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EXPRESSAO E QUANTIFICACAO DE RECEPTORES VANILOIDES TRPV1 NA
DERMATITE DIGITAL BOVINA

RESUMO - A Dermatite Digital Bovina (DDB) constitui uma das principais causas de
graus elevados de claudicacdo em bovinos leiteiros, em funcéo da dor que estes
animais aparentam frente ao estimulo nocioceptivo. A hiperalgesia em alguns casos
de dor crbnica esta relacionada a expressao exacerbada de fibras dos receptores
vaniloides TRPV1, podendo haver forte correlacdo com casos cronicos da DDB. No
presente estudo foram utilizados 15 bovinos, fémeas, da raga Holandesa Preto e
Branco, com idades de 2 a 7 anos, em lactagdo com pico médio de 47,85 L, mantidos
em regime “free-stall”. Durante o casqueamento realizado na propriedade, as lesdes
da DDB foram identificadas e divididas em quatro grupos, referentes aos quatro
estagios da doenca (inicial M1, classico M2, intermediario M3 e crénico M4). Foram
coletadas bidpsias por meio de “punch” cutdneo (4mm). Além das lesdes foram
coletadas amostras de pele sadia de cada animal. Priori as biopsias realizou-se a
dimensionamento das lesdes, para média comparativa entre os estagios. Os fatores
predisponentes ao aparecimento de lesbes (idade, nUmero de partos e pico de
lactacdo) foram considerados. As biopsias foram processadas em laboratorio e
colocadas frente a reacdo imunolégica com anticorpos anti-TRPV1 (Chemicon -USA).
Posteriormente as fibras imuno-marcadas nos quatro grupos e pele sadia foram
contabilizadas e comparadas. As dimensfes das lesGes foram analisadas pelo
método estatistico descritivo e possuiam média de comprimento e largura no estagio
M1 de 5,60mmz=3,20 x 4,4+1,34mm, M2 de 12,60+6,46mm x 14,4+8,87mm, M3 de
21,60+£3,36mm x 17,20+6,61mm e M4 de 21,60+£3,36mm x 24,57+7,32mm. Com
relacdo a espessura apresentaram média em M1 de 1,80+1,09mm, M2 de
6,20+£2,16mm, M3 de 7,40+6,54mm e M4 de 8,85+4,14mm. Os resultados referentes
aos fatores predisponentes foram analisados separadamente com o nimero de lesées
utilizando-se Correlacédo de Pearson (p<0,05). Houve apenas correlacao direta entre
o aumento de lesdes com o maior numero de partos. Os valores da contagem das
fibras TPV1 foram analisados pela escala logaritmica, havendo aumento do niamero
de fibras e diferenca significativa entre o grupo M4 (estagio cronico da DDB) e os

outros grupos.

Palavras-chave: bovino, claudicacéo, dor, leite, vaniloide



VANILLOID RECEPTOR TRPV1 EXPRESSION AND QUANTIFICATION ON
BOVINE DIGITAL DERMATITIS

ABSTRACT — The Bovine Digital Dermatitis (BDD) is one of the main cause on high
claudication levels at the dairy cattle, as a result of the pain that appear in those animal
front of the nociceptive stimulus. Hyperalgesia in some chronic pain cases is related to
the exacerbated expression of vanyloid TRPV1 fibers, and may have a hole on the
chronic cases of BDD. In the present study, 15 Black and White Holstein cow was
used, aged 2 to 7 years old, during lactation with mean peak of 47.85L, kept in the
free-stall under the same diet. BDD lesions were identified and divided into 4 stages
of the disease (initial M1, classic M2, intermediate M3 and chronic4), which skin are
collected by dermal punch (4mm). In addition to the lesions, healthy skin samples were
collected from each animal. Prior to the biopsies, the lesion dimensions were taken,
for comparative average between the stages. Predisposing factors to the lesions
appearance (age, number of births and lactation peak) were considered. The biopsies
were processed at the laboratory and reacted with anti-TRPV1 antibodies (Chemicon
-USA). The immuno-marked fibers in the four groups and healthy skin were counted
and compared. The lesion dimensions were analyzed by descriptive statistical method
and had a M1 mean length/ width on M1 of 5,60mm+3,20 x 4,4+1,34mm, M2 of
12,60+6,46mm x 14,4+8,87mm, M3 of 21,60+3,36mm x 17,20+6,61mm and M4 of
21,60+3,36mm x 24,57+7,32mm. The thickness mean value in M1 of 1.80 + 1.09mm,
M2 of 6.20 £ 2.16mm, M3 of 7.40 £ 6.54mm and M4 of 8.85 = 4.14mm. The
predisposing factors results were analyzed separately with the number of lesions by
Pearson Correlation statistic method (p <0.05). There was difference between more
lesion and birth numbers. TPV1 fiber counts were analyzed by logarithmic scale (p
<0.05), with a significant difference between the M4 group (chronic stage of DDB) and

the other groups.

Key words: bovine, claudication, pain, milk, vanyloid
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1. INTRODUCAO

O estudo de receptores vaniloides transitérios do tipo 1 (TRPV1), demonstram
sua forte interagcdo com o processo de transmissdo da dor. Estes séo ativados por
muitas substancias externas, dentre elas a capsaicina, que constitui o principal
componente das pimentas conhecidas por sua picancia (CATERINA et al., 1997).
Porém, podem ser ativados por outras substancias, tal como produtos da lipoxigenase
(leucotrieno B4), ATP, prostaglandinas (PGE2, PGI2), histamina, proteases (SULK;
STEINHOFF, 2015). Assim, acredita-se que o0s receptores TRPV1 constituam
importante  mecanismo modulador da dor. Por meio de métodos de
imunohistoquimica, foi possivel identificar expresséo significativa destes receptores
em pacientes que sofriam de hiperalgesia (EHNIS-PEREZ et al., 2016).

Os elevados graus de claudicagdo nos animais acometidos pela DDB,
constituem um dos maiores problemas na pecuaria leiteira (BARKEMA et al., 1994;
RADOSTITS et al., 2006; KRULL et al., 2016). A medida que os animais sdo mantidos
em regime fechado de estabulacao, os custos de producdo aumentam e o surgimento
de doencas pode interferir diretamente na receita produzida pelas propriedades
leiteiras. As afeccdes podais sdo 0 maio problema encontrado nas propriedades e

consequentemente geram os maiores gastos. (BARKEMA et al., 1994).

As perdas relacionadas a producéo leiteira estao diretamente relacionadas com
0 grau e a presenca de claudicacdo nesses animais (BARKEMA et al.,1994;
WARNICK et al.,2001; GREEN et al., 2002, BICALHO et al., 2007). Em estudo
realizado na Holanda por Bruijnis e colaboradores (2010), estimou-se que o gasto
médio por ano com afeccdes podais, em uma propriedade com 65 animais, é de
U$4.899 (U$ 75/vaca). Independente da presenca ou nao de sinais clinicos, estimou-
se que 44% dos custos eram relacionados a perda na producéo leiteira e que a DDB
era responsavel pela maior quantia relacionada aos gastos, estimando-se um gasto
anual de U$1.517.

Quando analisamos as grandes perdas econdmica da doenca e a hiperalgesia
demonstrada, pode existir forte interacdo da sintomatologia clinica com a maior

expressao de receptores TRPV1. Tal expressao constitui um importante avanco na



melhoria do bem-estar animal, diminuicdo de gastos e uma alternativa promissora
para possiveis novos tratamentos, além de ajudar na caracteriza¢cdo da patogenia da

DDB, a qual ainda néo foi elucidada completamente.



2.REVISAO DE LITERATURA

2.1 Dermatite Digital Bovina

As afecgdes dos cascos de bovinos aumentaram ao longo dos anos, com a
introducdo de métodos criatérios e de técnicas de alimentacdo intensivas. O
crescimento das perdas econémicas imputaveis as afec¢des podais deve ser levado
em consideracdo. As principais consequéncias sao: diminuigdo da producao leiteira,
gueda de peso, aumento do intervalo entre partos, retardamento no crescimento,
reformas de instalacdes precoces e gastos com honorarios veterinarios (DIRKSEN;
STOBER,1981, BARKEMA et al., 1994).

Dentre as afecc¢des podais dos ruminantes associadas as perdas econémicas
expressivas, destaca-se a DDB. As perdas ligadas a producdo leiteira estdo
diretamente relacionadas com o grau e a presenca de claudicacdo nesses animais
(BARKEMA et al.,1994; WARNICK et al.,2001; GREEN et al., 2002, BICALHO et al.,
2007). A avaliagédo da claudicacdo é realizada por método visual e classificada em
escores. Nem sempre é possivel o acompanhamento rotineiro desses animais nas

propriedades, interferindo na maioria dos estudos realizados (WARNICK et al., 2001).

A DDB foi descrita primeiramente na Itdlia no ano de 1974 por Cheli e
Mortellaro. Posteriormente, em 1980, Rhebun e colaboradores, nos Estados Unidos,
descreveram a doenca em vacas de aptidao leiteira, como um papiloma interdigital
sensivel a palpacao digital ocasionando elevados graus de claudicacdo, queda na
producéo de leite, diminui¢do dos indices reprodutivos e perda de peso. A afeccéao foi
descrita como relato de caso no Simpdésio de desordens em digitos de bovinos, como
aparecimento de uma regido hiperémica e eczema umido nas regides planta/palmar
e dorsal do espaco interdigital (WEAVER et al.,1981). No Brasil, a DDB foi citada
inicialmente em um periédico de boas praticas de manejo, como sendo necrose dos
taldes e tecido cutaneo interdigital, causada pelo acimulo de estrume e urina nos
estabulos (DIRKSEN; STOBER,1981).

O relato mais preciso da enfermidade, ocorreu em 1988, em estudo de um

rebanho de 13762 animais, avaliado por Silveira e colaboradores (1988), onde



descreveram a doenca como tumor de sola. No ano de 1992, em estudo realizado
sobre a incidéncia de afec¢des podais em bovinos de corte, observou-se a doenca em
dois animais, em um total de 1695. Ambos eram garrotes abatidos, que pela idade
poderiam ainda néo ter desenvolvido a doenca. O regime de criacdo era extensivo,
desta maneira as condicdes ambientais propicias para a disseminacdo da doencga,
nao estavam presentes (RIBEIRO et al., 1992).

