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RESUMO

Dois bovinos foram infectados com larvas de
Dermatobia hominis na regiéo escapular esquerda, e o local
de infecco de um dos bovinos foi inoculado com Mannheimia
granulomatis. Aos sete, 14, 21 e 28 dias, foram feitas biopsias
cirdrgicas dos locais de inoculagéo das larvas para posterior
estudo histolégico, imuno-histoquimico e avaliagdo por
microscopia eletrénica de transmissdo. No bovino infectado
somente com as larvas, as lesdes histolégicas se caracterizaram
por dermatite eosinofilica, infiltrado de células mononucleares
e proliferacdo de tecido conjuntivo. A inoculagédo simultanea
de Dermatobia hominis e Mannheimia granulomatis provocou
adicionalmente linfangite e microabscessos eosinofilicos,
similares aos observados em casos espontaneos da enfermidade.
Na amostra coletada aos 28 dias apos a infec¢do bacteriana,
foi observada, tanto na imuno-histoquimica, como por meio
da microscopia eletronica, a presenca de corpos bacterianos
aparentemente intactos no interior de fagossomas
macrofagicos, sugerindo que a bactéria permanece dentro
dos macréfagos até que algum fator desconhecido desencadeie
o desenvolvimento da enfermidade. A Mannheimia
granulomatis foi isolada de larvas coletadas aos 42 dias apds
a inoculagdo, demonstrando que a bactéria pode sobreviver
por algum tempo na larva de Dermatobia hominis. Os dados
do trabalho indicam que as larvas de Dermatobia hominis
podem atuar como um fator contribuinte para o
desenvolvimento da paniculite fibrogranulomatosa
proliferativa.

Palavras-chave: Mannheimia granulomatis, Dermatobia
hominis, paniculite fibrogranulomatosa
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ABSTRACT

Two cattle were infected at the left scapula with
larvae of the Dermatobia hominis, while one of them was
infected with the Mannheimia granulomatis. Biopsies of the
lesions were taken at the 7, 14, 21 and 28 days p.i. for subsequent
histopatological, immunohistochemical and electron
microscopical studies. In the only animal infected with larvae,
eosinophilic dermatitis, infiltration of mononuclear cells and
proliferation of connective tissue characterized the histological
lesions. The simultaneous inoculation of Dermatobia hominis
and Mannheimia granulomatis caused, besides the
characteristic lesions of the parasitosis, linfangitis and
eosinophilic microabscesses, similar changes to those observed
in spontaneous cases of the disease. In the samples taken after
28 days of the bacterial infection it was observed, in both
immunohistochemestry and by electronic microscopy the
presence of apparently intact bacterial bodies inside
macrophages fagosomes, suggesting that the bacteria is inside
the macrophages until some unknown factors trigger the
development of the illness. Mannheimia granulomatis was
isolated from larvae gathered 42 days after inoculation
demonstrating that the bacteria can survive inside the larva
Dermatobia hominis. Data from the study indicate that the
larvae of Dermatobia hominis may act as a contributing factor
to the development of proliferative fibrogranulomatous
panniculitis.

Key words: Mannheimia granulomatis, Dermatobia hominis,
proliferating fibrogranulomatous panniculitis,
lechiguana, bovine.
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INTRODUCAO

Lechiguana ¢ uma enfermidade de bovinos
definida como um paniculite fibrogranulomatosa
proliferativa caracterizada por tumoragao subcutinea
de crescimento rapido, com marcada proliferacdo de
tecido fibroso, que, quando ndo tratada, ocasiona a
morte do animal em um periodo de trés a oito meses.
Afeta animais de todas as idades, ragas e sexo (RIET-
CORREA etal., 1992).

