Acta Scientiae Veterinariae, 2017. 45: 1507.

RESEARCH ARTICLE ISSN 1679-9216
Pub. 1507

Lesoes cutaneas em bovinos associadas ao consumo de ervilhaca (Vicia villosa)
Lesions in the Skin of Cattle Associated to Hairy Vetch Consumption (Vicia villosa)
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ABSTRACT

Background: Hairy vetch (Vicia spp.) is a high-protein source forage to cattle. The poisoning is clinically characterized
by a systemic granulomatous disease, which causes dermatitis, diarrhea, decreased milk production and weight loss. The
specie of hairy vetch related to systemic granulomatous disease in cattle is Vicia villosa. This work aims to describe the
epidemiological, clinical, gross, microscopic and immunohistochemistry features of the skin lesions caused by the con-
sumption of V. villosa in cattle affected by the systemic granulomatous disease.

Materials, Methods & Results: A retrospective study of necropsy and biopsy exams performed between the period of
2005-2016 aiming for cattle with systemic granulomatous disease after consumption of hairy vetch was carried out in the
archives of the Setor de Patologia Veterindria from the UFRGS. Epidemiological data included the sex, age, and breed
of the animals affected. Gross and microscopical lesions, in addition to the immunohistochemistry anti-T lymphocytes
(CD3), anti-B lymphocytes (CD79a), and anti-macrophages (CD68) features, were evaluated. The histological lesions and
immunohistochemistry staining were quantified in mild (+), moderate (++), and severe (+++). The diagnosis of systemic
granulomatous disease with skin lesions after consumption of Vicia villosa was observed in eight cattle. All animals were
females, with 5-8 year-old (average 6.6 years), Holstein Friesian cattle (7) and Jersey (1) breeds. These cattle had a clinical
history of severe pruritus, anorexia, apathy, decreased milk production, weight loss, and hyperthermia. Grossly, lesions were
characterized by alopecia (8/8), crusts (7/8), lichenification and seborrhea (2/8), and exudative lesions (2/8), and involved
the head (7/8), limbs (5/8), neck (4/8), trunk (4/8), perineum area (3/8), udder (3/8), and tail (3/8). Histology revealed a
mild to moderate inflammatory infiltrate (7/7), composed by lymphocytes (7/7), macrophages (7/7), occasional eosino-
phils, and rare multinucleated giant cells (1/7). It was also classified in mild to severe perivascular dermatitis (7/7), mild
to moderate perifolliculitis (4/7), superficial dermatitis (3/7), moderate to severe mural folliculitis (2/7), and hidradenitis
(1/7). Another findings were moderate apocrine sweat gland ectasia, mild to moderate orthokeratotic hyperkeratosis, mild
to moderate spongiosis, mild to moderate acanthosis, mild to severe serocellular crusts, mild pigmentary incontinence,
mild to severe Munro’s microabscesses, mild to moderate hydropic degeneration, apoptosis, ulcers, mild to moderate
superficial edema of the dermis, variable epitheliotropism and erosions. Immunohistochemistry of all skin sections had
mild to severe staining for T cell (CD3), mild staining for macrophages (CD68), and immunostaining was rare (4/7) or
absent (3/7) for B cells (CD79a).

Discussion: Cutaneous lesions observed in this study were similar to those previously described by other authors for this
condition, and were characterized by focal to coalescent areas of alopecia, lichenification and seborrhea, associated clini-
cally to a severe pruritus. Histologically, these consisted of perivascular dermatitis, and perifolliculitis with an inflamma-
tory infiltrate composed predominantly by lymphocytes, macrophages, with occasional eosinophils and multinucleated
giant cells. Immunohistochemistry demonstrates a marked immunostaining for T cells, while it was mild for macrophages,
which reinforces the involvement of the delayed type hypersensitivity (type IV) reaction in the pathogenesis of the disease.
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INTRODUCAO

Vicia spp. sdo plantas leguminosas, anuais ou
perenes, conhecidas popularmente no Brasil como
ervilhacas ou vicas. A intoxica¢do acomete quase que
exclusivamente bovinos e estd associada, principal-
mente, com a ingestdo da espécie V. villosa e menos
comumente a espécie V. sativa [1,12]. Bovinos adultos
(acima de trés anos) e das racas Holandesa e Aberdeen
Angus, apresentam maior predisposi¢do para o desen-
volvimento da doencga [1].