A introducdo de animais novos na propriedade é tida como uma das principais
causas de disseminacdo da doenca. Existem relatos como os de Nutter e Moffitt
(1990), no qual a introducdo de animais em uma propriedade, sem a eficiente
deteccado da presenca da dermatite digital, ocasionou aumento de 80% dos casos de

animais positivos em algumas semanas.

O envolvimento de cepas da classe espiroqueta, do género Treponema sao as
mais descritas na literatura como sendo a causa da doenca (GUARD, 2008). A
contaminagao por Treponema, pode ter origem via oral ou rumenal. As espiroquetas
ganham acesso a pele por meio de trauma, causando necrose e inflamacédo. A
dermatite digital é tida como a principal lesdo de pele que leva a claudicacéo no gado
de leite, sendo responséavel por perdas econémicas aos criadores e comprometendo
o bem-estar animal individual (DEMIRKAN et al.,1999). Pesquisas demonstraram que
a presenca de cepas de Treponema em outras lesdes podais que nao cicatrizam,
dentre elas a necrose do digito, doenca da linha branca e Ulceras de sola,

caracterizando infec¢des polimicrobianas (EVANS et al., 2011).

Atualmente em um experimento realizado no Brasil, com extracdo de DNA e
PCR de amostras de tecido lesionado e coleta de liquido rumenal. Foram encontrados
cinco filotipos de Treponema (T. denticola, T. putidum, T. médium, T. vincentii, e T.
phagedenis) dando forte embasamento aos estudos iniciais e constituindo avanco

importante na epidemiologia da doenga no Brasil (NASCIMENTO et al., 2015).

Alguns estudos relatam a possivel correlacdo entre a DDB e a espiroqueta
causadora da doenca de Lyme, Borrelia burgdorferi. A suspeita surgiu a partir da
observacdo de bovinos, que apoés regime intensivo de inverno, eram soltos no pasto
e aumentavam o0 escore ou comecam a apresentar claudicacdo. A partir dessas

observacfes, foram realizados estudos sorolégicos desses animais e encontrou-se



grandes niveis de anticorpos para B. burgdorferi, principalmente em animais positivos
para DDB. Os estudos ainda relataram que os niveis séricos aumentavam na época
gue estes animais eram mantidos em regime de pasto, provavelmente pelo contato
com o carrapato transmissor da doenca, porém niveis altos foram encontrados em
propriedades as quais ndo haviam infestacéo pelos parasitas. As amostras positivas
de B. burgdorferi foram encontradas na urina de vacas com aptidao leiteira,
constituindo forte indicio de outro agente etiolégico (BLOWEY et al.,, 1994,
LEFEBVRE, 2013).

As lesdes sdo descritas como crescimento atipico de uma massa, que quase
exclusivamente envolve a porcéo central dos bulbos dos cascos, podendo estender
ao sulco axial. Ocasionalmente, lesdes encontram-se elevadas e de 3 a 4 cm de
didmetro, de aparéncia acinzentada com areas ulceradas de cor vermelha, com pelos
negros e brilhantes inseridos em sua superficie. A progressao dessas lesfes resulta
em necrose, com infiltracdo do tecido cérneo nos bulbos do casco (HANNA et al.,
1994). Em alguns animais ocorre visualizacdo da marcante separa¢ao do casco e das
laminas sensitivas, se iniciando a partir da lesao inicial (NUTTER; MOFFITT, 1990).
Essas lesGes no casco estao presentes em aproximadamente 25% dos animais, em

sua maioria animais adultos (HANNA et al., 1994).

As lesGes caracteristicas sdo divididas em quatro estagios (DOPFER,1997). A
importancia da classificacdo desses estagios se da pelo fato de estudos recentes
terem reportado que além da dermatite digital ser de causa polimicrobiana, ndo ha
nenhum componente fungico ou viral significativo nas lesdes. O adicional é que ha
mudanga na microbiota bacteriana, no casco bovino, conforme a lesdo vai se
cronificando e evoluindo pelos quatro estagios. Porém, ainda sdo necessarios mais
estudos para identificar o papel que cada uma destas bactérias desempenha na
progressdo da doenca, a fim de criar novas estratégias de prevencéo dirigidas a

patégenos especificos (KRULL et al., 2014).

A descricdo de Dopfer e colaboradores (1997) incluia prévio ao estagio da DDB,
o prefixo M, em homenagem a Mortellaro. A fase inicial (M1), contemplava les6es com
area granulomatosa circunscrita, 0,5 a 4 cm de diametro, que se encontra na

superficie do epitélio ou até 2 mm abaixo dele. A fase seguinte (M2) foi descrita como



ulceragéo “classica”, ocorrendo proximo a banda coronéria do casco, afetando pele e
tecido cérneo, de até 7 cm de diametro, com presenca de tecido de granulagédo
infiltrado a mais de 2 mm abaixo do nivel do epitélio. O processo de reparacao tecidual
se inicia na fase intermediaria (M3), onde foi possivel observar as lesGes cobertas por
uma crosta. NA fase crbnica (M4), ocorreram alteracdes da pele préxima a banda
coronéria, podendo ocorrer na situagdo endémica, a qual existe histérico de suspeita

da doenca. As lesdes cutaneas apresentaram hiperqueratose e aspecto proliferativo.

O diagnéstico da DDB é baseado na inspec¢dao visual dos cascos, principalmente
em membros pélvicos, em busca de lesbes circunscritas caracteristicas (READ;
WALKER, 1988; BERRY et al., 2004). As lesdes devem ser classificadas segundo os
graus descritos na literatura, ja que podem apresentar diferentes estagios de
acometimento (DOPFER et al.,1997).

A epiderme das biopsias coletadas de lesées da DDB mostra acantose localizada
com hiperplasia queratinocitica. As projecdes parecidas com dedos sao originadas de
queratinécitos inflados, necréticos ou queratinizados, com grande numero de
neutrofilos, células necréticas e coldnias de bactérias em outras zonas (HANNA et al.,
1994; BORGMANN et al., 1996). As camadas externas mostram invasdes por colonias
de bactérias, onde se encontram microcorpusculos intraepidermais. A derme
superficial tem uma mistura de células inflamatorias e sinais de congestao.
Espiroquetas podem ser vistas em proje¢cbes tanto necréticas, quanto nas
proliferacdes do tecido epidermal externo, enquanto outras bactérias se limitam as
camadas necroticas. As espiroguetas sao projetadas perpendiculares as camadas da
epiderme e aparentemente invadem as células. A derme papilar tem presenca de
trombos de fibrina e hemorragia. A derme profunda apresenta-se congesta. Existe
infiltrado perivascular e perianexial com linfocitos e células plasmaticas ou uma
mistura de populacdes de eosindfilos, neutrofilos e células plasmaticas. A coloracao
de gram confirma a presenca de espiroquetas (BORGMANN et al.,1996). Ainda com
0 uso da microscopia de campo escuro, € possivel se observar organismos espirais

em suspensdes de amostras (WALKER et al., 1995).

Alguns fatores predisp6em ao aparecimento de lesdes da DDB, tal como a idade

dos animais. Em estudos realizados com controle e caracteristicas clinicas da doenca,



constatou-se maior incidéncia em fémeas primiparas do que em animais com mais de
uma cria e mais velhos. Esta predisposi¢cdo ocorre possivelmente pela troca abrupta
de ambiente e demanda metabdlica da primeira lactacéo, antes e depois do parto.
Acredita-se que a diminuicdo da incidéncia da DDB conforme as paricdes seguintes,
se da pelo desenvolvimento de imunidade, podendo ocorrer recidivas (READ;
WALKER, 1998).

O estagio de lactacdo também influencia no aparecimento de lesdes, ja que
vacas secas recebem dieta composta por mais fibras, produzindo fezes mais secas e
mantendo assim, um ambiente menos Umido. Animais em lactacdo recebem uma
dieta mais calorica e produzem fezes mais pastosas, além do fato de permanecerem
em maior densidade populacional (MURRAY et al.,, 2002). Animais com 0S pés
mantidos em ambiente continuamente Umido tem maior chance de desenvolver a
DDB, além do fato de ser um forte indicio de as lesées ocorrerem sempre em local
caracteristico (espaco interdigital) (READ; WALKER, 1998).

Quanto ao tratamento da afeccéo, a aparente importancia das bactérias na
patogenia da doenca, faz com que a primeira atitude a ser tomada seja a reducéo da
infeccdo bacteriana. Uma estratégia importante para o sucesso no controle da doenca,
se baseia em trés pontos: terapia antimicrobiana sistémica, tratamento tdépico

individual e uso de pedilavio para todo o grupo de animais (LAVEN; LOGUE, 2004).

2.2 Capsaicina

Os estudos dos receptores TRPV1, vem constituindo um grande avanco na
area da medicina humana ligada a neurociéncia, principalmente ajudando a elucidar
0S mecanismos do sistema nervoso sensorial (CATERINA et al., 1997; MALMBERG,;
BLEY, 2005). Os estudos iniciais a respeito da capsaicina datam de 1850, onde extrato
alcoolico de pimenta era usado como analgésico no tratamento de queimaduras e
prurido em extremidades, porém ainda ndo havia se isolado o principio ativo
(capsaicina) (TURNBULL, 1850). O principio ativo € derivado de plantas do género
Capsicum, pertencendo ao grupo de substancias denominadas capsaicinoides,

encontrado principalmente nas pimentas fortes, conhecidas pelo seu gosto picante ao



paladar. Foi isolado apenas no ano de 1846 (TRESH, 1846). Existem outros
constituintes das pimentas que também conferem o sabor picante, porém apenas
estudos com a capsaicina demonstram o valor terapéutico da substancia. Algumas
pimentas possuem mais picancia que outras, podendo assim variar a concentracao
de capsaicina (KRAJEWSKA, POWERS, 1988; SOUZA, ROSSI, 2014). A sua
estrutura molecular se assemelha a de algumas substancias exdégenas, como
exemplo da resiniferatoxina (RTX), derivada de plantas do género euphorbia, a qual
também possui o grupamento homovanilil e demonstra ter efeito semelhante, porém
com concentragbes menores. Assim, todos 0S compostos que possuem este
grupamento, sdo descritos como vanildides. Alguns antagonistas sdo conhecidos, tal
como a capsazepina e o corante vermelho de ruténio, porém nado inibem
exclusivamente o0s receptores vanildides, portanto ndo possuem amplo uso
(SZALLASI, BLUMBERG, 1990; BEVAN et al., 1992).