A enfermidade foi observada pela primeira
vez em uma area de serra de mata nativa de
aproximadamente 500.000 hectares, proxima ao
Municipio de Pelotas, Rio Grande do Sul (RIET-
CORREA etal., 1992). Posteriormente, foi descrito um
caso proveniente do Municipio de Cachoeira do Sul,
localizado em outra regido do Rio Grande do Sul
(PEREIRA etal., 2000). Também foram descritos outros
casos provenientes dos Estados de Santa Catarina,
Parand, Sdo Paulo (BIRGEL JR et al., 1999) ¢ Minas
Gerais (VARASCHIN & SILVA, 1998). Mais
recentemente, a bactéria foi isolada na Australia
(BLACKALL etal., 2002) e na Dinamarca (ANGEN et
al., 2002).

Todos os casos de lechiguana foram
observados em animais provenientes de areas
geograficamente localizadas onde o parasitismo por
Dermatobia hominis ¢é frequente (RIET-CORREA et
al., 1992). Clinicamente, a lesdo da enfermidade nos
animais se caracteriza por desenvolvimento de grandes
massas tumorais de consisténcia dura localizadas,
geralmente, na regido escapular, podendo também
ocorrer em outros locais como regido glitea, dorso
lombar, abdominal e peitoral (RIET-CORREA et al., 1992;
LADEIRA etal., 1996; PEREIRA, 1997).

Uma caracteristica marcante da enfermidade
¢ a rapida proliferacdo de tecido fibroso durante o
desenvolvimento desta, assim como a rapida regressdo
da lesdo depois do tratamento com antibidticos. S&do
desconhecidos os mecanismos patogénicos que
determinam esse rapido crescimento e a reabsor¢do do
tecido fibroso, assim como outros aspectos da
patogenia da enfermidade (RIET-CORREA et al., 1992).

A evolug@o clinica é rapida e, na maioria dos
casos descritos, varia de dois a 12 meses. As massas
subcutineas desenvolvem dimensdes maximas de 45 a
50cm de didmetro, sobressaindo de 5 a 25cm sobre a
superficie da pele. A pele que cobre a lesdo se apresenta
espessa, escamosa, frequentemente alopécica e
ulcerada, com nédulos de Dermatobia hominis, e ha
também aumento de tamanho dos linfonodos regionais.
Os bovinos afetados tém emacia¢do progressiva e
morte se a enfermidade ndo ¢ tratada (RIET-CORREA
etal., 1992).

A etiologia da enfermidade ndo tem sido
totalmente estabelecida, mas alguns estudos sugerem
uma associagdo entre o parasitismo da Dermatobia
hominis e a presenga da bactéria Gram negativa,
Mannheimia granulomatis. Essa bactéria foi isolada
em 30 de 40 casos da enfermidade e marcada por meio
do método imuno-histoquimico nos 10 casos restantes
(RIET-CORREA et al., 2000).

O objetivo deste trabalho foi complementar
o estudo da patogenia de lechiguana, utilizando as
técnicas de microscopia Otica e eletronica de
transmissao (MET) e imuno-histoquimica (IHQ) em
estudo evolutivo da doenga, reproduzida
experimentalmente.

MATERIAL E METODOS

Para o estudo, foram utilizados dois bovinos
(Bovino 1 e Bovino 2) da cruza entre as ragas Charolés
e Hereford, com dois anos de idade e peso aproximado
de 300 kg. Foram coletadas 533 larvas de terceiro estagio
(L3) de Dermatobia hominis de bovinos
espontaneamente infestados em campos proximos ao
Municipio de Pelotas, Rio Grande do Sul.

As larvas foram selecionadas e colocadas
em vidros com serragem lavada, esterilizada e
umedecida. As larvas foram mantidas a 27°C, em estufa
de germinagdo tipo BOD, com fotoperiodo e umidade
relativa de 70 a 80%, durante aproximadamente 30 dias,
até alcancar o estagio de pupa. Logo depois da eclosdo
das moscas, foram realizados a sexagem, o acasalamento
e a produgdo de ovos e de larvas infectantes (L1).

Amostras de Mannheimia granulomatis
isoladas das lesdes de um caso espontaneo de
lechiguana foram semeadas em agar sangue ovino a
5% e incubadas a 37°C, durante 24 horas. O cultivo foi
suspenso em uma solugfo salina a 0,85%, com um grau
de turbidez correspondente ao tubo 3 da escala de
McFarland (~2,3x10° unidades formadoras de colonias
por mililitro— UFC ml™).

