além de causar claudicacdo, a Ulcera de
sola pode atuar como porta de entrada de
microorganismos e predispor o animal as
lesGes podais infecciosas (GREENOUGH,
1996).

Rotacdo de falange

O primeiro sinal de rotacdo de falange é a
hemorragia de linha branca, porém, a
rotacdo ocorre somente nos casos em que a
hemorragia é extensa. Subsequentemente a
rotagdo de falange, é comum surgirem
fissuras horizontais (linhas de estresse). A
falange rotacionada pode ou ndo perfurar a
sola. Quando ocorre perfuracdo, a falange
pode se infectar (GREENOUGH, 2007).

Erosdo de taldo

Caracteriza-se pela formacédo de escoriacfes
no estrato cérneo da parte posterior do
bulbo. A lesdo progride diagonalmente em
sentido caudal, formando um “V negro”
(GREENOUGH, 2007). Pode estar
associada a laminite mas principalmente
esta implicada em lesGes de natureza
infecciosa (GREENOUGH, 2007), visto
que esta relacionada com o excesso de
umidade e matéria organica nas instalacdes
(SOUZA et al., 2007). A lesdo provoca dor,
redugdo do amortecimento do taldo,
alteracdo na distribuicdo de peso das unhas
e consequentemente, predispde o animal a
outras lesdes por causa da deficiéncia na
distribuicdo de forcas sobre a unha. O
controle desta lesdo é feito através do
casqueamento preventivo e com o uso de
banhos de pedilivio (GREENOUGH,
2007).

6. MATERIAIS E METODOS

6.1 Aprovacio pelo Comité de Etica

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de
Etica em Experimentacio Animal da
Universidade Federal de Minas Gerais
(CETEA/UFMG) sob o protocolo n°
033/2009 (Anexo ).

6.2 Animais

Foram utilizadas 57 vacas de aptiddo
leiteira, da raca Girolando, ndo lactantes,
originarias de um mesmo rebanho. Esses
animais faziam parte do lote de descarte
anual do plantel de uma propriedade no
interior do estado de Minas Gerais e
estavam confinados em um mesmo local,
recebendo a mesma dieta por um periodo
compreendido entre dois e trés meses. Os
principais motivos do descarte apontados
foram mastite, problemas reprodutivos,
alteragdes no casco e idade.
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A propriedade ndo possuia controle
zootécnico, logo, informacBes precisas
guanto a raca, idade, ordem de parto,
producdo leiteira, dieta, histérico de
doencas e motivo do descarte dos animais
ndo puderam ser obtidas individualmente.
Portanto, as informacbes acima que
caracterizam os animais somente puderam
ser obtidas para o rebanho de modo geral e
foram  fornecidas  diretamente  pelo
proprietario.

6.3 Manejo e alimentacdo

Antes do abate, os animais foram excluidos
da producdo, confinados e submetidos a
uma dieta especifica para ganho de peso. O
confinamento iniciou-se no principio de
julho/2009 tendo sido o0s animais
examinados no més de setembro/2009 e
abatidos no més de outubro/2009, logo,
permaneceram nesse  regime por
aproximadamente 2 meses antes da
avaliacdo clinica e 3 meses antes do abate.

No confinamento, a dieta dos animais era
constituida de volumoso composto de
silagem de milho e cana-de-aglcar picada e
concentrado composto por ra¢do comercial
mais caro¢o de algoddo. Esta dieta era
misturada em vagao forrageiro e fornecida a
vontade cerca de cinco vezes ao dia. A
guantidade diaria aproximada consumida
por cada animal foi de 13kg de silagem de
milho, 10kg de cana-de-acucar, 4kg de
racdo comercial com 20% de proteina e
800g de caroco de algoddo. A relacdo
forragem:concentrado foi de 83:17. Os 57
animais foram mantidos em um piquete de
terra juntamente com outros 100, com
espacamento de cocho de um metro.

Antes do periodo de confinamento os
animais vinham sendo manejados em sete
propriedades leiteiras mantidas sob o
comando de um mesmo proprietario. Nestas
propriedades, a criacdo dos animais e a
captacdo do leite era descentralizada na
forma de “retiros”. Os animais eram
mantidos em 12 “retiros” diferentes sendo

alimentados conforme a producéo de leite e
os dias em lactacdo (DEL). No periodo do
verdo, as vacas eram alimentadas a pasto
(2,5UA/hectare) com predominio de
Brachiaria brizantha e Panicum maximum
cv. Tanzénia e suplementados conforme a
producgdo leiteira com subprodutos como
polpa citrica, casquinha de soja e carogo de
algoddo, em quantidade variavel de 0,5 a
1,5kg de concentrado administrados duas
vezes ao dia ao final de cada ordenha. No
inverno, os animais eram alimentados com
silagem de milho e subprodutos como polpa
citrica, casquinha de soja e carogo de
algoddo. Os  subprodutos utilizados
variavam ao longo do ano conforme sua
disponibilidade e prego.

A producdo média dos 1300 animais em
lactacdo variou de 16000 litros/dia no
verdo, até 19000 litros/dia no inverno,
configurando uma producdo média de 12,3
a 14,6 litros/dia/animal no verdo e inverno
respectivamente.

A ordenha era do tipo mecénica, feita duas
vezes ao dia. A sala de espera e a sala de
ordenha eram constituidas de piso
concretado. O uso de pediluvio era feito em
quatro dos 12 retiros, a base de formol a
10%. A frequéncia de utilizacdo do
pedilavio variava conforme a época do ano
e 0 surgimento de lesdes no casco, podendo
ser uma ou até quatro vezes por semana.

A propriedade ndo fazia casqueamento
preventivo, sendo que, uma vez por ano, era
realizado o casqueamento dos animais com
alteragdes clinicas graves no casco.

6.4 Delineamento experimental

Com base em exame clinico realizado entre
15 a 40 dias antes do abate, 39 dos 57
animais foram individualmente
identificados e divididos em trés grupos
experimentais (Tabela 1).

Os demais 18 animais ndo se enquadraram
nos grupos caracterizadas na tabela 1,
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contudo, foram igualmente examinados e
identificados  para levantamento da
prevaléncia de lesdes associadas a laminite
no rebanho. Os motivos da exclusdo destes
18 animais € que ndo se enquadravam
rigorosamente nos critérios de inclusdo
definidos na tabela 1. Estes animais
possuiam lesdes no casco impedindo serem
agrupados no grupo G1, porém, ndo tinham
linhas de estresse ou claudicacdo para

serem agrupados nos grupos G2 e G3
respectivamente.

Imediatamente ap6s o abate, amostras de
casco foram obtidas e posteriormente
processadas e avaliadas quando a presenca
de lesdes histolégicas por métodos semi-
quantitativos.

Tabela 1 - Caracterizacdo dos grupos conforme presenca de claudicacéo e lesdes de laminite e nimero de

animais classificados por grupo.

Grupo 1 (n=9)

Grupo 2 (n=23)

Grupo 3 (n=7)

SEM claudicacdo e
SEM lesoes de laminite

SEM claudicacéo e
COM lesdes de
laminite

COM claudicacéo e
COM lesdes de
laminite

6.5 Avaliacdo clinica

As vacas foram conduzidas para um brete
de contengdo. Enquanto 0s animais
caminhavam para o brete, 0 seu andamento
foi obseravdo para a deteccdo de
claudicacao. O membro afetado
identificado e o grau de claudicacdo
classificado numa escala de 0-4 graus
conforme proposto por FERREIRA (2003)
(Tabela 2).

Enquanto contidos no brete, os animais
tiveram seus cascos escovados para
remocdo de toda a matéria aderida ao casco
proporcionando a investigagdo da presenca
de linhas de estresse na parede dos cascos.
Com o auxilio de uma rineta, a superficie
solear foi limpa e uma fina camada de
material corneo foi removida a fim de
proporcionar a identificacdo de lesBes
clinica s de laminite conforme descrito na
tabela 3. Os achados foram anotados em
uma ficha apropriada (Anexo I1). Com base
nos achados do exame de claudicacéo e dos

cascos, 0s animais foram divididos em trés
grupos, conforme critérios de inclusdo
descritos na Tabela 4. Em seguida, 0s
cascos apoiados no chdo e a superficie
solear foram fotografados com uma camera
digital para registrar a presenca e tipo ou
auséncia de lesGes.

De cada animal foi escolhido apenas um
casco para o estudo, aquele que melhor se
enquadrasse nos critérios de inclusdo dos
grupos pré-estabelecidos, sendo que do
casco escolhido, foi selecionada a unha
mais representativa do grupo em que o
animal se enquadrou.. O membro do casco
escolhido para o estudo foi identificado
com uma abragadeira plastica numerada e
dois lacres numerados presos na regido do
metacarpo ou metatarso com o objetivo de
assegurar a correta identificagdo das
amostras colhidas ap6s o abate (Figura 1).
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Tabela 2 - Grau de claudicago e alteraces clinicas correspondentes segundo FERREIRA (2003).

Grau de claudicacéo Alteracdes clinicas
0 (normal) Auséncia de anormalidades de postura ou deambulag&o.
1 (Ilevemente manco) Dorso arqueado quando deambulam.

2 (moderadamente manco) Dorso arqueado quando em estacao e ao caminhar. Andar
afetado, apresentando passos curtos em um ou mais membros.