Devido ao uso de medicamentos contendo esta substancia na sua composicao,
para fins medicinais, estudos realizados ao longo dos anos provaram a eficacia no
tratamento de diversas afec¢bes. A acdo da capsaicina como anestésico local é um
dos principais avanc¢os na neurociéncia, sendo assim ela pode atuar no bloqueio da
transmissao dos sinais, a nivel dos nociceptores, interrompendo a propagacao do
estimulo da dor (CATERINA et al., 1997; BINSHTOK et al., 2007). Estudos iniciais
realizados na derme de ratos e humanos comprovaram que, mesmo ndo havendo
inervacdo da derme, ou mesmo apds a administracdo de anestésico local, ocorre
reacao inflamatéria (mudanca de coloracédo da derme e aumento de temperatura), no
local de contato com substancias irritantes (6leo de mostarda e trafuril). Na derme
previamente dessensibilizada com capsaicina, ndo ocorreu nenhuma formacao de
resposta inflamatéria, contribuindo para a investigacdo de outra via inflamatéria além
da via sensitiva por reflexos axonais (JANCKSO et al., 1968). Esta via foi descrita
posteriormente por receptores, que sao ativados por substancias endogenas bem
como pelos extremos de temperatura (altas e baixas temperaturas), alteracdes de pH
e substancias exdégenas como a capsaicina (CATERINA et al., 1997, HUANG et al.,
2002).

O efeito neurotoxico da capsaicina se deve a sua predilecdo pela destruicao

mecanica dos nocioceptores primarios aferentes, fazendo com que haja denervacgao



do local, porém ha morte celular muito grande, podendo causar muta¢gées nos canais
ibnicos e células (CATERINA et al., 1997). As mutacdes em canais idbnicos constituem
importante papel na excitabilidade e funcédo dos nocioceptores (BENNETTE; WOODS,
2014).

2.3 Receptores de potencial transitorio

Os receptores de potencial transitorio, foram descritos pela primeira vez no ano
de 1969 por Cosens e Manning, 0s quais estudavam um gene mutante na
popularmente conhecida como “mosca-da-fruta”, Drosophila menegaster. O estudo foi
realizado com uso de eletroretinograma, mantendo as moscas na presenca de
luminosidade e retirando apds um periodo, avaliou-se a retina, a qual demorava a se
adaptar a foto estimulacdo, surgindo a teoria de que 0 gene mutante causava
despolarizacdo dos receptores normais (COSENS, MANNING, 1969). A teoria foi
posteriormente provada por estudos com genoma das moscas, classificando o gene
mutante como uma membrana proteica integral, denominada Receptor de Potencial
Transitorio (TRP) (MONTELL, RUBIN, 1989).

Estruturalmente os canais TRPs possuem sete dominios hidrofébicos (Figura
1), dos quais seis atravessam a membrana (S1 ao S6) e o sétimo, junto com 0s grupos
funcionais carboxila (C) e N-terminal (N) esta presente no meio intracelular. A regido
do poro (P), porcao permeavel da membrana, esta localizada entre os dominios S5 e
S6 (CLAPHAM et al., 2001).
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Figura 1. Estrutura dos canais de receptores de potencial transitorio, ilustrando os
dominios que transpde as membranas intra e extracelular (S1-S6), com atencédo a
regido do poro (P) e os grupos funcionais intracelulares: carboxila (C) e N-terminal
(N). Fonte: Adaptado de CLAPHAM et al., 2001.

Os canais TRP sado canais ibnicos 0s quais possuem uma transmembrana
formada por poros, que permite os ions de atravessarem estas membranas biologicas.
Esses canais possuem duas caracteristicas fundamentais no seu funcionamento: a
capacidade de regular a abertura e fechamento desses poros e a seletividade para
alguns fons. A permeabilidade dos canais TRP ao Ca?*, tal como foi descrito
incialmente por Caterina e colaboradores (1997) faz com que sejam agrupados como
canais de cations (OWSIANIK et al., 2006). Essa permeabilidade da membrana dos
canais ionicos foi estudada com o uso das Drosophilas, onde houve ativacdo desses
canais apdés a diminuicdo da concentracdo de Ca?' nos compartimentos
citoplasmaticos, constituindo assim um canal de célcio independente de voltagem
(WES et al., 1995).

A distribuicdo dos TRP nos mamiferos é ampla em todos os tecidos, assim cada
célula pode conter um ou mais canais. Estes canais sdo ativados por um nuamero
grande de substancias, tanto enddégenas como exdgenas, além de estimulo da
temperatura, forgcas mecanicas, ions de calcio livres nas células, dentre outras. Assim

pode-se dizer que eles participam de quase todas as fungdes vitais, bem como podem



11

modular inimeros mecanismos regulatérios de enfermidades (OWSIANIK et al., 2006;
CATERINA, 2015).

Nos mamiferos, os receptores TRPs compreendem uma grande familia de
proteinas com canais ibnicos, do quais o nimero de componentes sé € menor do que
a familia de canais de potassio voltagem-dependentes. Nesses, sdo reconhecidos
aproximadamente trinta canais, divididos em sete grandes subgrupos: canais TRP
classicos (TRPCs), receptores vaniloides (TRPVs). TRP longos (TRPMs), mucolipinos
(TRPMLs), policistinos (TRPPs), proteina de trasmembrana ankyryn 1(TRPA1l) e
NompC (TRPN) (CLAPHAM et al., 2005; WU, et al., 2010; CATERINA, 2015)..

Além dos grandes grupos, os canais do grupo dos vaniléides (TRPV) foram
amplamente estudados. Observou-se que este grupo € dividido em seis isoformas,
TRPV1 ao TRPV6, sendo o TRPV1 o mais estudado até a atualidade (BAYLIE;
BRAYDEN, 2011). Os estudos com estes canais provam cada vez mais a sua relacéo
com os sentidos dos seres vivos, desde o paladar, olfato, audicdo, sensacoes frente

a estimulos mecénicos e sensacao térmica (MONTELL, 2005).

2.4 Receptor vaniloide do tipo 1 (TRPV1)

Os receptores vaniloides do tipo 1 (VR1), foram descritos primeiramente em
1997, por CATERINA e colaboradores, os quais relatam por meio de ensaio realizado
com a clonagem desses receptores, que estes possuem pequenos neurdnios com
ganglios sensoriais, ja que foram encontrados no nervo trigémeo e em ganglios da
raiz dorsal medular de ratos. Receptores vaniloides sdo uma espécie de sensor de
temperatura, assim quando hd aumento na temperatura ambiente, ha inflamacéo local
OU mesmo em resposta ao estresse, no caso dos animais, eles ativam um canal ibnico
proteico, que gera uma sensacéo de ardéncia captada pelo ser vivo como dor. A
nomenclatura dos receptores vem da inclusdo dos receptores VR1 na subfamilia dos
Receptores de Potencial Transitorio (TRP), os quais controlam o influxo do calcio
extracelular, dependente da diminuicdo do calcio intracelular, ja que os VR1
supostamente sao fechados pela interacao difusa de pequenas moléculas de calcio
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(CATERINA et al.,, 1997). Atualmente a descricdo de TRPV1 é: canais idnicos
controlados por ligantes (BENNETTE, WOODS, 2014).

A subfamilia dos TRPV é dividida em seis membros, subdivididos em dois
grupos, de acordo com a sequéncia homologa, similaridades funcionais e seletividade
de Ca?* em: V1, V2, V3, V4 e V5, V6. O receptor TRPV1 é o mais estudado dentre
todos e a subfamilia esta cada vez maior com o0s avanc¢os nas pesquisas (CATERINA,
JULIUS, 2001; CLAPHAM et al., 2005).

Além da localizacdo nas células neuronais, os TRPV1 também sdo expressos
em outros tecidos, incluindo a pele e células do sistema imune, constituindo assim

funcdo essencial na mantenca da homeostase corporal (SULK; STEINHOFF, 2015).

Inicialmente, os estudos realizados com D. menegaster, sugeriam que 0S
receptores eram ativados pela luz (COSENS, MANNING, 1969), porém foi provado
alguns anos depois a interacdo de cations na modulagao do estimulo luminoso e a
ativacdo dos receptores em situagOes de temperatura extremas (>43°C) e pH <6
(CATERINA et al., 1997; BENNETT; WOODS, 2014). Em experimento com uso de
ratos mutantes, nos quais ndo havia expressdo de TRPV1, quando submetidos a
variacbes de temperatura, os resultados encontrados demonstraram que estes
animais tiveram alteracfes comportamentais, a hipétese testada foi que sem os
receptores estes animais ndo sentiriam a mudanca, porém ainda houve pequeno
estimulo, provando que este é um sistema heterogéneo, com multiplos mecanismos
de transducao, com maior participacdo de TRPV1 (CATERINA et al., 2000).

2.5 Receptores TRPV1 e dor

A dor é descrita como sensacao desagradavel, localizada em alguma parte do
corpo. A inducéo da dor pode ocorrer por varios motivos, tal como trauma mecanico,
exposicdo a agentes quimicos irritantes, temperaturas extremas, além da dor
emocional, relatada também em animais (RATHMELL; FIELDS, 2015). Segundo a
Associacao Internacional do Estudos da Dor (IASP), a dor é definida como “uma
experiéncia sensitiva e emocional associada ao dano tecidual real ou potencial ou a
descricédo desses danos” (PAGURA, 2009).
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A classificacdo da dor é feita em dois tipos: aguda e crbnica. A dor aguda
representa importante mecanismo de defesa do organismo, ja que sinaliza uma
possivel lesdo, ou mesmo uma lesdo ja instalada, produzindo reacfes de defesa
naturais (fuga ou retirada do agente causal). Ja a dor crbnica € caracterizada por
reagcbes musculoesqueléticas e psico-comportamentais, as quais realizam

incapacidade nas repercussdes bio-psicossociais desfavoraveis (TEIXEIRA, 2009).