O Bovino 1 foi infectado com 46 larvas
infectantes (L1) de Dermatobia hominis produzidas
no laboratorio. As L1 foram inoculadas na regido
escapular mediante a ajuda de um pincel de ponta fina
(RIBEIRO & DE OLIVEIRA, 1983). O Bovino 2 foi
infectado com 89 larvas infectantes (L1) de
Dermatobia hominis. Antes da inoculagdo das L1 no
Bovino 2, os sitios de inoculagdo foram pincelados
com uma suspensdo de Mannheimia granulomatis. A
infeccdo com a suspensdo bacteriana foi repetida
semanalmente durante quatro semanas. A diferenga
entre o nimero de larvas inoculadas em Bovino 1 e
Bovino 2 se deve ao numero de larvas que eclodiram a
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cada dia. Dessa maneira, se manteve um controle exato
da evolugdo das lesdes e do crescimento de cada larva.

Para determinar a evolugao das lesdes, foram
realizadas bidpsias por incisdo cirirgica em ambos o0s
bovinos, sendo retiradas as larvas sempre
acompanhadas da lesdo circundante e da pele. Essas
bidpsias foram realizadas aos sete, 14 e 21 dias pos-
infecgdo (p.i.). No Bovino 2, foi realizada uma bidpsia
adicional aos 28 dias p.i. O material extraido foi fixado
em formol 10% tamponado, durante 24 horas, embebido
em parafina, cortado em secgdes de Sum e corados
com hematoxilina e eosina (HE) (LUNA, 1968).

O material extraido do Bovino 2, aos 28 dias
p.i., foi submetido a IHQ. Os blocos de parafina
positivos na IHQ, para Mannheimia granulomatis,
foram utilizados para confirmar a presenga desta
mediante estudos de MET.

Aos 42 dias p.i., foram coletadas quatro
larvas de terceiro estagio (L3) de Dermatobia hominis
provenientes da infec¢do experimental do Bovino 2.
Duas larvas foram semeadas em agar sangue ovino a
5%, e as outras duas foram colocadas em vidros com
serragem previamente lavada, esterilizada e umedecida,
e mantidas a 27°C, em estufa de germinagao tipo BOD,
com fotoperiodo e umidade relativa de 70 a 80%, durante
aproximadamente 30 dias, até alcangar o estagio de pupa.
As pupas foram semeadas em agar sangue ovino a 5%,
para detectar a presenga de Mannheimia granulomatis.

Para a avalia¢do por IHQ, foi utilizado
somente o material extraido do Bovino 2 aos 28 dias p.i.
e soro policlonal purificado anti-Mannheimia
granulomatis produzido em coelho e diluido a 1:4000
(LADEIRA, 2005). O método utilizado foi o complexo
estreptavidina-biotina-peroxidase (KIT Complexo ABC
- K0690, Dako Corporation, Carpinteria, California,
EUA). Resumidamente, a técnica consistiu da
incubacdo das se¢des de 3um cortadas a partir de
blocos de parafina com o material coletado das bidpsias,
colocadas em laminas de vidro silanizadas, apos
adicionado o anticorpo primario (especifico), seguido
da incubagdo com anticorpo biotinilado. Finalmente
foi realizada a incubagdo com uma solugdo de
estreptavidina marcada com peroxidase. Antes da
incubag@o com o soro anti-Mannheimia granulomatis,
os cortes foram tratados com “bloqueador universal”
(Universal Blocking Reagent, Biogenex, USA), para
bloquear reagdes inespecificas. A revelacdo foi
realizada com 3’, 3’ - diaminobenzidina (DAB) a 0,02%
eH,0,a0,05%.