3 (manco) Dorso arqueado e passos cautelosos, poupando um ou mais
membros.
4 (gravemente manco) Inabilidade ou relutancia extrema em colocar peso sobre um ou

mais dos membros.

Tabela 3 — Relacdo de possiveis lesdes macroscopicas associadas a laminite consideradas para
classificacdo dos grupos experimentais (NOCEK, 1997; MULLING, 2002; FERREIRA, 2003;
NICOLETTI, 2004; GREENOUGH, 2007).

01- Hemorragia de sola 10- Abscesso de sola

02- Hemorragia na linha branca 11- Abscesso de taldo

03- Hemorragia na parede do casco 12- Abscesso de linha branca

04- Hemorragia no taldo 13-Sola macia e amarelada

05- Ulceras de sola 14- Sola dupla

06- Ulceras de pinca 15- Fenda na muralha

07- Alargamento da linha branca 16- Casco em tesoura

08- Fissuras na linha branca 17- Casco em saca rolha

09- Doenga da linha branca 18- Linhas de estresse bem marcadas na parede do

casco (linhas horizontais)

Tabela 4 — Critérios de inclusdo de vacas de aptidao leiteira com e sem sinais clinicos de laminite para os
grupos experimentais.

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
Auséncia de linhas de estresse  Presenca de linhas de estresse  Presenca de linhas de estresse
na parede do casco na parede do casco na parede do casco
Auséncia de demais lesdes Presenca de no minimo uma Presenca de no minimo uma
associadas a laminite outra leséo associada a outra leséo associada a
laminite laminite
Sem sinais de claudicacdo em  Sem sinais de claudicagdo em Com claudicagdo evidente
nenhum dos membros nenhum dos membros (grau 2 a 4) no membro de
interesse
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Figura 1 — Exemplo da identificacdo de membro toracido de bovino com abracadeiras plasticas (1) e
lacres numerados (2) colocados na regido do 0sso metacarpo.

6.6 Colheita de materiais em frigorifico

Nas datas do abate desses animais foi feita a
colheita dos cascos no frigorifico.
Imediatamente apds desarticulacdo, 0s
membros foram afixados em um torno (ou
morga) para que o casco fosse estabilizado,
serrado e obtidos os fragmentos de tecido.
A unha a ser colhida (medial ou lateral) foi
escolhida previamente a partir dos dados
coletados na fazenda e identificada no
momento de serrar por meio de sua
marcagdo com fita isolante. Utilizou-se arco
de serra, segueta comum e serra-fita para
obtencdo dos fragmentos. Para isso,
inicialmente foi serrada e desprezada a
extremidade distal da pinca, favorecendo
que os fragmentos seguintes fossem aqueles

a contemplar area significativa de derme e
epiderme. Em seguida, foi serrado outro
fragmento, situado aproximadamente na
porcdo médio-distal da unha. Este
fragmento foi conservado em nitrogénio
liqguido para futuras pesquisas e ndo foi
utilizado para as abordagens deste estudo.
Por fim, na por¢cdo média da unha em
sentido médio-proximal, com o auxilio de
serra-fita foi obtido o fragmento utilizado
nesta pesquisa para analise histopatolégica
(Figura 2). Estes fragmentos incluiram as
paredes dorsal e axial e a sola e possuiam
aproximadamente 6,5cm de comprimento,
5cm de largura e 1,5cm de espessura,
conforme demonstrado nas Figuras 2 e 3.
Os fragmentos de casco foram fixados em
formol tamponado a 10% durante 48 horas
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sendo em seguida conservados em &lcool laboratorial.
etilico a 70% até o processamento

Figura 2 — Demonstragéo da regido do casco de bovino serrada para obtengdo de fragmentos de tecido.
A- porcéo distal da unha (fragmento desprezado), B- regido de obtencdo do fragmento para conservacao
em nitrogénio liquido, C- regido de obtengdo do fragmento para histopatologia.
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Figura 3 — Fragmento da unha do casco de bovino em corte transversal, demonstrando as regides solear

(S), axial (A) e dorsal (D). Régua em centimetros.

6.7 Processamento das amostras

No laboratério de histopatologia, o0s
fragmentos obtidos no frigorifico foram
novamente cortados para obtengdo da
juncdo derme-epiderme das regibes solear,

axial e dorsal do casco. Os fragmentos
obtidos contemplavam a epiderme e derme
das trés regides do casco e parte da falange
distal, conforme demonstrado na Figura 4.

Figura 4 — Fragmento de casco bovino em corte transversal demonstrando a juncdo derme-epiderme das
regides solear (S), axial (A) e dorsal (D) e parte da falange distal (F), delimitada pela linha azul. Setas
indicam as laminas do casco nas regides axial e dorsal e o epitélio na regido solear.

Para o recorte dos fragmentos foram
utilizados materiais como torqués de casco,

navalha e cassetes histoldgicos conforme
demonstrado na Figura 5.
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Figura 5 — Materiais utilizados para recorte de fragmento de casco bovino e obtencdo da juncdo derme-
epiderme. 1- torqués de casco; 2- navalha histolégica descartavel; 3- cassete histologico; 4- fragmento de

casco conservado em

O procedimento de recorte dos fragmentos
ocorreu do seguinte modo: 1) iniciou-se o
recorte na regido solear para retirada do
excesso de estrato corneo utilizando-se
torqués de casco; 2) desbastou-se o restante
de estrato corneo com navalha até alcancar
a proximidade dos tecidos moles, porém,
procurando manter uma fina camada de
estrato cérneo; 3) introduziu-se a navalha
de fora para dentro (no sentido do estrato
cdrneo para o estrado dérmico) até alcancar
0 0sso podal (falange distal); 4) apds
inclinar levemente a navalha, conduziu-se a
mesma no sentido rente ao 0sso, para
alcancar a maior area de derme possivel, até
a outra extremidade do fragmento na regido
da sola; 5) procedeu-se as aparas do recorte

alcool etilico a 70%.

obtido para obtencdo da amostra a ser
utilizada; 6) acondicionou-se a amostra em
cassete histolégico para processamento
histotécnico. Deste modo, obtiveram-se
amostras de tecido que contemplavam uma
fina camada de estrato corneo e a juncédo
derme-epiderme da regido da sola. Ap6s a
obtencdo da amostra de tecido da regido da
sola, procedeu-se o recorte da regido axial e
por Gltimo, da regido dorsal, em ambos 0s
casos seguindo o mesmo procedimento de
desbastar o excesso de estrato corneo. Ao
final de todos os recortes, do fragmento
obtido inicialmente no frigorifico restou
apenas a amostra de o0sso. Nas Figuras 6, 7
e 8 demonstra-se passo-a-passo 0 método
de recorte dos fragmentos e obtencdo das
amostras de tecido na regido da sola, axial e
dorsal respectivamente.
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Figura 6 - Demonstracdo passo-a-passo do recorte de fragmento de casco na regido da sola para obtencdo
de amostra de tecido da juncdo derme-epiderme. 1- Recorte com torqués do fragmento obtido para
remoc&o do excesso de estrato corneo; 2 e 3- Deshaste fino com navalha histologica do restante de estrato
cérneo na regido da sola. Procurou-se desbastar até préximo aos tecidos moles, porém, preservando uma
fina camada de estrato cérneo; 4- Fragmento de casco com vistas a superficie solear evidenciando
afinamento da camada cornea; 5- Introducédo da navalha de fora para dentro (no sentido do estrato corneo
para o estrato dérmico) até alcancar o osso podal; 6 e 7- Conducdo da navalha rente ao osso para incluséo
de maior area de derme na amostra a ser obtida; 8- Amostra obtida e aspecto do fragmento de casco ap6s
recorte da sola; 9- Realizacdo de aparas na amostra; 10- Amostra obtida com aproximadamente trés
centimetros de comprimento; 11- Acondicionamento da amostra em cassete histolégico para
processamento histotécnico; 12- Aspecto final do fragmento apds retirada da amostra de sola.
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Figura 7 - Demonstracdo passo-a-passo do recorte de fragmento de casco na regido axial para obtengéo
de amostra de tecido da juncdo derme-epiderme. 1- Em sequéncia, demonstracdo do aspecto do fragmento
de casco ap6s aparas do fragmento da foto 12 da Figura 6; 2- Procedeu-se a remocdo do excesso de
estrato cérneo da regido axial. Estd demonstrado o desbaste fino com navalha. Conforme a espessura do
estrato corneo a torqués foi dispensavel, sendo utilizada nos casos em que ele era mais espesso. Procurou-
se deshastar até proximo aos tecidos moles, porém, preservando uma fina camada de estrato cérneo; 3-
Introducédo da navalha rente ao 0sso podal; 4- Conducédo da navalha rente ao 0sso para inclusdo de maior
area de derme na amostra a ser obtida; 5- Realizacdo de aparas na amostra; 6- Amostra obtida com
aproximadamente trés centimetros de comprimento; 7- Acondicionamento da amostra em cassete
histolégico para processamento histotécnico; 8- Aspecto final do fragmento ap6s retirada da amostra de
tecido das regiBes solear e axial.
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Figura 8 - Demonstragdo passo-a-passo do recorte de fragmento de casco na regido dorsal para obtencéo
de amostra de tecido da juncdo derme-epiderme. 1- Deshaste do estrato cérneo da regido dorsal com
navalha. Estd demonstrado o desbaste fino com navalha. Conforme a espessura do estrato cérneo a
torqués é dispensavel, devendo ser utilizada nos casos em que ele é mais espesso. Procura-se desbastar até
proximo aos tecidos moles, porém, preservando uma fina camada de estrato corneo; 2- Aspecto da regido
dorsal ap6s remocédo do excesso e deshaste fino do estrato cérneo; 3- Introducdo e conducdo da navalha
rente ao 0sso podal; 4- Demonstracdo do aspecto do fragmento apds recorte da juncdo derme-epiderme na
regido dorsal; 5- Realizagdo de aparas na amostra; 6- Amostra obtida com aproximadamente trés
centimetros de comprimento; 7- Acondicionamento da amostra em cassete histolégico para
processamento histotécnico; 8- Aspecto final do fragmento apds retirada da amostra de tecido das regides
solear, axial e dorsal. Fragmento de o0sso podal (falange distal).