A dor se inicia geralmente pela ativacdo de receptores sensitivos, nas
estruturas soméaticas ou viscerais, descritos como nocioceptores, 0s quais captam 0s
estimulos externos, pelas fibras nervosas do sistema nervoso periférico (SNP) e
transformam em potenciais de acdo, que por sua vez transmitem a “dor” ao sistema
nervoso central (SNC) (TEIXEIRA, 2009; GOLD; GEBARTH, 2010). Esses receptores
sao descritos como nocioceptores (TOMINAGA et al., 1998) e estdo presentes no
ganglio das raizes dorsais e nos forames vertebrais. Os nervos periféricos sao
constituidos por axénios de trés diferentes classes de neurbnios: aferentes sensoriais
primarios, neurdnios motores e neurdnios pés-ganglionares simpaticos (RATHMELL,;
FIELDS, 2013). Nos mamiferos, todas as sensacdes e processos relacionados a
nociocepcao, quando o organismo é colocado frente a estimulos tal como: mecéanicos,
quimicos ou térmicos, ocorrem predominantemente nas terminacfes nervosas
periféricas, compostas por axonios de neurbnios aferentes primarios de pequeno
diametro fibras (RATHMELL,; FIELDS, 2013; TODD, 2016).

Receptores TRPV1 possuem uma integracdo molecular multivariada, assim
atuam no sistema sensorial, particularmente nas reacfes ligada a dor (MONTELL,
2005).

Existem duas ramificacbes do axbénio, uma se projeta centralmente para a
medula espinhal e a outra inerva pele, masculos, visceras e outros tecidos. Os axdnios
sdo divididos ainda quanto a sua velocidade de conducéo e espessura em fibras muito
finas e desmielinizadas, denominadas Fibras C e fibras mielinizadas de maior
didametro (AB) e menor didmetro (Ad). Nocioceptores mielinizados (AB e AJ)
transmitem dor de rapida duracdo e aguda, enquanto as fibras C transmitem a dor de
longa duracéo e difusa devido a sua espessura (RATHMELL; FIELDS, 2013; TODD,

2016). Os nocioceptores Ad (velocidade de 4-30 m/s) sdo modalidade especificos
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(unimodais) e atuam na deteccédo de estimulos térmicos aplicados na pele, musculos
e articulagdes. As fibras C (0,5 -2 m/s) respondem ao estimulo nocioceptivo frente aos

estimulos térmicos, mecanicos e quimicos (multimodal) (JULIUS; BASBAUM, 2001).

O sistema sensorial nocioceptivo difere dos outros sistemas em inameras
caracteristicas. Dentre elas a necessidade de possuirem um aparato de transducao
diverso e a0 mesmo tempo comtemplarem mecanismos de excitacdo diferentes
(ativacdo pela capsaicina, ativacéo pelo calor, etc). Atuam na modulacao das células

e fazendo modificac¢des fisioldgicas frente aos estimulos (JULIUS; BASBAUM, 2001).

Os estudos iniciais a respeito de nociocepcdo, foram realizados com
invertebrados, 0s quais ndo expressam dor, porém possuem mecanismos capazes de
detectarem estimulos nocivos ao organismo e conseguem contornar estes problemas.
Assim os estudos utilizando a genética na cascata evolutiva animal, ajudaram a
identificar os estimulos nocioceptivos e entender com melhor clareza o
comportamento animal, funcionando como 6étima ferramenta no controle e
identificagdo da dor nos animais (JULIUS; BASBAUM, 2001). Os animais reagem a
alguns estimulos considerados dolorosos com a interpretacdo das reacdes
nocioceptivas e tem reflexos que sao interpretados por n6s como a dor propriamente
dita (LAHUNTA; GLASS, 2009).

Apds a conducdo do estimulo doloroso pelos nocioceptores, a mesma é
transmitida até a raiz dorsal e ganglio trigtmeo (BENNETTE; WOODS, 2014). No
corno dorsal da medula espinhal, ha uma organizagcéo das estruturas em laminas, as
quais se ligam aos neurdnios espinhais. A lamina | esta diretamente relacionada aos
nocioceptores Ad e fibras C, as lll e IV recebem inervacéo de fibras AB e a lamina V
é povoada por fibras C, A5 e AR (LATREMOLIERE, 2016). Esta juncdo de laminas
conduz o estimulo ao trato espinotalamico e ao talamo. Ocorre a partir de entdo a
modulacdo da dor, onde ha a percepc¢éo sobre o local da dor e sua intensidade
(VANDERAH, 2007).

7

A dor inflamatoria é iniciada ap0s a lesdo ou inflamacédo tecidual e é
caracterizada pela hipersensibilidade no local da lesédo e tecidos adjacentes. Sua
modulacdo pelos canais i6nicos, tal como TRPV1, ocorre rapidamente.

Conjuntamente um mecanismo de gatilho é ativado, fazendo com que haja também a
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liberacdo de mediadores inflamatérios que irdo migrar ao local inflamado. Os
potenciais dos TRPV1 sé&o expressos em todos os tipos de dor (JULIUS; BASBAUM,
2001). A maior percepcéao dolorosa pode ocorrer pela ativacédo destes receptores por
substancias exdgenas como a capsaicina e também por produtos da lipoxigenase
(leucotrieno B4), ATP, prostaglandinas (PGE2, PGI2), histamina, proteases. Outras
substancias que compde as doencas inflamatdrias também podem sensibilizar os
receptores, constituindo assim um importante fator na hiperalgesia anti-inflamatoria
(SULK; STEINHOFF, 2015).

Estudos atuais focam na presenca da dor cronica, onde pode existir uma
ligacdo direta entre mudancas na conformacdo dos canais ibnicos podendo causar
alteracdes na modulacdo da dor. Tais mudancas podem ocorrer em resposta a
traumas mecanicos, alterando os niveis de severidade e persisténcia da dor. Este
polimorfismo pode ocorrer tanto em canais ibnicos voltagem dependente, quanto em
canais iénicos voltagem independente (BENNETTE; WOODS, 2014).

Além da dor crbnica, existe também uma expressado exacerbada de TRPV1 em
pacientes onde é detectada hiperalgesia. Esta sindrome é descrita como um aumento
na sensibilidade da dor, frente a um estimulo nocioceptivo. Em allgumas doencas que
causam inflamacéo local, como a DDB, os animais respondem ao estimulo mecéanico,
mesmo que este seja leve. A este mecanismo da-se 0 nome de Hiperalgesia Mecanica
Estatica (BARON; BINDER, WASNER, 2010).

Em reviséo realizada por Martins e colaboradores (2014), sédo pontuados varios
motivos que provam a forte interacdo de TRPV1 com o cérebro. Apesar de marcacdes
realizadas na massa encefélica demonstrarem baixas quantidades de TRPV1, esse
local demonstra que eles séo ativados por substancias endogenas, indo além da
ativacao por calor ou pH apenas. Ainda, a descoberta no ano de 2004 da dopamina
N-araquidonoil (NADA), a qual é um importante agonista TRPV1 e pode ser
encontrada em grandes quantidades no cérebro, reforca ainda mais a interacao ente
os vaniléides e 0 SNC (MARTINS; TAVARES; MORGADO, 2014).
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2.6 Receptores TRPV1 e doencas da pele

A pele possui em sua constituicédo, fiboras TRPV1 que ajudam na homeostase,
nociocepcao cutanea, inflamacdo neurogénica e na funcéo bioldgica pilossebacea
(GOPINATH et al.,2005). Os estudos descrevendo algumas enfermidades de pele,
bem como a quantificacdo e expressao de TRPV1, estdo sendo realizados com
frequéncia em humanos, onde se busca principalmente uma correlacdo entre a
sensacao de dor e essas fibras (GOPINATH et al.,2005)

A hipersensibilidade de pele € uma sindrome, a qual ocorre em humanos,
cursando com a presenca da sensacdo de queimaduras, ardéncia e prurido,
ocasionadas por fatores fisicos (radiagéo ultravioleta, temperatura), quimicos (cremes,
pomadas) ou psicologicos (estresse e ansiedade). Todos estes mecanismos
desencadeados, sdo resultados da maior expressdo de TRPV1, mesmo com a pele
ilesa, compondo um importante avan¢o nas dermatites, tanto em humanos quanto em
animais (EHNIS-PEREZ et al., 2016). Em outro experimento realizado em humanos,
a expressdo de TRPV1, em todas as camadas da pele da regido maméaria, é maior
em pacientes do sexo feminino, que possuem sensibilidade e dor nas mamas, durante
o periodo menstrual, do que em pacientes que ndo tem sensacdo nenhuma de dor,
provando cada vez mais a importancia do TRPV1 (GOPINATH et al.,2005).

As marcadas reaces fisioldgicas que ocorrem na pele ap6s os estimulos
supracitados, tal como o eritema e aumento do fluxo sanguineo, sao fortes indicios de
da interacdo do TRPV1 na vasodilatacdo (SULK, STEINHOFF, 2015). Estas
alteracdes possivelmente ocorrem da expressdo de TRPV1 em células de musculos
lisos, células endoteliais e nervos perivasculares, evidenciando a ativagao polimodal
e resposta direta aos estimulos locais (BAYLIE; BRAYDEN,2011).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Quantificar e identificar a expressao de fiboras TRPV1 em amostras teciduais colhidas
de feridas de animais com Dermatite Digital Bovina, realizar a comparagéo com
tecido sadio, além de correlacionar o numero de fibras com o estagio da doenca e o

quadro de hiperalgesia apresentado pelos animais.

3.2 Objetivos especificos

- Descrever as caracteristicas morfolégicas macroscépicas da DDB em vacas da raca

Holandesa nos quatro estagios da doenca e sua distribuicdo anatdmica.

- Realizar a imuno-marcacdo de fibras TRPV1 em amostras de lesbes da DDB,
colhidas através de bidpsia, bem como a quantificacdo das fibras, comparando os

valores encontrados entre 0os quatro estagios da doenca.