A intoxicacdo tem sido associada a trés mani-
festacdes clinicas. A primeira delas é relacionada ao
consumo de sementes causando distirbios nervosos
agudos e a morte dos bovinos. Na outra forma, descrita
apenas em uma oportunidade, os bovinos afetados de-
monstram sinais clinicos predominantemente cutaneos
[3,7]. A terceira sindrome e a mais estudada, caracte-
riza-se por uma doenga granulomatosa sistémica, que
se desenvolve em duas a seis semanas apds a ingestao
da planta. Clinicamente, € caracterizada por dermatite,
prurido, febre, conjuntivite, queda da producdo de leite
e perda de peso [1,3,7,9].

Na literatura h4 poucos dados relacionados
com a caracterizagcdo de lesdes cutineas provocadas
pela intoxicacdo por ervilhaca e que apresente tam-
bém um enfoque simultaneo na identificacdo imuno-
-histoquimica dessas lesdes [10]. Com isso, 0 objetivo
deste estudo foi descrever os aspectos epidemiolégicos,
clinicos e anatomopatoldgicos das lesdes de pele em
bovinos afetados pela forma granulomatosa da into-
xicacdo por V. villosa, além de utilizar a técnica de
imuno-histoquimica (IHQ) para auxiliar na caracteri-
zacdo morfoldgica das lesdes.

MATERIAIS E METODOS

Estudo retrospectivo

Foi realizado um estudo retrospectivo dos
arquivos de exames de necropsia e bidpsia de bovinos
do Setor de Patologia Veterindria da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) no periodo
de 2005-2016, com diagnéstico de doenca granulo-
matosa sistémica associada ao consumo de ervilhaca
(V. villosa). Os aspectos epidemiolégicos incluiam
sexo, raca e idade. Laudos de necropsia e fotografias
foram consultados para avaliacdo macroscdpica a fim
de localiza-las e quantificé-las.

Avaliagdo histolégica

Blocos de parafina com amostras de pele fo-
ram cortados e corados rotineiramente pela técnica de
hematoxilina e eosina (HE) para avaliacio histoldgica
e as lesdes foram quantificadas em leves, moderadas
e acentuadas. As avali¢des microscOpicas foram reali-
zadas em sete animais, pois em um nao foi possivel a
realizacdo de novos cortes para microscopia € imuno-
-histoquimica devido a escassez do material.

Teste imuno-histoquimico

Realizou-se também testes imuno-histoquimi-
cos (IHQ) em cortes histoldgicos de 3 um obtidos a partir
da pele dos bovinos confeccionados em laminas positi-
vadas'. Para as técnicas de IHQ utilizaram-se anticorpos
para imunomarcacao de linfécitos T (CD3), linfécitos B
(CD79a) e macrdfagos (CD68). Em cada técnica, foram
utilizados controles positivos previamente testados.
As segdes de pele foram submetidas aos protocolos
de THQ descrito a seguir (Tabela 1). As laminas foram
posteriormente contracoradas com hematoxilina de Har-

Tabela 1. Protocolos imuno-histoquimicos utilizados em cortes de pele dos bovinos.

(i?g(_) Clone Recuperacdo antigénica Diluicdo  Método de deteccao Cromdégeno
Policlonal ~ Protease XIV (Sigma)* ) MACH 4-HRP, Bio- . 6
CD3 (Dako)? por 15 min 1:250 care Medical’ AEC (Invitrogen)

Tris-EDTA pH 9,0 - .
CD79a HMS 73 96°C durante 20 minem  1:50 MACH 4'HRP’ 15310' DAB (Dako)?
(Dako) - care Medical
pressao

EBM11 Protease XIV (Sigma)* ) MACH 4-HRP, Bio- . 6
D68 (Dako)? por 15 min 1:100 care Medical’ AEC (Invitrogen)
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ris por 20 s e montadas com Entellan®. A quantifica¢do
da imunomarcagio foi baseada no método utilizado para
as alteracdes observadas nas laminas de HE.