Na Figura 9 demonstra-se em detalhes o
aspecto da derme e epiderme das amostras
obtidas. Apds o recorte, as amostras foram
processados histologicamente em aparelho
histotécnico e posteriormente incluidas em
blocos de parafina, conforme técnicas de

rotina. Em seguida, cortes histoldgicos de
5um foram montados em laminas
histoldgicas e corados pelas técnicas de
Hematoxilina e Eosina (H&E) e Acido
periédico de Shiff (PAS) conforme
previamente descrito (LUNA, 1968).
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Figura 9 - Amostras da juncdo derme-epiderme do casco de vacas leiteiras nas regiBes solear, axial e
dorsal. Nimeros 1, 3 e 5 indicam a derme das regides solear, axial e dorsal respectivamente; 2 indica o
epitélio da sola; 4 e 6 indicam as laminas dérmicas e epidérmicas das regides axial e dorsal
respectivamente; setas indicam fina camada de estrato cdrneo.

6.8 Estudo das lesdes histoldgicas

Ao microscépio de luz no aumento de 10X,
as laminas foram avaliadas pelo mesmo
investigador sem que 0 mesmo tivesse
conhecimento da identidade da amostra
(leitura as cegas).

Nas laminas coradas com H&E investigou-
se a presenca de lesdes como congestdo
(vasos dilatados com sangue), hemorragia
(presenca de heméacias no  espaco
extravascular) e infiltrado inflamatério
(presenca de células inflamatérias no
intersticio, perivascular ou intravascular) na
derme das regides solear, axial e dorsal.
Infiltrado  inflamatério  também  foi
investigado na lamina dermal das regides
dorsal e axial. Para tanto, foram atribuidos
escores de acordo com a intensidade e
frequéncia das lesbes encontradas conforme
Tabela 5.

Nas laminas coradas com PAS foi avaliada
a morfologia das células epidermais e a
integridade da membrana basal nas regifes
axial e dorsal do casco.

A avaliagdo das células epidermais foi feita
no terco médio das laminas. Para isso foram
atribuidos os escores descritos na Tabela 6.

A membrana basal (MB) foi estudada tendo
em vista a integridade de sua estrutura. Para
iSS0, analisou-se a  presenga de
irregularidades em sua  morfologia
considerando trés regides distintas ao longo
de seu comprimento. Logo, a MB foi
dividida nas regides apical, média e basal
conforme detalhado na Tabela 7.

A presenga de irregularidades na membrana
basal foi investigada nas trés regides
mencionadas atribuindo-se escores
conforme a frequéncia e intensidade das
irregularidades observadas (Tabela 8).
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Tabela 5 — Escores para lesGes microscopicas na juncdo derme-epiderme do casco de vacas de aptiddo
leiteira com e sem sinais clinicos sugestivos de laminite.

Escore/Leséo Congestéo Hemorragia Infiltrado Inflamatério
histologica
Auséncia de vasos dilatados Auséncia de hemacias no  Auséncia de células
com sangue. espacgo extravascular. inflamatorias no intersticio,
0- ausente peri ou intravascular.
Ocorréncia  ocasional de Presenca de pouca Presenca  ocasional  de
) vasos dilatados com sangue quantidade de sangue no poucas células inflamatérias
1- discreto e vasos pouco dilatados. espaco extravascular. no intersticio, peri ou
intravascular.
Ocorréncia pouco frequente Presenca de pequena Presenca frequente de leve
de vasos dilatados com quantidade de sangue no quantidade de  células
2- leve sangue e Vvasos pouco espaco extravascular. inflamatérias no intersticio,
dilatados. peri ou intravascular.
Ocorréncia frequente de Presenca de quantidade Presenca  frequente  de
vasos dilatados com sangue significativa de sangue moderada quantidade de
3-moderado ¢  vasos  evidentemente no espaco extravascular. células  inflamatérias  no
dilatados. intersticio, peri ou
intravascular.
Ocorréncia frequente de Presenca de grande Presenca  frequente  de

4- acentuado

vasos dilatados com sangue
e vasos muito dilatados.

guantidade de sangue no
espago extravascular.

grande quantidade de células
inflamatorias no intersticio,
peri ou intravascular.

43



Tabela 6 - Caracterizagdo dos escores utilizados para estudo de células epidermais da juncdo derme-
epiderme das regides axial e dorsal do casco de vacas leiteiras.

Escore Células epidermais
0 Predominio de células epidermais com nucleo ovalado e perpendicular & membrana
basal (MB).
1 Presenca de aproximadamente 50% de células epidermais com nucleos ovalados e
perpendiculares @ MB e 50% com nucleos arredondados.
2 Predominio de células epidermais com nucleos arredondados.
3 Predominio de células epidermais com nucleos alongados e achatados ou auséncia de

ndcleos, por desprendimento de células.

Tabela 7 — Caracterizacdo das regifes da membrana basal da juncdo derme-epiderme das regides axial e

dorsal do casco de vacas leiteiras.

Regido da membrana basal

Localizagdo das regites da membrana basal

Tergo apical

Terco medio

Terco basal

Regido da membrana basal no limite com a derme.

Regido da membrana basal intermedidria entre os tercos
apical e basal.

Regido da membrana basal no limite com o estrato cérneo

Tabela 8 — Caracterizacdo dos escores para irregularidades na membrana basal utilizados para
investigacdo da morfologia da MB na juncdo derme-epiderme das regifes axial e dorsal do casco de vacas

leiteiras.
Escore Irregularidades na membrana basal
0- ausente Auséncia de irregularidades.
1- discreto Presenca de poucas irregularidades e ndo muito acentuadas.
2- leve Presenca frequente de irregularidades, porém ndo muito
acentuadas.
3- moderado Presenca de muitas irregularidades acentuadas.

4- acentuado

Presenca de irregularidades muito acentuadas.
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6.9 Andlise estatistica

As prevaléncias das alteracfes clinicas em
todos os animais examinados (n=57) e
naqueles incluidos nos grupos (n=39) foi
calculada através de porcentagem simples
(POZZATTI et al., 2009).

Para a comparacgdo da prevaléncia entre 0s
grupos G2 e G3, utilizou-se o teste Exato de

7. RESULTADOS

As caracteristicas clinicas dos cascos dos
animais dos grupos G1l, G2 e G3
encontram-se exemplificadas na Figura 10.

Fisher. Ainda na comparacéo entre grupos,
as variaveis semi-quantitativas
considerando-se cada regido (solear, axial e
dorsal) foram comparados por meio do teste
de Kruskal-Wallis. Também realizou-se
comparagOes entre regibes de cada grupo
por meio do teste de Friedman. Ambas as
andlises foram seguidas pelo teste de Dunn.
Para todos os testes considerou-se um nivel
de significancia de P < 0,05.

As lesdes clinicas e suas respectivas taxas
de prevaléncia encontradas na unha
selecionada dos animais examinados
encontram-se descritas na Tabela 9.

Tabela 9 — Prevaléncia de les6es clinicas associadas a laminite nas unhas selecionadas de bovinos de
aptiddo leiteira no rebanho estudado (considerando-se o total de animais examinados (n=57)).

LesBes macroscopicas Prevaléncia
Linhas de estresse 80,7%
Eroséo de taldo 52,6%
Alargamento da linha branca 36,8%
Doenca da linha branca 24,6%
Hemorragia de sola 24,6%
Hemorragia na linha branca 19,3%
Casco em tesoura 12,3%
Hemorragia na parede do casco 10,5%
Sola dupla 1,8%
Sola macia e amarelada 1,8%
Ulcera de sola 1,8%
Fenda na muralha 1,8%
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Figura 10 - Fotos dos cascos de bovinos classificados nos grupos 1 (G1), 2 (G2) e 3 (G3) demonstrando
as lesdes encontradas na unha estudada. Todas as fotos da superficie solear dos cascos encontram-se
invertidas horizontalmente (“em espelho”). * indica a unha estudada no animal do G1; setas vermelhas
indicam linhas de estresse na unha estudada dos animais do G2 e G3; setas azuis indicam hemorragia de
sola; setas verdes indicam hemorragia de linha branca; seta roxa indica alargamento e doenca de linha
branca.