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Comité de Etica e Bem-Estar Animal

O presente estudo foi aprovado pela Comissédo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV) da Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” — Campus Jaboticabal, sob o nimero de
protocolo 20067/15.



18

4.2. Infra-estrutura

O estudo foi realizado inicialmente em uma propriedade de alta producéo

leiteira, localizada na regido Centro-Leste do estado de S&o Paulo.

A segunda parte do estudo foi realizada na Faculdade de Medicina de Ribeirdo
Preto, Universidade de Sao Paulo (USP), no Centro de Medicina Legal (CEMEL),

localizada em Ribeirdo Preto, SP.

4.3. Critério de escolha da propriedade

A propriedade rural escolhida para realizacdo da colheita de amostras é uma
das maiores produtoras de leite do pais, localizada na regido Centro-Leste do Estado
de S&o Paulo, uma importante bacia leiteira paulista. A granja atualmente possui o
maior rebanho leiteiro registrado, da Raca Holandesa, do Brasil. Os animais sao
mantidos em regime de estabulacéo do tipo free-stall e produzem em média 32 Litros
de leite/ cabeca/dia (trés ordenhas) com rebanho atual de 1600 animais em lactacéo.
A escolha da propriedade se deve ao fato da mesma apresentar uma grande

concentracdo de animais e, portanto, uma alta incidéncia de afec¢des podais.

4.4. Animais e grupos experimentais

Para a realizacao do estudo, foram utilizados 15 bovinos, provenientes de uma
propriedade particular, produtora de leite. Todos os animais eram fémeas da Raca
Holandesa Preto e Branco, com idades variando entre 2 e 7 anos, primiparas e
pluriparas, com pico médio de lactacdo de 47,85 Kg/dia. Os animais eram mantidos
em regime de estabulacao do tipo free-stall. A propriedade possui atualmente 1600
animais em lactacdo, porém o estudo foi amostral. A selecdo dos animais ocorreu de
acordo com a presencga de leses macroscopicas, caracteristicas da DDB, variando o

namero de amostras colhidas, ja que o mesmo animal pode apresentar mais de uma
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lesdo. Os animais foram mantidos na propriedade, alterando-se assim, minimamente

a rotina implementada no manejo diario do rebanho.

O diagnostico da DDB foi realizado por meio de inspecéo visual, no tronco de
contencdo pneumético da propriedade. A caracterizacao das lesdes ocorreu conforme
descricéo feita por DOPFER (1997).

M1- Fase inicial da dermatite digital com uma &rea granulomatosa circunscrita, 0,5 a
4 cm de didmetro, que se encontra na superficie do epitélio ou até 2 mm abaixo dele.

M2 - Fase da ulceragao “classica”, ocorrendo préximo a banda coronaria do casco,
afetando pele e tecido cérneo, de até 7 cm de didmetro, com presenca de tecido de
granulacao infiltrado a mais de 2 mm abaixo do nivel do epitélio.

M3 - Classica ulceracéo da dermatite digital em processo de cicatriza¢do, coberta por

uma crosta.

M4 - Alteracao da pele proxima a banda coronéria, podendo ser observada na situacéo
endémica, a qual existe um historico de suspeita da doenca. As lesdes cutaneas

apresentam hiperqueratose e aspecto proliferativo.

Os dados foram pontuados em uma ficha para afeccfes podais (apéndice 1), a
qual descrevia a localizagdo anatdbmica das lesbes, bem como o tamanho e

caracteristicas morfologicas visuais.

Foram utilizados no experimento 15 animais, os quais foram selecionados e
divididos em quatro grupos, de acordo com os quatro estagios da doenca (M1, M2,
M3 e M4). Incluiu-se um quinto grupo considerado controle, com uma amostra de pele
colhida préoximas a lesdo em cada animal. Formando assim cinco grupos
experimentais, estudados separadamente. A divisdo dos animais nos grupos nao foi
homogénea, j& que um mesmo animal possuia uma ou mais lesbes de diferentes

estagios da doenca, portanto era colocado em mais de um grupo.
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4.5 Colheita de amostras de tecido dérmico

O tecido foi colhido por meio de biopsias nos locais de lesGes caracteristicas
da DDB, preconizando-se as localizadas entre os bulbos dos cascos, na regido
palmar/plantar. Para a realizagéo do procedimento, foi realizada a limpeza da regiédo
palmar/plantar dos cascos, com uso de escova de cerdas a fim de retirar todo material
organico depositado nos cascos, realizando posteriormente a irrigacdo com uso de
solucéo salina estéril (pH 7,4) e secagem com papel toalha descartavel conforme
descrito por EVANS et al., (2008).

Utilizou-se um “punch”para bidpsia cutdnea de 4 mm, estéril, o qual era inserido
no centro das lesbes, obtendo-se amostras da epiderme, derme e hipoderme,
segundo ZINICOLA et al. (2015). As amostras foram acondicionadas em tubos de
ensaio, estéreis, com tampa, previamente preenchidos com 7 mL de formalina a 10%
(tamponada na semana das coletas) e identificados, a fim da realizacdo da fixacao

das amostras.

Foram colhidas quatro amostras de cada estdgio da doenca em diferentes
animais, além de, uma amostra por animal de tecido sadio, totalizando 15 animais e
33 amostras. Os animais foram identificados individualmente em fichas individuais
(apéndice 1) e nomeados de Al a Al5. As amostras de tecidos sadios foram
identificadas de S1 a S15, j4 as amostras de lesGes foram classificadas como M1, M2,
M3, M4.

Apbs a colheita realizou-se curativo local com uso de gaze estéril e bandagem
realizada com uso de atadura de crepom estéril e impermeabilizada com fita adesiva

Silver Tape.

4.6 Localizacdo anatbmica e mensuracao das lesdes

As localizagdes anatdmicas das lesdes foram anotadas na Ficha de Afecc¢des

Podais (Apéndice 1) e posteriormente transcritas para uma tabela.
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A mensuracao das les@es foi realizada com uso de paquimetro manual, antes
da coleta das biépsias. As mensuracdes, em milimetros (mm), foram transcritas para

a Ficha de Afeccdes Podais na ordem de comprimento X largura x espessura.

4.7 Exame Histologico

Depois de fixadas em solucdo de formalina a 10%, as amostras foram
submetidas a desidratacdo em alcool em diferentes concentracdes, desde 70% até o
alcool absoluto. Os materiais foram submetidos a banhos de xilol 100%. Assim, os
tecidos processados foram incluidos em parafina para a realizacdo dos cortes
histoldgicos e confeccdo das laminas. Através de um micrétomo rotativo, os blocos de
parafina contendo as amostras de DDB foram cortados a uma espessura de 4 um
(micrémetros), aderidos as laminas silanizadas e levados a estufa aquecida a 60°C
para otimizagdo da adesdo do material na lamina. Anteriormente a técnica de
imunohistoquimica e coloracdo por Hematoxilina e Eosina, as laminas foram
desparafinizadas e hidratadas. A recuperacdo antigénica do material foi realizada
através de meétodo fisico-quimico, por exposicdo do material a vaporizacdo em

solugcao-tampao de citrato, com o pH 6,0.

4.8 Exame Imunohistoquimico

A técnica de imunohistoquimica foi realizada em cortes histologicos
transversais de lesbes da DDB, aquecidos a 60°C durante 75 minutos. Para a
marcacdo dos cortes histolégicos, estes foram aderidos a laminas sinalizadas,
desparafinizados em xilol e hidratados em concentracdes decrescentes de etanol até
agua. Arecuperacao antigénica foi realizada em tampéao citrato pH 6,0 por 20 minutos.
Foi utilizado Perdxido de hidrogénio a 3% sobre as laminas. O soro normal de cavalo
diluido em solucédo-tampéo de fosfato (PBS) pH 7,4 (PBS) foi utilizado, em uma
concentracdo de 10%. Entre cada etapa as laminas foram lavadas trés vezes com

PBS. As laminas foram incubadas com seu respectivo anticorpo primario de ratos, anti
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TRPV1, em camara Umida e escura, durante 2 horas. Apés lavagem, as laminas
foram incubadas com anticorpo secundario biotinilado (conjugado com biotina)
durante 30 minutos e, apés nova lavagem, foram incubadas com polimero conjugado
também por 30 minutos. As laminas, entdo, receberam solucéo reagente contendo o
cromogeno DAB (3,3’- diaminobenzidina), durante 1 a 3 minutos, até o aparecimento
de precipitado de coloragdo marrom. Todos os reagentes foram disponibilizados com
PicTureTM Max PolymerDetection Kit, para auxiliar na fixagdo. As laminas foram
contra-coradas com Hematoxilina de Harris diluida por cerca de 1 minuto,
desidratadas e diafanizadas novamente. Para montagem das laminas, utilizou-se o

meio Entellans.

4.9 Contagem de fibras TRPV1 imunomarcadas

A leitura das laminas foi realizada com uso de microscopico 6ptico Axiostar
plus? utilizando-se 6leo de imerséo na lente objetiva de 100x. A contagem das fibras
TRPV1 imuno-marcadas foi realizada em 20 campos por cada amostra de DDB e 0s
valores das médias transcritos para um quadro. A captura de imagens foi realizada

com a camera acoplada ao microscopio.

4.10 Fatores de risco

Foram analisados alguns fatores de risco relacionados ao desenvolvimento da
DDB e suas possiveis interagcdes com o numero de lesdes em cada classe animal. Os
fatores foram: pico de lactacéo atual ao dia de coleta das amostras, idade dos animais
e numero de partos. A dieta dos animais nédo foi contabilizada ja que se tratavam de

vacas em lactacdo e, portanto, consumindo o mesmo alimento.