RESULTADOS

No periodo analisado observou-se oito casos
da doenca granulomatosa sist€mica pelo consumo de
V. villosa. Os bovinos eram fémeas, com idade que
variou de 5 a 8 anos (média de 6,6 anos), sendo sete
da raca Holandesa e um da raga Jersey. O tempo de
evolucao das lesdes variou de 5 dias a 26 dias. Os casos
ocorreram nas regioes noroeste (6/8) e nordeste do Rio
Grande do Sul (1/8) e regido serrana de Santa Catarina
(1/8). Em 37,5% (3/8) foi relatado ou observado pru-
rido, diminuicdo na producgdo de leite (7/8), perda de
peso (6/8), anorexia (6/8) e hipertermia (2/8). Macros-
copicamente, observou-se: alopecia (8/8), crostas (7/8),
liquenificac¢do e descamacao (2/8) e exsudagdo (2/8).
As lesdes macroscopicas estavam assim distribuidas:
cabecga (7/8), membros (5/8), pescogo (4/8), tronco
(4/8), perineo (3/8), tbere (3/8) e cauda (3/8) [Figura
1A-1F]. Na microscopia o infiltrado inflamatdrio
variou de leve a moderado (7/7) e era distribuido em:
dermatite perivascular leve a acentuada (7/7) [Figura
2A], perifoliculite leve a moderada (4/7) na dermatite
superficial (3/7), foliculite mural moderada a acentuada
(2/7) [Figura 2B)] e hidradenite (1/7) [Figura 2C]. O
infiltrado inflamatério € composto por linfocitos (7/7),
macréfagos, epitelioides (7/7), ocasionais eosinéfilos
(4/7) e ainda raras células gigantes multinucleadas
(1/7). Constatou-se também ectasia de glandulas sudo-
riparas moderada (7/7), hiperceratose ortoqueratética
leve a moderada (6/7), espongiose leve a moderada
(4/7) acantose leve a moderada (3/7) [Figura 2D],
crostas serocelulares leves a acentuadas (3/7), inconti-
néncia pigmentar leve (3/7), microabscessos de Munro
leves a acentuados (3/7), degeneracdo hidrépica leve
a moderada (2/7), figuras apoptéticas (2/7), dlceras
(2/7), edema superficial de derme que variou de leve a
moderado (2/7), epiteliotropismo varidvel (1/7) e ero-
soes (1/7). Em um dos casos nao foram localizados os
blocos de parafina com as amostras de pele ndo sendo
possivel avalid-lo novamente na histologia.

Na imuno-histoquimica observou-se marca-
¢do para linfécitos T (CD3) nos sete casos analisados
[Figura 2E], com imunomarcagdo acentuada em dois
casos, moderada em quatro e discreta em um caso.
Para macréfagos (CD68) visualizou-se marcagdo

discreta em todos os casos analisados (Figura 2F). Na
marcacao para linfécitos B (CD79) observou-se raras
células positivas em quatro casos € nos demais nao
foram observadas imunomarcagoes.

DISCUSSAO

A associacdo dos aspectos epidemioldgicos,
clinicos e anatomopatoldgicos, constituem caracteris-
ticas importantes que auxiliam na suspeita e no diag-
noéstico definitivo da doenga granulomatosa sist€émica
associada a ingestdo de V. villosa em bovinos [9].

O acometimento de bovinos adultos e de racas
leiteiras provenientes das regides noroeste e nordeste
do Rio grande do Sul e serrana de Santa Catarina,
constituiram aspectos epidemiolégicos importantes
da intoxicacao por ervilhaca nesse estudo. No Sul do
Brasil, devido ao alto valor nutritivo, pastagens de Vicia
spp. sdo cultivadas quase que exclusivamente em regi-
des produtoras de leite e em propriedades com criacdes
intensivas [1]. Embora bovinos adultos de ragas de
corte (principalmente Aberdeen Angus e Hereford),
também sejam suscetiveis a intoxicagdo [5,6,9], casos
da doenca dificilmente sdo diagnosticados nessas racas,
pois esses bovinos sdo criados extensivamente e rara-
mente tem acesso a pastagens cultivadas de ervilhaca.