As lesbes mais prevalentes na unha branca, alargamento e doenca de linha
selecionada dos grupos G2 e G3 foram branca. Observou-se que as lesdes
hemorragia de sola, hemorragia de linha hemorrégicas como hemorragia de sola e de
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em G3, contudo ndo houve diferenca
estatistica entre as prevaléncias de lesdes
entre os dois grupos (P>0,05) (Tabela 10).

linha branca foram mais comuns no G2 e
qgue as alteracbes de linha branca como
alargamento e doenca foram mais comuns

Tabela 10 — Prevaléncia de leses clinicas associadas a laminite encontradas na unha selecionada de vacas
leiteiras classificadas em trés grupos: G1 (sem lesdes de laminite e sem claudicacdo), G2 (com lesdes de
laminite e sem claudicacéo), G3 (com les6es de laminite e com claudicago).

Prevaléncia de lesbes na unha selecionada

Lesoes clinicas G1(n=9) G2 (n=23) G3 (n=7) Total (n=39)
Linhas de estresse 0% 100% 100% 76,92%
Alargamento de linha branca 0% 48,0% 86,0% 43,59%
Doenca de linha branca 0% 26% 57% 25,64%
Hemorragia de sola 0% 39% 14% 25,64%
Hemorragia de linha branca 0% 30% 14% 20,51%
Casco em tesoura 0% 17% 14% 12,82%
Hemorragia na parede do casco 0% 9% 14% 7,69%
Ulcera de sola 0% 0% 14% 2,56%
Fenda na muralha 0% 4% 0% 2,56%

diferencas quanto a congestdo, hemorragia
e infiltrado inflamatério entre os grupos
(P>0,05). Na derme dorsal ndo houve

Quanto aos resultados da avaliacdo
histolégica na coloracdo de H&E, na
comparacdo entre grupos ndo houve

diferencas quanto a presenca de congestdo e
infiltrado inflamatério na derme solear.
Contudo, a hemorragia foi
significativamente maior no grupo G3
(P<0,05). Na derme axial ndo houve

diferencas quanto a congestdo e infiltrado
inflamatério, contudo, a hemorragia foi
significativamente maior no G3 (P<0,05)
(Figura 11).
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Figura 11 - Resultados gréaficos da pesquisa de lesdes histoldgicas (congestdo, hemorragia e infiltrado
inflamatorio) na derme solear, axial e dorsal de vacas leiteiras dos grupos 1 (G1), 2 (G2) e 3 (G3).
Comparagdo entre grupos na mesma regido do casco. Médias seguidas de letras iguais ndo diferem
estatisticamente entre si (P>0,05). Médias seguidas de letras diferentes diferem entre si (P<0,05). Média +

desvio padréo.

As lesdes investigadas foram encontradas
em todas as regides do casco, e
especialmente o infiltrado inflamatério
ocorreu na derme de todas as regides de
todos os animais avaliados (escore maior ou
igual a 1) conforme Tabela 11. O grupo G1

ndo diferiu quanto ao escore de infiltrado
inflamatorio em relacdo aos grupos G2 e
G3, tendo sido a inflamagao, & semelhancga
do que ocorreu nagueles grupos, encontrada
em todas as regifes do casco conforme
demonstrado nas Figuras 12 e 13.
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Tabela 11 — Distribuicdo dos escores para infiltrado inflamat6rio na derme das regides solear, axial e
dorsal do casco de vacas leiteiras sem sinais clinicos de laminite e sem claudicagdo (G1), com sinais
clinicos de laminite sem (G2) ou com claudicagdo (G3).

G1 (n=9)

Escore inflamacgao

1 1 2 3 (11%)

G2 (n=23)

6 (9%)

G3 (n=7)

1 0 2 1 3 (14%)
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Figura 12 — Histologia da jungdo derme-epiderme da regifo solear do casco de vaca de aptiddo leiteira
sem sinais clinicos de laminite ao exame do casco e sem claudicacdo (G1). As fotos histolégicas sdo do
casco identificado como G1 na Figura 10. Letras indicam: C- o estrato cérneo, D- a derme, E- as camadas
ndo corneificadas da epiderme. Setas indicam células inflamatorias. Coloragdo de H&E. Aumentos de 4,
10 e 20X.
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Figura 13- Histologia da juncdo derme-epiderme das regides axial e dorsal do casco de vaca leiteira sem
sinais clinicos de laminite ao exame do casco e sem claudicagdo (G1). As fotos histolégicas sdo do casco
identificado como G1 na Figura 10. Fotos de 1 a 3 e 8 s@o da regido axial. Fotos de 4 a 7 e 9 sdo da regido
dorsal. Letras indicam: C- congestéo, D- derme, LD- I[amina dermal, LE- Iamina epidermal. Setas indicam
células inflamatérias. Coloragdo de H&E. Aumentos de 10 e 20X.

Algumas lesdes histoldgicas encontradas
nos grupos G2 e G3 estdo demonstradas na
Figura 14.

Na comparagdo dentro dos grupos entre as
diferentes regides do casco, no G1 nédo foi
encontrada diferenca entre as regides
quanto a congestdo, hemorragia e infiltrado
inflamatorio  (P>0,05). Contudo, estas

lesbes estiveram presentes no grupo e,
ainda que sem significAncia estatistica,
congestdo e hemorragia foram maiores na
derme solear comparada com a axial e
dorsal. No G2 a congestdo foi maior na
derme solear comparada com a derme axial
e dorsal (P<0,05) e a hemorragia também
ainda que sem significancia estatistica. Nao
houve diferenga entre as regifes quanto ao
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infiltrado inflamatorio, embora presente em Ndo houve diferenca entre as regides
todas as regides do casco. No G3 a quanto a congestdo e infiltrado inflamatorio
hemorragia foi maior na derme solear (Figura 15).
comparada com a axial e dorsal (P<0,05).

Figura 14- Histologia da juncdo derme-epiderme das regides solear, axial e dorsal do casco de vacas
leiteiras com sinais clinicos de laminite ao exame do casco sem (G2) ou com (G3) claudicagdo. As fotos
histolégicas sdo dos cascos identificados como G2 e G3 na Figura 10. Fotos de 1 a 4 sdo do casco G2 e
fotos de 5 a 9 sdo do G3. Letras indicam: D- derme, H- Hemorragia, LD- ldmina dermal, LE- ldmina
epidermal. Setas indicam células inflamatorias. Coloracdo de H&E. Aumentos de 10, 20 e 40X.
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Figura 15 — Resultados graficos da pesquisa de lesbes histoldgicas (congestdo, hemorragia e infiltrado
inflamatorio) na derme solear, axial e dorsal de vacas leiteiras dos grupos 1 (G1), 2 (G2) e 3 (G3).
Comparagdo entre regides do casco no mesmo grupo. Médias seguidas de letras iguais ndo diferem
estatisticamente entre si (P>0,05). Médias seguidas de letras diferentes diferem entre si (P<0,05). Média +

desvio padréo.

Quanto a presenca de infiltrado
inflamatério na lamina dermal, observou-se
que, embora presente nas regibes axial e
dorsal, ndo houve diferenca estatistica entre
0S grupos nem entre as regides estudadas
(P>0,05) (Figuras 13 (fotos 8 e 9) e 16).

Quanto as avaliagbes da morfologia das
células epidermais na coloracéo de PAS nédo
houve diferenca estatistica (P>0,05) para as
alteracdes na morfologia das células
epidermais entre 0S grupos na mesma
regido, nem entre regides dentro do mesmo
grupo (Figuras 17).

Na Figura 18, demonstra-se a morfologia
normal das células epidermais da regido
axial.

Quanto a MB ndo foram encontradas
diferencas quanto as irregularidades
encontradas entre 0s grupos tanto na regido
axial como na dorsal em nenhuma das trés
regides estudadas (P>0,05) (Figura 19).

J& na comparagdo dentro dos grupos entre
as diferentes regides da MB (terco basal,
apical e médio), foi observado que na
regido axial as irregularidades no terco
basal foram mais acentuadas do que no
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terco médio (P<0,05) e sem diferenca na
comparagdo com o terco apical (P>0,05) no
G1. Na regido dorsal, ainda que sem
diferenca estatistica, as irregularidades
foram mais acentuadas no terco basal do
que nos tercos médio e apical.

No G2, as irregularidades foram mais
acentuadas no terco basal em comparagéo
com o médio e apical tanto na regido axial

como na dorsal (P<0,05). No G3, as
irregularidades foram mais acentuadas no
terco basal em comparacdo com o apical
(P<0,05) tanto na regido axial como na
dorsal, e, ainda que sem significancia
estatistica, maiores que no terco medio. Em
suma, as irregularidades foram mais
acentuadas no terco basal de ambas as
regifes (axial e dorsal) em todos 0s grupos
estudados (Figuras 20 e 21).
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Figura 16 — Resultados graficos da pesquisa de infiltrado inflamatorio na 1dmina dermal da epiderme das
regiGes axial e dorsal de vacas leiteiras classificadas nos grupos 1 (G1), 2 (G2) e 3 (G3). Graficos a
esquerda permitem a comparagao entre grupos numa mesma regido do casco. Graficos a direita permitem

a comparagdo entre regides do casco dentro do mesmo grupo.
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Figura 17 — Resultados gréaficos para o estudo de alteragdes na morfologia de células epidermais das
regides axial e dorsal do casco de bovinos classificados nos grupos 1 (G1), 2 (G2) e 3 (G3). Graficos a
esquerda permitem a comparagdo entre grupos numa mesma regido do casco. Graficos a direita permitem
a comparacdo entre regides do casco dentro do mesmo grupo.