1 Anticorpo anti TRPV1, Chemicon -USA

2 PicTureTM Max PolymerDetection Kit, Invitrogen, UK

3 Meio para montage de laminas Entelan, ® Merckur- Alemanha
4 Microscopico 6ptico Axiostar plus, Zeiss — Alemanha
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4.11 Anélise Estatistica

Para andlise estatistica das fibras TPV1 imunomarcadas, os dados referentes
aos cinco grupos (S, M1, M2, M3, M4) foram submetidos ao teste de normalidade e
homogeneidade, as variaveis que ndo passaram no teste foram submetidas a escala
logaritimica [ log (ob.+1)], post hoc Teste de Tukey ( P=7,12x10°). Os dados obtidos
gue contemplam a relac&o entre o nimero de lesées encontrados e as variaveis: idade
dos animais, pico de lactacdo e producao atual de leite, foram avaliados pela Analise
de Correlagao de Pearson (p<0,05). Os animais foram divididos em subgrupos quanto
aos fatores de risco, nos quais realizou-se analise estatistica descritiva. As dimensdes
de lesBes encontradas nos diferentes estagios da DDB foram submetidas ao teste de
normalidade e comparadas entre os grupos (M1, M2, M3 M4), pelas médias
apresentadas, utilizando-se o Teste de Tukey (p<0,05). Os valores da Largura foram
transformados na escala logaritmica [ log (obs+1)] e submetidos tao teste de Tukey
(p<0,05). Os dados obtidos foram analisados pelo programa estatistico SigmaPIot,

versao 12 para Windows.

5. RESULTADOS

Os resultados deste estudo estao descritos em tabelas, contendo as médias e
respectivos desvios padrao.

5.1. Diagnéstico da DDB

As lesdes foram identificadas por meio de registro fotografico (Figura 2 ). Onde
€ possivel a visualizacéo dos estagios: Inicial (M1), Classico (M2), Intermediario (M3)
e Cronico (M4).

5 SigmaPlot, versdo 12 ?(Systat Software Inc -USA) para Windows
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Figura 2. Imagem fotografica de lesbes da DDB, indicadas pela seta azul. (A) Vista
plantar do espaco interdigital do membro pélvico esquerdo de bovino da raga
Holandesa, apresentando estagio inicial da DDB, com lesdo M1; (B) Vista palmar do
espaco interdigital do membro toracico esquerdo de bovino da raca Holandesa,
apresentando lesdo ulcerada, caracteristica do estagio classico de lesdo M2; (C) Vista
plantar do espaco interdigital do membro toracico direito de bovino da raca Holandesa,
apresentando estagio intermediario da DDB, onde é possivel a visualizacdo de uma
crosta cobrindo a lesdo, caracteristica de estagio M3; (D) Vista plantar do espago
interdigital do membro pélvico direito de bovino da raga Holandesa, com leséo
hiperqueratinizada, apresentando pelos, condizente com o estagio crénico M4. Fonte:
Propriedade Leiteira localizada no municipio de Descalvado, SP, Brasil.
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5.2. Localizagdo anatébmica das lesdes

Foram avaliados 15 animais, dos quais registrou-se 25 lesdes nos diferentes
estagios. Observou-se (Tabela 1) que o local anatémico predominante foi o membro
pélvico, com 17 lesBes (68%), na regido plantar. Houve uma notificacdo maior de
animais acometidos no membro direito, com 5 lesdes (27,77% dos animais), seguida
pela menor frequéncia no membro esquerdo com 4 (22,22% dos animais) e 0s que

possuiam lesdes em ambos os membros (22,22% dos animais).

As lesBes em membro toracico foram minoria, contando com apenas 8 (32%).
A maior parte dos animais foram acometidos bilateralmente (16,66%), seguida pelos

animais que possuiam lesdes no membro direito (11,11% dos animais).

Tabela 1. Localizagdo anatdémica e contagem das lesbes da Dermatite Digital Bovina
em 15 animais da Raca Holandesa, positivos para a doencga, com a distribuicdo das
lesbes nos membros toracicos e pélvicos, demonstrando a prevaléncia através de
analise estatistica descritiva.

Localizagao anatomica Animais Lesoes da DDB
n % n %
Membro Toracico 5 27,77 8 32
- direito 2 11,11 2
- esquerdo 0 0 0
Membro Pélvico 13 72,22 17 68
- direito 5 27,77 5 20
- esquerdo 4 22,22 4 16

5.3. Mensuracdao das lesdes

As medidas das lesbes encontram-se descritas na Tabela 2 e as respectivas
médias (x desvio padrdo) e mediana do comprimento, largura e espessura nas
Tabelas 3,4 e 5.
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As médias encontradas, por mensura¢cao com paquimetro manual, para lesées
de fase inicial da DDB (M1) foram de 5,6mm de comprimento x 4,4mm de largura x
1,8mm de espessura. As leses encontradas nesse estagio da doenca podem variar
de medidas, assumindo os valores de: 3 a 10mm de comprimento, 3 a 6mm de largura
e 1 a 3mm de espessura. Verificou-se que as dimensdes (X ) encontradas na segunda
fase da DDB (M2) foram: 12,6mm de comprimento x 14,4mm de largura x 6,2mm de
espessura. As medidas podem variar de 8 a 24mm de comprimento, 8 a 30mm de
largura e 5 a 10 mm de espessura. Na terceira fase da doenca (M3) os valores
(X) encontrados foram: 21,6mm de comprimento x 17,2mm de largura x 7,4mm de
espessura e o0s valores variam de 16 a 25mm, 20 a 27mm e 4 a 19mm
sucessivamente. J& na fase cronica da doenca (M4) obteve-se (X )30mm de
comprimento x 20mm de largura x 9mm de espessura, podendo variar de 6-47mm, 19

a35mme 3 alsmm.

Tabela 2. Médias (+ desvio padrdao) em milimetros e mediana (min-max) do
comprimento de lesdes da Dermatite Digital Bovina em 15 animais da raca Holandesa,
dimensionadas por paquimetro manual, distribuidas de acordo com o estagio da lesdo
(M1, M2, M3 e M4), sendo M1 as lesdes iniciais, M2 as lesdes Classicas, M3 o estagio
intermediario e M4 as les6es cronicas.

- Namero de X todo Mediana
Estagio . -
amostras comprimento (mm) (min-max)
M1 5 5,603,20 (3_‘;0)
10
M2 5 12,60+6,46 (8-24)
22
M3 5 21,60+3,36 (16-25)
M4 7 29,28+13 30

(6-47)
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Tabela 3. Médias (+ desvio padrdo) em milimetros e mediana (min-max) da largura
de lesbes da Dermatite Digital Bovina em 15 animais da raca Holandesa,
dimensionadas por paquimetro manual, distribuidas de acordo com o estagio da leséo
(M1, M2, M3 e M4), sendo M1 as les@es iniciais, M2 as lesdes Classicas, M3 o estagio
intermediario e M4 as lesfes crénicas.

L Namero de X todalargura Mediana
Estagio amostras (mm) (min-max)
5
M1 5 4,40+1,34 (3-6)
M2 5 14,40+8,87 12
T (8-30)
M3 5 17,20+6,61 16
T (10-27)
20
M4 7 24,57+7,32 (19-35)

Tabela 4. Médias (+ desvio padrdo) em milimetros e mediana (min-max) da espessua
de lesbes da Dermatite Digital Bovina em 15 animais da raca Holandesa,
dimensionadas por paquimetro manual, distribuidas de acordo com o estagio da leséo
(M1, M2, M3 e M4), sendo M1 as lesdes iniciais, M2 as lesdes Classicas, M3 o estagio
intermediario e M4 as lesdes cronicas.

Estaqi Namero de X toda Mediana
stagio .
amostras espessura (mm) (min-max)
1
M1 5 1,80+1,09 (1-3)
5
M2 5 6,20+2,16 (5-10)
4
M3 5 7,40+6,54 (4-19)
M4 7 8,85+4,14 9

(3-15)
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Figura 3. Médias em milimetros e desvio padrado de lesdes da Dermatite Digital Bovina
em 15 animais da raca Holandesa, dimensionadas por paquimetro manual,
representadas no eixo Y e distribuidas no eixo X de acordo com o comprimento,
largura e espessura, agrupadas pelo estagio das lesdes (M1, M2, M3 e M4), sendo
M1 as les@es iniciais, M2 as lesdes Classicas, M3 o estagio intermediario e M4 as
lesGes cronicas. & P ¢ Diferem estatisticamente de M1.

Através da andlise estatistica, encontrou-se diferenca (P<0,05) entre o estagio
M1 e M3, M1 e M4, observando-se o comprimento. As observacfes da largura e

espessura demonstraram diferenca entre M1 e todos 0s outros estagios.
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Os fatores de risco foram divididos em grupos (nimero de partos, pico de

lactacdo atual e idade) e comparados com o numero de lesdes que cada animal

apresentou. Os valores encontrados a campo foram expressos na Tabela 6 e

posteriormente divididos em subgrupos (Tabela 7).

Tabela 5. Relag&o entre o numero de les@es, partos, pico de lactacdo e idade dos 15
animais da raca Holandesa, mantidos em regime de criacao free stall, em propriedade
da cidade de Descalvado — SP, avaliados quanto a presenca da Dermatite Digital

Bovina.
. Numero de Namero de Pico de
Animal ~ ~ Idade
lesdes partos lactacao (kg)

1 2 4 53,71 7
2 1 4 32,21 7
3 2 2 48,17 6
4 1 3 61,01 6
5 1 2 51,43 5
6 1 2 59,16 4
7 1 2 54,79 4
8 1 1 47,18 4
9 1 2 46,78 4
10 4 2 54,35 4
11 2 1 44,47 4
12 2 1 42,70 3
13 1 1 47,73 3
14 1 1 4557 3
15 1 1 28,49 2

Tabela 6..Médias (+ desvio padrédo) e mediana (min-max) dos Fatores de risco
(partos, pico de lactacéo atual e idade) relacionados ao aparecimento de lesdes da

Dermatite Digital Bovina.

Grupo Animais X to (:\n/liend-irigi)
Lesdes 15 1,46+0,83 (1% 4)
Numero de Partos 15 1,93+1,03* (12_’;)
Pico de lactacéo 15 47,85+8,87 (28,2;2?;, 01)
\dade 15 4,40%1,50 (2‘_‘7)

* Difere estatisticamente do “nimero de lesdes”.

Analise de Correlacéo de Pearson (p<0,05)
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Apébs a Andlise de Correlagdo de Pearson (P<0,05), houve relacdo entre o
aumento de numero de lesées em cada animal e o nimero de partos, isto &, quanto
mais partos maior o numero de lesdes. Nao houve correlagéo significativa (P >0,05)
entre o pico de lactacdo dos animais e o0 aparecimento de lesbes. Também nao houve
correlacao entre o maior numero de lesdes e a idade (P>0,05).