Para o estudo por microscopia eletronica,
os blocos de parafina cujos tecidos foram positivos na
IHQ para Mannheimia granulomatis foram
desparafinizados, e o material foi refixado em

glutaraldeido a 2%, em uma solugdo 0,1M de cacodilato
de sédio, pH 7,4. Posteriormente, foi p6s-fixado em uma
solucdo a 1% de tetroxido de 6smio, em uma solugio
0,1M de cacodilato de s6dio e embebido em Epon812.
Cortes semifinos foram corados com azul de toluidina
e a partir destes foram selecionados e realizados cortes
ultrafinos que foram corados com citrato de chumbo e
acetato de uranil e observados ao MET (Zeiss Electron
Microscope EM109).

RESULTADOS

Na avaliacdo histologica das amostras
obtidas do Bovino 1 aos sete dias p.i., foi observado
que a larva apresentava-se rodeada por exsudato
contendo neutrofilos, eosindfilos e fibrina. Na derme
que circundava esse exsudato, foram observados
edema, infiltrado de células mononucleares, eosinéfilos
e fibroblastos, com formagdo de tecido conjuntivo
jovem. Na periferia da lesdo, foi observado infiltrado
perivascular de células mononucleares e eosinofilos.
Aos 14 e21 dias p.i., as lesdes foram similares as lesdes
encontradas no dia 7 p.i. e adicionalmente foram
observadas hiperplasia da epiderme e maior intensidade
de infiltrado inflamatério mononuclear, com presenga
de colageno, fibroblastos e macrofagos.

Nas amostras do Bovino 2, obtidas aos sete,
14 e 21 dias p.i., as alteragdes eram similares as do
Bovino 1. N2o obstante, as amostras do dia 7 p.i., no
exsudato que circundava, a larva tinha material
eosinofilico granular, sugerindo a formacdo de
Splendore—Hoeppli (McGAVIN & ZACHARY, 2007).
Além disso, foram observadas areas focais na derme
com evidente proliferagdo de fibroblastos. Aos 14 e
aos 21 dias p.i., foram observados, além das lesdes
anteriormente descritas, microabscessos constituidos
principalmente por eosindfilos. Aos 21 dias p.i., também
foram observados vasos linfaticos dilatados, contendo
eosindfilos e fibroplasia mais acentuada que no do
Bovino 1.

Aos 28 dias p.i., as amostras do Bovino 2
evidenciaram grande quantidade de vasos
neoformados, espessamento da parede vascular,
numerosas fibras de tecido conjuntivo e fibroblastos
naregido proxima a localizagdo da larva.

A Mannheimia granulomatis foi isolada da
hemolinfa das 2 larvas coletadas do Bovino 2 aos 42
dias p.i., ndo sendo isolada das pupas. Na técnica de
imuno-histoquimica, houve marcagdo positiva para
Mannheimia granulomatis no exsudato inflamatorio,
ao redor e no interior do parasito (Figura 1A) e em
macréfagos (Figura 1B). AMET confirmou a presenca
da bactéria no exsudato inflamatdrio, ao redor da larva,
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Figura 1 - Pele de Bovino 2 obtida por bidpsia excisional aos 28 dias ap6s infecgdo com
Dermatobia hominis e Mannheimia granulomatis. A. Tecido subcutdneo mostrando
a presenga de D. hominis com marcagdo positiva na imuno-histoquimica para
Mannheimia granulomatis (seta) (Obj. 40x). B. Macrofagos com marcagdo positiva
na imuno-histoquimica para M. granulomatis (seta). C. Fotomicrografia eletronica
mostrando macrofago (cabega de seta) e contendo corpos bacterianos fagocitados
(setas). Bar=500nm. D. Fotomicrogarafia eletronica apresentando corpos bacterianos
livres (seta) ao redor da larva. Bar=500nm.

conforme marcagio observada por meio da técnica de
IHQ. Os corpos bacterianos foram vistos fagocitados
por macrofagos (Figura 1C), permanecendo
aparentemente intactos no interior de fagossomas ou
livres no tecido (Figura 1D).