Figura 18- Histologia das laminas dermais e epidermais da regido axial do casco de vaca leiteira
evidenciando a morfologia das células epidermais. Setas verticais indicam células epidermais normais,
com nucleos alongados e perpendiculares & membrana basal (MB). Seta horizontal indica a MB com
escore (0) para irregularidades. LD- lamina dermal, LE- I&mina epidermal. Coloracéo de PAS. Aumento
de 20X.
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Figura 19 — Resultados gréaficos da avaliacdo de irregularidades na membrana basal das regibes axial e
dorsal considerando-a dividida nos tercos apical, médio e basal no casco de vacas leiteiras classificadas

nos grupos 1 (G1), 2 (G2) e 3 (G3).
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Figura 20 — Resultados graficos da pesquisa de irregularidades na membrana basal (MB) em seus tercos
basal, médio e apical das regides axial e dorsal do casco de vacas leiteiras classificadas nos grupos 1
(G1), 2 (G2) e 3 (G3). Gréficos a esquerda permitem a comparacdo entre as regides da MB dentro do
mesmo grupo na regido axial do casco. Gréficos a direita permitem a comparagéo entre as regides da MB
dentro do mesmo grupo na regido dorsal do casco.
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Figura 21- Histologia das laminas dérmicas e epidérmicas da regido dorsal do casco de vaca leiteira
evidenciando diferengas quanto as irregularidades da membrana basal (MB) nos tergos apical (fotos 1 e
2), médio (foto 3) e basal (foto 4). Setas indicam a MB. Escore para irregularidades na MB no tergo
apical (1), médio (2) e basal (3). C-camada cdrnea, LD- I[amina dermal, LE- lamina epidermal. Coloragao

de PAS. Aumento de 20X, com zoom na foto 2.
8. DISCUSSAO

No sentido de abranger a metodologia e o0s
resultados deste trabalho e para facilitar a
compreensdo do leitor, a discussdo foi
dividida em subitens. Inicialmente serdo
tratados alguns aspectos metodoldgicos que
foram necessérios ao desenvolvimento da
pesquisa, sobre 0s quais considerou-se
relevante detalhar e discutir em decorréncia
da auséncia de informacdes similares na
literatura consultada. Posteriormente, o0s
resultados serdo propriamente discutidos,
tanto em relagdo aos  achados
epidemioldgicos no rebanho estudado como
em relacdo a comparagdo entre 0s grupos
estudados.

8.1 ldentificacdo dos membros coletados

A identificacdo dos membros para a
colheita no frigorifico foi um ponto critico
deste trabalho. O objetivo foi permitir, no
frigorifico, a identificacdo do animal cujo
membro deveria ser colhido. Logo, o
material utilizado nesta identificagdo
deveria resistir a0 manejo dos animais na
fazenda (por um periodo que variou de 15 a
40 dias), ao manejo durante o transporte e
ao manejo dentro do frigorifico até a coleta
dos cascos. Além disso, considerando que o
trabalho dentro do frigorifico obedece a um
protocolo bem estabelecido, que ndo
permite muitas intervengdes, era preciso
criar uma estratégia simples, rapida e eficaz
para identificacdo e posterior colheita dos
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cascos dos animais de interesse. Assim,
optou-se pela utilizagdo de uma tripla
marcacédo (dois lacres e uma abracadeira)
para garantir o0 sucesso do trabalho.
Considerou-se que a metodologia utilizada
foi suficiente para alcancgar o objetivo, visto
que viabilizou a identificacdo e colheita dos
cascos de aproximadamente 90% dos
animais  identificados. = Contudo,  as
abracgadeiras plasticas se mostraram mais
eficientes do que os lacres numerados. O
ndmero de animais que perderam o lacre foi
muito superior aqueles que perderam a
abracadeira. Esta se mostrou mais resistente
aos desafios de manejo a que o0s animais
foram submetidos.

Para a identificacdo do individuo utilizou-se
a gravacdo de um nimero na abracadeira, e
no lacre utilizou-se o nimero feito por
encomenda. A gravacdo na abracadeira foi
a forma mais eficiente encontrada para
garantir a identificacdo do numero do
animal. A gravacdo no material plastico foi
a mais profunda possivel e com o nimero
grande tendo em vista ndo causar
confundimentos por sujeira impregnada na
abracadeira no momento da identificagdo.
Ressalta-se que esta forma de identificacdo
dos animais foi proposta na ocasido deste
estudo e ndo foram encontradas na literatura
consultada referéncias que detalhassem a
metodologia de identificacdo dos animais
para colheita de material em frigorifico.

8.2 Método para colheita das amostras de
tecidos

O objetivo principal da colheita de amostras
foi obter um fragmento de casco provido
das trés regides alvo do estudo histolégico,
as jungdes derme-epiderme da sola e das
regibes dorsal e axial do casco. Desta
forma, todas as colheitas foram realizadas
na regido da pinga, utilizando um corte
transversal. Em virtude de variacGes quanto
ao tamanho e forma da unha dos animais,
além das limitacbes em razdo de um
trabalho que foi feito dentro de um

frigorifico, ndo foi possivel padronizar
rigorosamente o local em que a unha foi
serrada para todos os animais. Contudo,
conforme demonstrado na Figura 2, a
regido de obtencdo do fragmento para
histopatologia foi aquela compreendida na
regido intermedidria da pinca.

O método utilizado para alcangar a juncdo
derme-epiderme do casco foi considerado
satisfatorio. Em geral a torqués foi utilizada
para remogdo do excesso de estrato corneo
em todas as regiGes do fragmento, contudo,
em alguns casos, quando a espessura deste
estrato era muito fina, 0 uso de torqués
poderia prejudicar as laminas epidermais..
Assim, dependendo da espessura do estrato
corneo nas regides axial e dorsal, a torqués
foi dispensavel, ficando o trabalho de
deshaste da por¢do corneificada restrito ao
uso da navalha. Na sola, a torqués sempre
foi necessaria em virtude da espessura do
estrato corneo. E importante desbastar a
camada cérnea, pois isso viabiliza a
introducdo da navalha para recorte da
amostra, porém, igualmente importante é
manter uma fina camada deste tecido para
garantir a referéncia quanto a estrutura
tecidual durante a avaliacdo histologica.
Esta metodologia de obtencdo das amostras
da juncdo derme-epiderme do casco
também foi proposta durante a execucdo
deste trabalho, sendo que ndo foram
encontradas referéncias na literatura
consultada que detalhassem um método
para obtencdo destes tecidos.

8.3 Prevaléncia dos achados clinicos no
rebanho estudado

Nas unhas selecionadas no grupo de
animais estudados (n=57) foram
diagnosticadas lesdes clinicas associadas a
laminite, sendo as lesbes mais prevalentes
linhas de estresse (80,7%), alargamento
(36,8%) e doenca de linha branca (24,6%),
hemorragia de sola (24,6%) e de linha
branca (19,3%) conforme demonstrado na
Tabela 9.
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A elevada prevaléncia de linhas de estresse
(80,7%) foi semelhante aos valores de 30,0
e 98,9% citados em outros estudos
(FERREIRA, 2003 e POZZATTI et al.,
2009). Esses resultados demonstram que 0s
animais, embora mantidos em condicGes
mais extensivas de criacdo em sua fase
produtiva, foram consideravelmente
afetados por este tipo de lesdo implicada na
laminite (GREENOUGH, 2007) e ainda, de
modo semelhante aos animais mantidos em
condigdes intensivas. Ha que se considerar
que as linhas de estresse ocorrem mediante
algum tipo de estresse sofrido pelos animais
e, dentre eles, a laminite € um importante
fator causal (GREENOUGH, 2007). E
possivel ~ considerar que a elevada
prevaléncia desta lesdo no grupo de animais
estudados pode ser explicada em razdo de
se tratar de animais de descarte, que
possuiam alguma alteracdo de salde, de
desempenho ou idade avancada. Deste
modo, provavelmente estes animais
sofreram situacdes causadoras de estresse
ao longo da vida culminando na elevada
prevaléncia de linhas de estresse. Contudo,
a ocorréncia desta lesdo simultaneamente a
presenca de outros tipos de lesdo
caracteristicas de laminite, permite inferir
que sua elevada prevaléncia esteve
fortemente associada & ocorréncia desta
doenca. Ha também de serem consideradas
as condicdes de confinamento para engorda
a gue os animais foram submetidos 90 a
120 dias antes do abate, que poderiam ser
determinantes no aparecimento desta
alteracao.

Quanto a hemorragia de sola, foram citadas
na literatura prevaléncias iguais (24,6%) em
estudos realizados com vacas criadas em
sistemas ndo confinados (FLOR e
TADICH, 2008) ou superiores em vacas
confinadas, que variaram entre 70,0%
(FERREIRA, 2003) e 78,9% (POZZATTI
et al.,, 2009). Essa discrepancia pode ser
facilmente explicada, uma vez que solo
abrasivo tem sido considerado como um
importante determinante para este tipo de

lesio (VERMUNT e GREENOUGH,
1994).

As afecgdes de linha branca, apesar de
terem sido frequentes no presente estudo,
apresentaram menores prevaléncias quando
comparados com outros estudos que
relataram prevaléncia de doenca de linha
branca entre 73% (FERREIRA, 2003) e
82% (FLOR e TADICH, 2008; POZZATTI
et al., 2009).