Tabela 7. Subdivisbes dos fatores de risco (partos, pico de lactacao atual e idade)

relacionados ao aparecimento de lesdes da Dermatite Digital Bovina, com a
porcentagem de animais alocados em cada grupo.

Fatores de risco Categorias Num_ero'de DDB positivos
animais (%)
1 6 40
Partos 2 6 40
>3 3 20
Pico de lactagéo <32 2 13,3
atual (kg) >32 13 86,7
2 1 6,7
Idade dos animais 3 3 20
(anos) 4 6 40
=5 5 33,3

Através da analise estatistica descritiva realizada nos subgrupos dos Fatores
de risco, é possivel evidenciar que as distribuicdes dos animais nos grupos de 1 ou 2
anos (6 e 6 animais respectivamente) sdo maiores em relacdo aos animais com 3
anos ou mais. Na analise da média de producéo leiteira/dia da propriedade (32kg), os
animais foram distribuidos em dois grupos, onde 0s que se encontraram acima da
média constituiram 86,7% dos 15 animais avaliados. Houve distribuicdo entre as
idades em 4 grupos distintos (2, 3, 4 e de 5 anos ou mais) e uma maior distribuicéo

dos animais no grupo de 4 anos, contemplando 40% dos animais avaliados.

5.5 Exame Imunohistoquimico

As imagens microscopicas das fibras TRPV1 imuno-marcadas nos diferentes
estagios da DDB estdo demonstradas abaixo pela Figura 4. E possivel notar a pouca
distribuicdo de fibras na amostra de pele sadia (S) e 0 aumento significativo do
estagio crénico (M4) em relacéo aos demais.
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Figura 4.. Amostras de pele bovina sadia, imuno-marcadas para fibras TRPV1 (setas
amarelas) de lesdes da Dermatite Digital Bovina, realizada em microscopio 6ptico na
lente objetiva de 100X, em 15 animais da raca Holandesa. (S) mostra as fibras
imunomarcadas no grupo controle, com amostras de pele sadias. (M2) mostra as
fibras TRPV1 imunomarcadas no grupo de lesdes classicas e ulcerativas da Dermatite
Digital Bovina. (M4) mostra as fibras TRPV1imunomarcadas no grupo de lesdes
cronicas da Dermatite Digital Bovina. Fonte: Centro de Medicina Legal da
Universidade de Ribeirdo Preto, USP, Ribeirdo Preto, SP, Brasil.

5.6 Expressao de fibras TRPV1

As fibras TRPV1 imuno-marcadas foram contabilizadas em 20 campos

microscépicos por amostra e as médias das contagens foram expressas na Tabela 9.
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Tabela 8. Contagem média de fibras imuno-marcadas TRPV1 em amostras de DDB
divididas nos quatro estagios da doenca e grupo controle, realizada em vinte campos
microscopicos por amostra.

Grupo Amostras (Numero de fibras)

S 1 2 3 4 5
(0.1) (0.1) (0.1) (0.2) (0.1)

M1 1 2 3 4 5
(0.1) (0.1) (0.1) (0.4) (0.1)

M2 1 2 3 4 5
(0,1) (0,4) (0,2) (0,1) (0,5

M3 1 2 3 4 5
(0!4) (0’8) (0!3) (0’1) -

M4 1 2 3 4 5
(312) (4’6) (119) (2’5) -

Houve diferenca estatistica (p<0,05) entre o estagio M4 (crénico) da DDB e
todos os outros estagios da doenca incluindo o grupo controle, o qual continha
amostras de pele sadia, demonstrados na tabela 9. As diferencas podem ser
evidenciadas pela Figura 5 a qual contém um gréafico de distribuicdo das médias das

fibras imuno-marcadas.

Tabela 9. Valores da média/desvio padrdo da contagem de fibras imuno-marcadas
TRPV1 de amostras colhidas de lesdes da Dermatite Digital bovina, em 15 animais da
raca Holandesa, divididos em cinco grupos experimentais: amostras de pele sadias
(S), (M1, M2, M3 e M4), sendo M1 as lesdes iniciais, M2 as lesGes Classicas, M3 o
estagio intermediario e M4 as lesdes cronicas.

Grupo Nxm_ero_de Média/ Desvio Padréo
nimais
S 5 0,12/ 0,04*
M1 5 0,16/ 0,13*
M2 5 0,24/ 0,19*
M3 4 0,40/ 0,29*
M4 4 3,05/ 1,16

* Diferem estatisticamente do Grupo M4. Teste de Tukey na escala logaritmica
(p<0,05).
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Figura 5. Valores médios da contagem de fibras TRPV1 imuno-marcadas nos quatro
estagios da Dermatite Digital Bovina, em amostras colhidas de 15 animais da raca
Holandesa, expressas em grafico de linhas. Demonstrando as amostras de tecido
sadio (a), estdgio M1 com lesdes iniciais (b), M2 com lesbes Classicas (c), M3 com
estagio intermediario (d) e M4 com lesdes cronicas (e).
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6. DISCUSSAO

A distribuicdo anatomica das lesdes de DDB encontradas no estudo relatam a
maior ocorréncia nas regides plantares dos membros pélvicos. A incidéncia nos
referidos membros foi de 68% contra 32% nos membros toracicos. Em estudos sobre
o controle da DDB, Nutter e Moffitt (1990) e Tomasella et al. (2014) relatam que a
ocorréncia da doenca em membros pélvicos foi de 85% e 87,5%, representando,
portanto, valores similares aos valores encontrados no presente estudo. Em outro
estudo, Read e Walker (1998) descreveram que 13% dos animais possuiam lesGes
em membro toracico, o que corrobora com os valores encontrados de 27,77% dos
animais acometidos. A maior incidéncia das lesées nos membros pélvicos pode ser
justificada pela higiene do local onde estes animais eram mantidos. Os animais eram
mantidos em sistema de piso composto de cimento, havendo remocéo diaria dos
dejetos por meio de equipamento automatizado, porém este sistema deixava parte
dos dejetos acumular onde os animais em lactacao permaneciam o maior periodo do
dia. A literatura cita que o piso de cimento contribui para um maior desgaste dos
cascos de membros pélvicos e isto predispde a maior incidéncia da DDB (SOMERS
et al., 2003), principalmente quando se compara este sistema ao piso ripado
(SOMERS et al., 2005). O maior contato dos membros pélvicos com as fezes e urina
(MURRAY et al.,2002), onde pode se encontrar 0s possiveis agentes etiol6gicos da
doenca (NASCIMENTO et al., 2015) pode justificar a predilecdo por estes membros.
Outro importante fator € a permeabilidade da pele, que aumenta quando os membros
locomotores sdo mantidos em contato com lama e matéria organica por mais de 24h,
favorecendo a colonizacao bacteriana (PALMER et al., 2013). O membro pélvico mais
acometido foi o direito, representando 27,7% dos registros totais, porém estes valores
sdo baixos comparados a outro experimento, o qual encontrou valores de 55,6%
(RABELO et al., 2013). Em contrapartida, outro experimento com afec¢des podais em
bovinos leiteiros, demonstraram que as lesdes em membro pélvico direito
representaram 23% da casuistica, enquanto no esquerdo 64% (MURRAY et al., 2002).
A provavel causa do baixo indice de representatividade do membro direito foi o
nuamero reduzido de animais utilizadas no presente experimento. Existem teorias que

relacionam a alta incidéncia de lesbes em membros pélvicos direitos, com a posi¢ao
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de descanso dos animais no free-stall, permanecendo em decubito esternal com o
membro direito em contato com o piso, causando um possivel comprometimento
vascular que predispde a lesdes. Outros fatores ndo foram contabilizados, tal como o
angulo dos cascos e as caracteristicas morfolégicas dos membros traseiros, 0 que
poderiam incrementar o estudo (GRENOUGHT, 2007; ONYIRO et al., 2008; RABELO
et al., 2013).

A mensuracédo das dimensdes (comprimento x largura x espessura) nas lesées
de DDB foi realizada com uso de paquimetro manual, uma ferramenta de alta
confiabilidade. A falta de valores referenciais quanto ao comprimento, largura e
espessura de lesfGes ovais, justifica a importancia das mensuracdes realizadas no
presente trabalho, visto que os dados presentes na literatura se baseiam apenas em
lesbes circulares. Os valores obtidos, foram divididos nos quatro estagios classicos
da DDB, descritos por Dopfer et al. (1997). No estagio inicial M1, as médias
encontradas nas lesdes de 5,6mm de comprimento x 4,4mm de largura x 1,8 mm de
espessura, estavam de acordo com os dados presentes na literatura, porém as
descricbes encontradas se referem apenas ao diametro das lesGes, ndo havendo
valores fixos para as outras medidas. As médias encontradas para a fase M2 foram
de 12,6mm de comprimento x 14,4mm de largura x 6,2mm de espessura, diminuindo
amplamente da média descrita por Dopfer e colaboradores (1997), o qual cita valores
maiores que 70mm para lesbes de M2 até M4. Em valores extraidos de experimento
realizado por Holzhauer e colaboradores (2008), a média descrita € de 20 — 40mm,
aumentando pouco em relacdo ao nosso estudo. No estadgio M3 as médias foram
21,6mm de comprimento x 17,2mm de largura x 7,4mm de espessura, corroboradas
com o intervalo de valores de 20 - 40mm para estagio entre M3 até M4, descritos por
Holzhauer e colaboradores (2008). O estagio crénico M4 possuia os valores médios
30mm de comprimento x 20 mm de largura x 9 mm de espessura, também de acordo
com os valores encontrados. Através da andlise estatistica, foi possivel encontrar
diferencas significativas apenas entre alguns grupos. A medidas de largura e
espessura diferem entre M1 e todos os outros estagios da DDB (M2, M3 e M4), ja o
comprimento difere apenas entre M1 e os estagios M3 e M4). Nao foram encontrados
argumentos na literatura que justificassem o crescimento das lesdes nos estagios M2,

M3, porém a hiperqueratose descrita no estagio M4 (Dopfer et al. 1997) pode ser
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utilizada como justificativa apenas neste estagio. Entretanto, para comprovar esta
afirmacgéo seriam necessarios mais estudos, levando-se em consideragéo variaveis
biolégicas de cada animal, as quais poderiam predispor a esta hiperqueratose
progressiva (MUMBA et al., 1999; HOLZHAUER et al., 2008; GOMEZ et al., 2015).