DISCUSSAO

Em estudos prévios (RIET-CORREA et al.,
1992; LADEIRA, 1996; PEREIRA, 1997; PEREIRA et
al., 2000), foi demonstrado que lechiguana ¢ uma
enfermidade causada pela bactéria Pasteurella
granulomatis, posteriormente denominada
Mannheimia granulomatis. A enfermidade se
caracteriza morfologicamente por paniculite
fibrogranulomatosa proliferativa com linfangite e
abscessos eosinofilicos. Os autores também sugerem
que a causa da enfermidade pode ser uma associagdo
da bactéria com a larva da mosca Dermatobia hominis.

As lesdes encontradas (nos dois bovinos
deste estudo), assim como as caracteristicas
histologicas observadas, foram comparaveis com as
descri¢cdes de SANAVRIA et al. (1987) e PEREIRAet al.
(2000). Este altimo autor descreve lesdes contendo
microabscessos e linfangite eosinofilica em um animal
inoculado experimentalmente com Dermatobia hominis
e Mannheimia granulomatis. A linfangite eosinofilica,
com ruptura da parede de vasos sanguineos e formagao
de microabscessos eosinofilicos, também sio descritas
como lesdes primarias de lechiguana (RIET-CORREA
et al., 1992). A observagdo dessas lesdes em trés
estudos realizados sobre bidpsias indica que a infecgdo
bacteriana ¢ a responsavel pela presenga da linfangite
e de abscessos eosinofilicos. A marcada proliferagdo
de tecido fibroso, observada nos casos espontineos
da enfermidade (RIET-CORREA et al., 1992), ndo foi
reproduzida no presente trabalho.
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Na biopsia realizada aos 28 dias p.i. de
Dermatobia hominis, foram observadas bactérias no
interior dos macr6fagos, tanto nos estudos com MET,
como nos estudos de IHQ. ANDRADE (1999) relata,
por meio da reagdo IHQ, a marcagdo da Mannheimia
granulomatis no interior ou ao redor dos
microabscessos ou da linfangite eosinofilica, ou
proxima ao acamulo de células inflamatorias nos casos
espontaneos da enfermidade. A presenca dos corpos
bacterianos aparentemente intactos no interior dos
fagossomas macrofagicos sugere que essas bactérias
tenham um mecanismo que evita que a vesicula
endocitica se junte com o lisossoma, impedindo, dessa
forma, a exposicao as enzimas lisossomais, semelhante
ao que ocorre quando os macrofagos fagocitam
Mycobacterium tuberculosis, Toxoplasma gondii,
Encephalitozoon cuniculi e algumas Chlamydiae
(FRIEDMAN etal., 1980).

Nos trés casos em que a enfermidade foi
reproduzida experimentalmente, a lesdo foi observada
34 dias apds a inoculacdo em dois casos (RIET-
CORREA etal., 1992; LADEIRA etal., 1996) ¢ 90 dias
em um caso (PEREIRA etal., 2000). Com esses dados, é
possivel especular que a bactéria permanece nos
macréfagos do hospedeiro até que, por algum fator
patogénico desconhecido, desencadeie a enfermidade
ou se produza a destruigdo desta (JANEWAY et al.,
2002). O isolamento de Mannheimia granulomatis da
hemolinfa das larvas coletadas aos 42 dias depois da
inoculacdo, assim como a observagdo da bactéria no
interior e no exsudato inflamatdrio ao redor da larva
mediante a técnica de IHQ, demonstrou que
Mannheimia granulomatis é capaz de sobreviver no
interior das larvas. Essa possibilidade foi evidenciada
por LADEIRA et al. (1996), os quais isolaram
Mannheimia granulomatis de larvas coletadas de um
animal proveniente de uma propriedade onde ndo
haviam ocorrido casos de lechiguana.

CONCLUSOES

Por meio das técnicas de IHQ e MET, foi
possivel determinar a presenca de Mannheimia
granulomatis no exsudato inflamatério, ao redor da
Dermatobia hominis e no interior deste. Corpos
bacterianos foram também observados livres na lesdo
ou fagocitados por macr6éfagos. Mannheimia
granulomatis ¢ capaz de sobreviver no interior das
larvas de Dermatobia hominis. A reac¢do
granulomatosa produzida pela Dermatobia hominis
pode ser a lesdo inicial de lechiguana quando a bactéria
esta presente.
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