A erosdo de taldo ndo foi considerada uma
lesdo associada a laminite, logo, ndo foi
considerada para enquadramento  dos
animais nos grupos estabelecidos. Contudo,
esta lesdo ocorreu em 52,6% do total de
animais avaliados, tendo sido a segunda
lesdto mais frequente. Este achado é
semelhante aos de MAUCHLE et al. (2001)
e aos de FLOR e TADICH (2008), quando
a prevaléncia da erosdo de taldo foi de
67,5% e 48,4% respectivamente. Contudo,
foi inferior aos achados de 93%
(FERREIRA, 2003) e 100% (POZZATTI et
al., 2009). A erosdo de taldo é uma lesdo
relacionada as condi¢gBes de higiene das
instalacGes sendo que umidade excessiva e
acimulo de matéria organica favorecem sua
ocorréncia. Além disso, a patologia esta
relacionada com a formacdo de tecido
corneo de baixa qualidade (FERREIRA,
2003 e POZZATTI et al., 2009). Na
propriedade estudada, o acimulo de matéria
organica no confinamento foi apontado
como possivel causa da elevada prevaléncia
de erosdo de taldo.

8.4 Comparacdo entre grupos: achados
clinicos

Os critérios de inclusdo para o G1 foram
auséncia de claudicagdo, de linhas de
estresse marcadas e de outras lesGes
associadas a laminite no casco. Contudo, na
unha contralateral, em sete dos nove
animais do grupo, foi encontrado algum
tipo de lesdo ainda que discreta. Assim, ndo
foi possivel reunir no grupo G1, animais
sem qualquer tipo de lesdo nas unhas,
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embora tenha sido possivel selecionar
unhas sem qualquer tipo de lesdo associada
a laminite. Portanto, ainda que o grupo G1
ndo possa ser considerado um grupo
controle sadio, uma vez que algum tipo de
lesdo foi detectado no casco, considerou-se
que as amostras do G1 constituiram as
amostras controle dentro do rebanho
estudado, uma vez que foi constituido por
unhas desprovidas de lesGes associadas a
laminite no conjunto de animais avaliados.

As lesdes clinicas mais frequentes
apresentadas pelos animais dos grupos G2 e
G3 foram alargamento e doenga de linha
branca, hemorragia de sola e de linha
branca. As hemorragias foram mais
frequentes no G2 e as alteragBes de linha
branca, no G3, ainda que ndo tenha havido
diferenca estatistica (P>0,05) (Tabela 10).
Importante  ressaltar que 0s testes
estatisticos de dispersdo de frequéncia,
como o teste Exato de Fisher utilizado nesta
comparagdo, exigem amostras maiores.
Desta forma, diferencas entre as prevaléncia
de lesBes entre grupos podem estar
subestimadas. A hemorragia de sola resulta
das alteracGes vasculares na derme (ou
cério) do casco e o acumulo de sangue
prejudica a producdo de tecido coOrneo
(LISCHER e OSSENT, 2002). Ja a
hemorragia de linha branca resulta da
infiltracdo de sangue na epiderme da regido
das ldminas. Com o crescimento do tecido
cérneo, a hemorragia é removida da regido
da linha branca. A hemorragia de linha
branca indica episodios recentes de
laminite. Além disto, esta lesdo enfraquece
a estrutura do tecido corneo, aumentando a
susceptibilidade do animal a lesdes
secundarias como o abscesso de linha
branca. (MULLING, 2002). Assim, tanto a
hemorragia de sola como a de linha branca
resultam no enfraquecimento do tecido
cérneo do casco e sua elevada prevaléncia
nos grupos G2 e G3 indicam que estes
animais foram mais acometidos
clinicamente.

Quanto as alteracBes na linha branca, elas
se relacionam na laminite. O alargamento
pode ocorrer devido ao acUimulo de
exsudato entre as laminas, ou da hiperplasia
laminar ou da separacdo da juncdo derme-
epiderme. Com isso, o tecido corneo da
linha branca torna-se fridvel favorecendo a
entrada de microorganismos e a ocorréncia
de infeccdo, levando a doenca de linha
branca (LISCHER e OSSENT, 2002).
Assim, esta relacdo explica a elevada
prevaléncia de ambas as lesdes tanto no G2
como no G3.

A doenca de linha branca é considerada a
sequela mais comum causada pela laminite
subclinica (GREENOUGH, 2007). Os
animais dos grupos G2 e G3 apresentaram
prevaléncias elevadas desta alteracéo
sugerindo que clinicamente apresentavam a
doenga.

Observou-se que as lesGes hemorragicas
predominaram nos animais do G2 e que as
alteracBes de linha branca, no G3. Nas
doencas que envolvem alteracGes do tecido
corneo da wunha como a laminite,
hemorragias na sola prejudicam a formacao
de tecido cérneo (LISCHER e OSSENT,
2002), levando a producdo de estrato
cdrneo mais macio, que por sua vez,
favorece a formacdo de Ulceras de sola
(GREENOUGH, 2007). Por outro lado,
hemorragias na linha branca enfraquecem o
tecido corneo nesta regido favorecendo o
alargamento e doenca de linha branca
(MULLING, 2002). Assim, pode-se supor
que lesbes como hemorragia de sola e de
linha branca evoluem para lesBes como
Ulcera de sola, alargamento e doenca de
linha branca. Logo, os animais do grupo G2
potencialmente evoluiriam para a condigédo
do grupo G3. Estes, além de apresentarem
as lesdes no casco, possuiam claudicacao.
Portanto, considerou-se que o grupo G3 foi
constituido de animais clinicamente mais
acometidos que os do G2
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8.5 Comparacdo entre grupos: achados
histol6gicos

8.5.1 Coloracéo de H&E

Analisando o0s resultados da avaliagdo
histolégica na coloragdo de H&E, observa-
se que a hemorragia na derme solear foi
maior no G3 do que no G1 e G2 (P<0,05).
Na derme dorsal a hemorragia foi maior no
G3 em comparagdo com o grupo G1
(Figura 11). Assim, observa-se que, embora
clinicamente as hemorragias de sola tenham
sido mais frequentes nos animais do G2,
histologicamente  elas  foram  mais
acentuadas no G3. Com isso, constata-se
gue mesmo com baixa prevaléncia da lesao,
0 G3 foi o0 grupo mais gravemente afetado,
0 que caracteriza uma condicdo subclinica
(para hemorragia de sola).

Contribuindo para esta nocao, a claudicacao
encontrada nos animais do G3 pode ser
justificada inclusive em funcdo da
intensidade das hemorragias encontradas
tanto na sola como na regido dorsal,
indicando a presenca de alteracdes
vasculares mais acentuadas e,
provavelmente, maior estimulo doloroso.

Histologicamente, a regido axial foi a
menos acometida pelas hemorragias em
todos os grupos. Possivelmente esta é a
regido mais protegida do casco em fungédo
de sua localizacdo, ao contrario das regides
da sola e da parede dorsal que ficam mais
expostas. Pode-se afirmar que a regido axial
¢ menos predisposta as hemorragias na
derme, porém, em relacdo ao potencial de
se inflamar (laminite), parece ndo haver
qualquer distincdo entre as regides solear,
axial e dorsal, ja que para o infiltrado
inflamatério, ndo houve diferenca dos
escores em nenhum dos grupos (Figura 15).

O objetivo principal do trabalho foi a
comparagdo entre grupos quanto as lesdes
histoldgicas investigadas. Partiu-se da
hipbtese, aparentemente O6bvia, de que
vacas leiteiras com sinais clinicos de

laminite e suas complicagdes sem (G2) ou
com (G3) claudicacdo  apresentam
alteracbes histoldgicas caracteristicas de
inflamacdo e degradacédo da juncdo derme-
epiderme mais evidentes e acentuadas que
vacas com cascos clinicamente normais
(G1). Os resultados obtidos para infiltrado
inflamatério  ndo  confirmaram  as
expectativas e permitiram rejeitar a
hip6tese, uma vez que 0S escores para
infiltrado inflamatério ndo diferiram entre
grupos numa mesma regido do casco
(P>0,05) (Figura 11). Todos o0s animais
avaliados apresentaram infiltrado
inflamatdrio (escore maior ou igual a 1) nas
dermes estudadas. Além disso, em 90% das
mensuracdes de infiltrado inflamatorio o
escore atribuido foi > 2 (Tabela 11).

Considerando a presenca de congestéo,
hemorragia e infiltrado inflamatério nas
condigdes deste estudo, é possivel afirmar
que todos o0s animais apresentaram
evidéncias histoldgicas de laminite. Nos
grupos G2 e G3, os achados histolégicos se
somam aos clinicos para reforcar este
diagnostico e ainda no G3 a presenca de
claudicacdo. Histologicamente, a laminite é
caracterizada por varias alteracbes na
juncdo derme-epiderme do casco como:
hiperemia, hemorragia, presenca de células
inflamatorias, edema, necrose, trombose,
alteracdo na morfologia das células basais,
separacdo da membrana basal, dentre outras
alteracdes (NILSSON, 1963; THOEFNER
et al., 2005). E importante destacar que
estas alteracBes ocorrem tanto na laminite
ocorrida naturalmente (NILSSON, 1963)
quanto na doenca induzida
experimentalmente com sobrecarga de
oligofrutose (THOEFNER et al., 2005).