Dados referentes a quantidade de lesbes encontradas em cada animal, tal
como o numero de partos, pico de lactacao atual e idade, foram correlacionados. Estes
dados foram coletados para que mesmo com poucos animais, fosse possivel uma
deteccdo e comparacdo dos valores encontrados com a literatura nacional e

internacional, a fim de atualizar os dados existentes.

Quando correlacionado o numero de lesGes por animal com o namero de
partos, houve relagéo estatistica significativa (p<0,05), isto é, conforme o niumero de
partos aumenta, os animais estdo predispostos a ter mais lesbes da DDB. Alguns
autores refutam os dados do presente estudo, através de experimentos que
descrevem a maior incidéncia de lesbes em fémeas primiparas, relacionadas a
possivel grande mudanca metabdlica no peri-parto e pos-parto, além da troca de
ambiente, ja que estes animais em lactacdo serdo em regime de estabulacao free-
stall (FRANKENA et al., 1991; RODRIGUEZ-LAINZ et al., 1996, SOMERS et al., 2005,
BERRY, 2015). Possivelmente os valores diferem da literatura consultada, devido ao

baixo nUmero de animais incluidos no estudo.

Considerando a idade dos animais que participaram do experimento,
observamos que néo existe correlagéo significativa (p<0,05) entre 0 maior nimero de
lesbes e idades avancadas. Na literatura disponivel, alguns experimentos retratam a
possivel imunidade adquirida nos animais, frente ao processo infeccioso, podendo
evitar a reinfeccdo (READ; WALKER, 1998), porém as altas taxas de recidiva podem
anular esta hipétese (KLITGAARD et al., 2008). Por outro lado, alguns estudos mais
atuais relatam que em animais convalescentes existe uma baixa taxa de anticorpos,
sugerindo que alguns animais possuem imunodeficiéncia frente a este processo
infeccioso ou mesmo que esta imunidade adquirida possa ser fraca (TROTT et al.,
2003, ELLIOTT etal., 2007; ZUERNER et al., 2007). Estes resultados corroboram com
0s encontrados neste estudo e reforcam a hipotese de que pode existir diferenca na

resposta imunologica individual dos animais.
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A producéo leiteira de cada animal também é um importante fator. Vacas secas
possuem comprovadamente menor chance de possuirem lesdes de DDB, devido ao
fato de serem mantidas em regime de confinamento extensivo, onde 0s cascos néo
tém contato recorrente com fezes e lama contaminados, além do fato de a dieta de
vacas secas possuirem em sua composi¢ao, maior parte de fibras, produzindo desta
maneira fezes mais secas (READ; WALKER, 1998, MURRAY et al., 2002,
NASCIMENTO et al.,2015; ZINICOLA et al., 2015). Holzhauer et al., (2006) relatam
gue possivelmente devido a demanda energética a qual estes animais sofrem no pico
de lactacéo (de 30 até 70 Kg de leite), exista maior incidéncia de DDB de acordo com
o que foi obtido por alguns autores (FRANKENA et al., 1991; ARGAEZ-RODRIGUES
et al., 1997; PALMER; O CONNELL, 2015), onde vacas que produziam mais leite
tinham mais lesbes de DDB. Além da DDB, outras afeccbes podais também
apresentam maior incidéncia em animais com alto picos de lactagdo (DELUYKER et
al., 1990). Os resultados encontrados no presente experimento, ndo demonstram
correlacdo entre o maior nimero de lesdes e a maior producédo leiteira. Ndo foram
encontrados resultados na literatura que pudessem comprovar a hipotese testada,
porém os animais utilizados no experimento possuiam diversos estagios de lactacéo,
portanto nem todos haviam atingido o pico maximo de lactacéo durante o periodo de
aleitamento, contribuindo desta maneira, para uma possivel superestimacdo dos

valores.

As fibras TRPV1 foram o principal alvo do presente estudo, onde foram
registradas a sua expressao e realizada quantificacdo. Desde o primeiro relato das
fibras em 1997 por Caterina et al., houve grandes avanco a respeito da importancia
desta via que possivelmente causa uma excitacdo das vias aferentes primarias,
causando resposta exagerada a dor, aumentando a conducéo dolorosa (TOMINAGA
et al., 1998; GHILARDI et al., 2000). Porém néo existem muitos relatos na literatura

de estudos com animais de companhia e nenhum estudo em animais de producao.

O inicio de estudos abordando este tema aliado ao diagndéstico de doencas
gue causam dor hiperalgica, norteando também pesquisas com uso de substancias,
tal como os capsaicinoides no auxilio ao tratamento (TURNBULL, 1850; SOUZA,
ROSSI, 2014) sao um importante metodo de melhora no bem-estar animal. Assim a
DDB por se tratar de uma afeccao podal, a qual causa uma marcada dor hiperalgica
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(WEAVER et al., 1981; READ; WALKER, 1998; EVANS et al., 2011; SULLIVAN et al.,
2015), foi a escolhida para a realizagéo do presente estudo. Em experimento realizado
com osteosarcoma em ratos, houve uma maior expressdo destas fibras e
consequentemente da dor expressada por estes animais (BROWN et al., 2005). Outro
experimento realizado em cédes demonstra que a dor causada pelo cancer atinge
limiares extremamente altos, chegando ao ponto de ser refrataria ao uso de qualquer
substancia analgésica. Desta maneira, existe a forte correlacdo da presenca destas
fibras com a dor (KARAI et al., 2004). Estes estudos corroboram com os valores
encontrados no presente trabalho, onde a quantificacédo das fiboras TRPV1 nos quatro
estagios da DDB (M1,M2,M3 e M4) e nas amostras de pele sadias (S), demonstram
aumento significativo (p<0,05) destas fibras no estagio crénico M4 em relacdo aos
outros grupos experimentais. Neste estudo ndo foi quantificada a reacdo ao estimulo
doloroso nestes animais. Porém, a marcada dor hiperélgica que os animais
acometidos pela DDB apresentam no estagio crénico (M4) da doenca (WEAVER et
al., 1981; READ; DOPFER et al.,1997; WALKER, 1998; EVANS et al., 2011;
SULLIVAN et al., 2015), pode possuir o mesmo mecanismo de a¢ao descrito em caes
com doencgas cronicas (KARAI et al., 2004; GHUILARD et al., 2005), constituindo
assim uma descoberta importante na transmisséo dolorosa da DDB e abrindo caminho
para novos tratamentos da dor. N&o foi encontrado valores numéricos na literatura
consultada para comparacao, portanto o estudo serve de base para posteriores

guantificacdes de TRPV1 em bovinos.
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7. CONCLUSAO

Conclui-se que através do método imunohistoquimico, foi possivel identificar a
presenca de receptores TRPV1 em amostras de pele sadia e de lesdes da Dermatite
Digital Bovina, bem como realizar a contagem destas fibras e comparar entre os
diferentes grupos experimentais. Através da comparacao entre os 4 estagios da DDB
(M1, M2, M3 e M4), foi possivel evidenciar um aumento significativo das fibras TRPV1
no estagio crénico (M4) da doenca, sustentando a hipotese de que este aumento

possa estar relacionado a hiperalgesia presente nos animais acometidos.
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9. APENDICE

Ficha clinica para afec¢des podais.

FICHA CLINICA PARA LESOES PODAIS
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Propriedade: Municipio:
Proprietario: Data:
Animal: Raca:

Idade: Sexo: M()) F() Peso corporal: Escore corporal:
Nascimento: Data da paricéo: N0 Partos:
Producéo de Leite: Categoria: Data (I1.A.):
Observagdes:

Exame clinico do sistema locomotor:

I.Inspecéo:

- Escore de claudicag8o: 1 () 2() 3() 4() 5()

Escore de claudicacéo Alteracoes

Escore 1 (normal)

Auséncia de anormalidades de postura ou deambulag&o.

Escore 2 (claudicagdo leve)

Em estacdo tem auséncia de anormalidades na postura. Dorso
levemente arqueado quando deambulam.

Escore 3 (claudicagdo moderada)

Dorso arqueado quando em estagdo e na deambulagdo. Caminha com
um ou mais membros a passos curtos. No membro contralateral ao que
claudica, pode haver um leve desgaste dos cascos.

Escore 4 (claudicagdo)

Dorso arqueado quando em esta¢do e na deambulagdo. Caminha com
“um passo de cada vez”, poupando um ou mais membros. No membro
contralateral ao que claudica pode haver severo desgaste dos cascos.

Escore 5 (claudicacdo severa)

Dorso extremamente arqueado em estagdo e na deambulacéo.
Inabilidade ou relutancia extrema em colocar o peso sobre um ou mais
membros.

11- Achados clinicos:

Inspecéo:

Palpacéo:

Percussao:
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111-Diagnostico:

IVV- Localizacdo das lesfes:
TORACICO ESQUERDO TORACICO DIREITO
A v W/

A P&

PELVICO ESOUERDO PELVICO DIREITO

NS
e O

%=\ £ &
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Tabela 10. Dimensdes (comprimento, largura e espessura) das lesées de Dermatite
Digital Bovina em 15 animais da ra¢ca Holandesa, dimensionadas por paquimetro
manual, distribuidas de acordo com o estagio da lesdo (M1, M2, M3 e M4), sendo M1
as lesdes iniciais, M2 as lesdes Classicas, M3 o estagio intermediario e M4 as lesbes
crénicas.

Estagios da DDB Medidas (mm)
Comprimento Largura Espessura
8 5 3
3 3 1
M1 10 6 3
3 5 1
4 3 1
10 12 6
10 10 5
M2 24 30 10
8 8 5
11 12 5
16 13 4
23 10 4
M3 22 16 19
25 20 4
22 27 6
23 20 3
28 20 11
31 19 9
M4 6 19 6
30 24 6
47 35 12
40 35 15