Estes achados foram considerados bastante
relevantes, uma vez que sinalizam que
bovinos podem desenvolver o processo de
laminite mesmo antes que sinais, mesmo
aqueles considerados subclinicos (como
linhas de estresse, alargamento e
hemorragia de linha branca, e
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amolecimento e hemorragia de sola), sejam
evidentes. Os resultados assim sugerem
que, a semelhanga do descrito para a
laminte aguda de equinos, pode existir uma
fase de desenvolvimento (ou fase
prodrémica) da laminite que precede a
ocorréncia de qualquer sinal clinico.

Nos animais do grupo G1, a intensidade do
infiltrado inflamat6ério ndo diferiu dos
animais do G2 e G3 (Figura 11) e, além
disso, em 89% dos casos, 0 escore atribuido
foi > 2 (Tabela 11). Na literatura
consultada, a infiltracdo de células
inflamatérias com  caracteristicas  de
linfocitos na derme solear foi encontrada
em animais sem sinais clinicos de lesdo no
casco, aos quais se atribuiu escore leve
(escala de 1 a 3 cruzes) (NILSSON, 1963).
Recentemente, leucdcitos vasculares ou
infiltrados no tecido da juncdo derme-
epiderme da regido dorsal do casco, foram
encontrados em animais aparentemente
normais sendo que em 44% dos animais as
células estavam dentro de vasos e em
apenas 2% se apresentaram infiltradas no
tecido (THOEFNER et al., 2005). Esses
achados, por um lado, concordam com 0s
resultados deste estudo, uma vez que o
infiltrado  inflamatério  também  foi
diagnosticado em animais com cascos
clinicamente normais e por outro lado, se
distanciam, em razdo da discrepancia
observada quanto a intensidade do
infiltrado inflamatorio diagnosticado.

A forma subclinica da laminite foi proposta
em 1979. A terminologia foi usada para
caracterizar animais com lesGes no casco,
porém que ndo apresentavam claudicagao
(VERMUNT e GREENOUGH, 1994).
Logo, entende-se que subclinica era a
claudicacdo e ndo as lesbes no casco. A
partir de 1994, este termo deveria ser
substituido pela expressdo pododermatite
asséptica difusa, conforme proposigdes de
6rgdos internacionais de estudo em
podologia bovina (FERREIRA et al., 2005).
Outra proposi¢do foi a substituicdo do

termo laminite subclinica pela expresséo
disfuncdo do tecido corneo da unha (do
inglés, “claw horn disruption”-CHD)
(GREENOUGH, 2007). Contudo, em
funcdo da consagracdo do termo laminite
subclinica, a expressdo continua sendo
utilizada (FERREIRA et al., 2005).
Relativamente a esta terminologia, pode-se
considerar que o grupo G2 representa
animais com laminite subclinica. Ja os do
G3, apresentaram laminite clinica. Os
animais do G1 ndo receberiam qualquer
denominacdo de acordo com as
nomenclaturas vigentes. Pode-se dizer que
0s animais do G1 apresentaram uma
condigdo anterior ao G2, ou que seriam
animais com a forma verdadeiramente
subclinica da doenca ja que sequer ao
exame clinico do casco nenhuma lesdo
associada a laminite pdde ser diagnosticada.
Os animais do G1 sdo animais que se
apresentaram desenvolvendo laminite sem
qualquer manifestacdo clinica. Em analogia
com a espécie equina, estes animais seriam
aqueles na fase prodrémica da laminite
(POLLITT, 2007). Sendo assim, estes
achados corroboram com a recente
descricdo de infiltrado leucocitario na
derme laminar obtida na fase prodémica de
equinos com laminite induzida por extrato
de nogueira preta (FALEIROS et al., 2009)
e ingestdo de excesso de carboidratos
(FALEIROS et al.,, 2010). Na atualidade
acredita-se gque a laminite promovida por
ingestdo de sobrecarga de carboidratos em
equinos pode estar associada a uma resposta
inflamatérica sistémica (SIRS) promovida
pela absor¢do de produtos bacterianos
decorrentes da acidose cecal (BELKNAP et
al., 2009). Assim considera-se que 0s
achados histologicos do presente estudo
representam um indicio que o mesmo
processo possa ocorrer em bovinos.

Os animais do G1 foram aqueles gque ndo
apresentaram linhas de estresse nem
qualquer outro sinal clinico de laminite ao
exame do casco. Contudo, a avaliagdo
histolégica mostrou lesdes histoldgicas
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indicativas de laminite neste grupo. Logo,
observa-se que a estratégia clinica utilizada
para a detecgdo da doenca ndo foi suficiente
para identificar todos 0s  animais
acometidos. Assim, o0s resultados deste
grupo fazem pressupor que, do ponto de
vista clinico, sempre havera subestimacédo
da quantidade diagnosticada de animais
acometidos em estudos de prevaléncia da
doenca. De modo que a laminite pode
representar um problema muito mais
abrangente nos rebanhos do que se possa
efetivamente apurar. JA na década de 50,
quando a forma subclinica da doenca ainda
ndo era conhecida, considerava-se que a
incidéncia de laminite era muito maior do
gue o gue se conseguia estimar (NILSSON,
1963). Com os resultados deste estudo,
pode-se dizer que, ainda hoje, apesar do
conhecimento sobre a forma subclinica da
doenga, tal afirmativa permanece pertinente
e atual.

A principal motivacdo deste trabalho foi a
pesquisa de indicadores de inflamacdo no
casco bovino tendo em vista detectar
indicios da SIRS na laminite nesta espécie
tal como vem sendo demonstrado na
espécie equina.

Segundo a teoria da SIRS, em equinos, a
laminite pode ndo ser a consequéncia das
alteracBes morfofuncionais no casco, mas,
ao contrario, a causa delas, ja que é possivel
detecta-la logo nas fases mais iniciais da
doenca (BELKNAP, 2009; FALEIROS et
al., 2009).

A primeira descricdo de laminite em
bovinos, se deu em uma vaca que
desenvolveu a doenca ap6s o parto. Além
disso, foram diagnosticados casos de
laminite em animais que apresentavam
outros tipos de processos inflamatorios
como enterite aguda, metrite aguda, mastite,
pericardite além de acetonemia.
(NILSSON, 1963). Logo, é possivel
pressupor que haja algum tipo de
associagdo entre a ocorréncia de demais

processos inflamatdrios e a laminite em
bovinos.

Neste estudo, 0s animais permaneceram em
torno de 120 dias confinados, recebendo
dieta a base de silagem e concentrado. O
principal fator causal da laminite é a dieta
rica em carboidratos, levando a acidose e
laminite subclinica (NOCEK, 1997). Logo,
¢ possivel inferir que os animais
desenvolveram  acidose subclinica e
laminite.

Outra possivel causa da inflamagdo
detectada seria de origem traumatica em
razdo do tipo de piso frequentado pelos
animais (MGASSA et al., 1984). Porém, no
confinamento, onde os animais foram
mantidos ininterruptamente por
aproximadamente 120 dias, o piso era de
terra e ndo de concreto, logo, diminuem as
chances de inflamacdo por insulto
traumatico.

Quanto ao infiltrado inflamatorio nas
laminas dermais, ndo houve diferenca entre
grupos numa mesma regido do casco, nem
entre regides do casco dentro do mesmo
grupo (P>0,05) (Figura 16). Para a
identificacdo de células inflamatorias nas
laminas dermais, as vezes é dificil ou até
impossivel diferenciar células inflamatérias
de celulas epiteliais do endotélio vascular.
Apesar disso, foi possivel identificar a
presenca de infiltrado inflamatdrio neste
tecido (Figura 14, fotos 8 e 9).

A técnica histolégica utilizada para
pesquisa de inflamagao foi a coloracdo de
H&E. Nesta coloracdo, a identificacdo do
infiltrado inflamatério no tecido foi feita
com base nas caracteristicas morfolégicas
da infiltracdo celular. Futuramente, técnicas
especiais como imunohistoquimica e reacdo
em cadeia da polimerase (PCR) serdo
utilizadas para consolidar os resultados
encontrados e ainda, para fazer a
distribuicdo  dos tipos de células
inflamatérias presentes. Através de técnica
de imunohistoquimica para marcador de
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neutrofilo  (calprotectina), resultados
preliminares  ainda ndo  publicados,
confirmaram a presenca destas células no
infiltrado inflamatério encontrado em todas
as dermes avaliadas.

Neste estudo, a juncdo derme-epiderme foi
estudada em trés regides do casco: solear,
axial e dorsal. Destas, além da regido
dorsal, apenas a regido solear ja foi
pesquisada, quando infiltragdo leve de
células inflamatorias foi detectada na derme
solear de animais normais (NILSSON,
1963). N&o foram encontrados estudos que
contemplassem a regido axial. Na
comparacgdo entre regides do casco dentro
do mesmo grupo, no G2 a congestdo foi
maior na regido solear, no G3 a hemorragia
foi maior na regido solear e ndo foram
encontradas diferencas para infiltrado
inflamatério (P>0,05) (Figura 15). Com
este resultado conclui-se que a inflamacao
esta presente em toda a juncdo derme-
epiderme do casco, e ndo somente na sola e
regido dorsal. Além disso, aparentemente,
ndo existe diferenca entre a susceptibilidade
das regifes para inflamagdo. A inflamacao
da derme em todas as regibes do casco
parece ter relevante importancia visto que,
uma vez inflamada, a derme produz
metaloproteinases que degradam o colageno
da matriz extracelular e enfraguecem o
aparato suspensorio do casco, levando a sua
faléncia e ao enfraguecimento da funcédo de
sustentacdo da juncdo derme-epiderme
(SHEARER, 2006). Assim, destaca-se a
necessidade de se considerar todas as
regibes do casco no estudo da fisiopatologia
da laminite, uma vez que todas elas
contribuem para a formacdo do aparato de
sustentacdo do casco.

8.5.2 Coloracédo de PAS

O objetivo da avaliacdo histolégica na
coloragdo de PAS foi identificar possiveis
alteracdes nas células epidermais e na
membrana basal procurando estabelecer
relagdes entre estas possiveis alteracdes e 0s

achados histologicos na coloragdo de H&E
relacionados a laminite.

Quanto a morfologia das células
epidermais, ndo houve diferenga entre
grupos na mesma regido do casco, nem
entre regides do casco dentro do mesmo
grupo (P>0,05) (Figura 17). Possivelmente,
ndo ocorreram alteragdes morfoldgicas
acentuadas o suficiente para diferenciar os
grupos e as regides. Contudo, em todos os
grupos e em ambas as regides avaliadas,
axial e dorsal, os animais apresentaram
médias de escores em torno de 1,
evidenciando alguma alteracdo em sua
morfologia.

\

Quanto a presenca de irregularidades na
MB, ndo houve diferencas entre grupos em
nenhuma regido avaliada (P>0,05) (Figura
19). Contudo, na comparacdo entre regides
da MB dentro da mesma regido do casco e
dentro do mesmo grupo, observou-se que as
irregularidades foram mais acentuadas no
terco basal do que nos ter¢cos médio e apical
em todas as regibes do casco e em todos 0s
grupos, com ou sem diferenca estatistica
(Figuras 20 e 21).

Durante a avaliacdo histologica, observou-
se que a presenca de irregularidades na MB
se distribui de modo diferente ao longo de
seu comprimento. Em razdo disso, optou-se
pela divisdo da MB em trés tercos
diferentes visando facilitar a atribuicdo de
escores. A atribuicdo de um Unico escore
considerando a MB como um todo, ficaria
prejudicada mediante a constatacdo Obvia
de que as irregularidades se distribuem
diferentemente conforme sua posi¢cdo em
torno da lamina epidermal. Esta divisdo foi
feita considerando-se a distribuicdo das
irregularidades, e ressalta-se que ndo foi
encontrada na literatura  consultada
descricdo semelhante quanto & presenca
destas irregularidades nem quanto a
variagdo na sua distribuicdo. Tal variagdo
foi posteriormente confirmada
estatisticamente conforme demonstrado na
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Figura 20. A presenca de colapso da MB foi
descrita em bovinos com laminite induzida
(THOEFNER 2005) e em equinos
(POLLITT, 2007) contudo, ndo foi citada a
ocorréncia de irregularidades como as
encontradas  neste  estudo  conforme
demonstrado na Figura 21. Na espécie
equina também ndo foi encontrada
descricio  semelhante  na literatura
consultada.

Na epiderme da sola de bovinos, detectou-
se descontinuidade da MB e seu
adelgagcamento em animais com Ulcera de
sola, atraves do método de
imunofluorescéncia para diagndstico de
laminina e integrina (HENDRY et al.,
2003). Contudo, ndo foi relatada a
ocorréncia de semelhantes irregularidades
como as encontradas neste estudo nas
laminas epidermais das regides axial e
dorsal do casco.

N&o foi possivel correlacionar a presenca
das irregularidades observadas com as
demais alteragBes histologicas encontradas
na juncdo derme-epiderme do casco, logo,
ndo foi possivel reconhecer a importancia
deste achado na fisiopatologia das
alteracbes  vasculares e inflamatorias
encontradas nos cascos avaliados. Além
disto, estas irregularidades ocorreram nos
animais de todos 0s grupos experimentais.
Como ndo se pode considerar as amostras
do grupo G1 como controle, mas apenas
controle do rebanho (por motivos ja
discutidos), ndo se pode afirmar que a
ocorréncia destas irregularidades é uma
condigdo fisioldgica. Tal fato sinaliza a
necessidade de que outros estudos sejam
conduzidos a fim de esclarecer a ocorréncia
desta condicdo na MB do casco de bovinos,
bem como sua  importdncia  na
fisiopatologia da laminite e de outras
enfermidades do casco.

Estudos sobre a MB em cascos de equinos
com laminite ap6iam a idéia de que sua
desconexdo com a derme, posteriormente

desta com a falange distal e
consequentemente faléncia da estrutura de
sustentacdo do casco estdo implicadas no
mecanismo da doenca (teoria enzimatica)
(POLLITT, 2007). Outra finalidade de
estudar a MB neste trabalho, foi verificar a
pertinéncia desta proposicdo na laminite em
bovinos. Contudo, em discordancia com
esta linha de pensamento, observou-se que
tanto clinica como histologicamente 0s
animais apresentaram sinais de laminite
mesmo na auséncia de alteraches
significativas na MB que indicassem uma
desconexé&o dela.

9. CONCLUSAO

Vacas de aptiddo leiteira de descarte
apresentam elevada prevaléncia de lesGes
no casco relacionadas a laminite.

Vacas de aptiddo leiteira de descarte com e
sem sinais clinicos de laminite ao exame do
casco apresentam alteracbes histoldgicas
sugestivas da doenca.

Vacas de aptiddo leiteira de descarte sem
sinais clinicos de laminite apresentam
inflamacdo na juncdo derme-epiderme das
regides solear, axial e dorsal do casco na
mesma intensidade que em animais com
sinais clinicos de laminite com ou sem
claudicacao, sugerindo a ocorréncia da fase
prodrdmica da laminite nesta espécie, em
analogia com a espécie equina.

As alteracdes na juncdo derme-epiderme do
casco relacionadas a laminite ocorrem sem
distingdo nas regides solear, axial e dorsal
do casco. Logo, a jungdo derme-epiderme
de todo o casco é afetada na laminite.

As células epidermais da jungdo derme-
epiderme das regibes axial e dorsal do
casco de vacas de aptiddo leiteira de
descarte com ou sem lesbes clinicas
apresentam alteracBes morfologicas de
mesma intensidade.
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A membrana basal da juncdo derme-
epiderme das regibes axial e dorsal do
casco de vacas de aptidao leiteira de
descarte com ou sem alteragbes clinicas
apresenta irregularidades de intensidade
varigvel ao longo de seu comprimento.
Contudo, nao é possivel afirmar que se trata
de uma condicdo fisiol6gica ou patoldgica,
sendo necessario outros estudos para
investigar melhor este achado.

As células epidermais e a membrana basal
do casco de vacas de aptiddo leiteira de
descarte com ou sem lesfes macroscopicas
causadas por laminite, ndo apresentam
alteracdes significativas que ap6iem a teoria
(na laminite em equinos) de que a doenga
resulta de alteracbes que culminem na
desconexdo da membrana basal e
enfraquecimento do aparato suspensorio do
casco.

10. CONSIDERACOES FINAIS

A inflamacdo da juncdo derme-epiderme de
todo o casco em vacas de aptiddo leiteira e
e de descarte € um achado comum. Esta
inflamacdo ocorre mesmo na auséncia de
qualquer alteracdo clinica ao exame do
casco. Assim, dada a impossibilidade de
diagnosticar clinicamente todos os animais
afetados num rebanho, parece ser invariavel
que os estudos de prevaléncia de alteracGes
clinicas causadas por laminite sejam
subestimados. Tal fato alerta para a
necessidade de monitoramento rigoroso dos
fatores predisponentes para laminite, tendo
em vista o diagndstico clinico o mais
precoce possivel e a tomada de medidas de
controle e tratamento. Tal medida justifica-
se ainda, dada a destacada importancia da
laminite como causa de impacto econémico
negativo na bovinocultura, especialmente a
partir da intensificacdo das praticas de
producao.

E necessario avancar no conhecimento da
fisiopatologia da doenca, para que se possa
propor formas diferenciadas de controle e
tratamento possibilitando minimizar as

perdas econdmicas
provocadas pela doenca.

significativas

Novas teorias para explicar a laminite vem
sendo propostas, a partir de estudos da
doenca em equinos. A expansdo deste
conhecimento para a espécie bovina pode
contribuir para 0 entendimento da
fisiopatologia da laminite. Deste modo, €
preciso conduzir novos estudos a fim de
investigar melhor as caracteristicas dos
processos inflamatorios relacionados a
laminite.
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“Characterization of the indicators of the inflammatory process and cellular
death in laminar tissue: investigating evidences of the syndrome of
systemic inflammatory response theory in bovine laminitis”, under the
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72



ANEXO I

Ficha clinica para identificacdo de animais e lesbes podais — (FERREIRA 2003,

com modificagdes).

Fazenda/Proprietério
Municipio Coromandel/MG Data
N° do animal Grau de claudicagéo
(conforme Grupo
critérios de (1,2,3)
inclus&o) ge grupo
Causa da claudicacgéo
Raca/Grau de Idade N° de
sangue Partos

Escore corporal (1-5)

Peso corporal (kg)

Producéo de
leite

Motivo do
descarte

Observacdes (historico de doengas, casqueamentos, tratamentos para afeccGes podais,

etc.).
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