Lesdes cutdneas representam caracteristicas
clinico-patolégicas importantes da intoxicacdo por
Vicia spp. em bovinos e estio associadas ao tempo de
ingestdo da planta, que geralmente ¢ acima de duas
semanas [1]. A semelhanca do que é descrito na lite-
ratura [1,3,9,10], clinicamente os bovinos desse estudo
apresentaram intenso prurido, que geralmente estava
associado a anorexia, perda de peso, queda da produ-
cdo de leite e febre. O tempo de evolucdo das lesdes
¢ varidvel [12] e no presente trabalho oscilou entre 5
a 26 dias. Macroscopicamente, as lesdes cutineas sao
caracterizadas por multiplas dreas focais a coalescen-
tes de alopecia, liquenificacdo e descamagdo, o que
confere um aspecto enrugado a pele [1,3,9,10]. Essas
caracteristicas morfoldgicas cutaneas foram também
observadas nos bovinos desse estudo e quando associa-
das aos dados clinicos e epidemioldgicos ja permitem
um diagndstico presuntivo de intoxicag¢do por Vicia
spp., que acaba sendo confirmatdrio através da lesao
histolégica de inflamacdo granulomatosa.

Existe uma disparidade na literatura quanto a
distribui¢do das lesdes cutaneas, porém a maioria das
alteracoes sdo visualizadas, principalmente, na cabega,
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Figura 1. A- Bovino com sinal clinico de prurido. Na imagem ¢é possivel observar ainda dreas de alopecia na pele da face e pescoco. B- Bovino com
acentuada lesdo cutanea caracterizada por dreas extensas e coalescentes de marcada alopecia e liquenificagio da pele da face, orelhas e pescogo. Observa-se
também aspecto enrugado da pele. C- Focinho demonstrando dreas de alopecia com crostas. D- Lesdo alopécica e crostosa na pele da glandula mamdria
e tetos. E- Areas multifocais de alopecia e crostas visualizadas com maior detalhe na pelagem escura. F- Membro pélvico esquerdo. Observa-se material
exsudativo amarelado aderido aos pelos, associado a dreas de escoriagdes cutanea. Clinicamente esse bovino apresentava intenso prurido.

pescogo, membros, tronco, perineo, ibere, mama e
cauda[1,3,5,6,9,10], semelhantemente ao que também
foi demonstrado em nosso estudo. Alguns autores
afirmam que as lesdes ocorrem principalmente no peri-
neo, tbere, cauda e pescoco e que, apds algum tempo,

surgem na cabeca, tronco e membros [9]. Em outros
casos, apenas a pele da cabeca e do peito dos bovinos
pode ser afetada [8]. Embora as lesdes apresentem
distribuic@o varidvel, sugere-se que a cabega, pescogo
e tronco sejam os principais sitios de envolvimento e
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Figura 2. Pele de bovinos com doenca granulomatosa sistémica pelo consumo de Vicia villosa. A- Dermatite acentuada com predominio perivascular
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(coloragio de HE). B- Perifoliculite e foliculite mural com infiltrado de linfécitos, plasmécitos, macréfagos e raras células gigantes multinucleadas
(coloracdo de HE). C- Dermatite perivascular e hidradenite com infiltrado de linfécitos, plasmdcitos e macréfagos. D- Pele com acantose, espongiose
e dermatite superficial (coloracio de HE). E- Pele com imunomarcagio positiva acentuada para linfécitos T (IHQ anti-CD3, método polimero, AEC).
F- Teste imuno-histoquimico demostrando marcag@o para macréfagos (IHQ anti-CD68, método polimero, AEC).

sempre deve haver suspeita da doenca quando forem
observadas dreas de alopecia, crostas, liquenificagdo e
descamac@o cutanea, associadas a manifestagdo clinica
de prurido.

De maneira geral, as lesdes histologicas vi-
sualizadas na pele dos bovinos desse estudo foram
semelhantes as descritas na literatura para intoxicagao
por ervilhaca [1,3,5,6,9,10]. H4d um consenso de todos

os autores que as alteracdes dérmicas mais proemi-
nentes incluem dermatite perivascular, alteragdes em
estruturas anexas e edema, enquanto que os achados
histolégicos mais importantes observados na epider-
me envolvem degeneracdo hidrépica, hiperceratose,
acantose, espongiose, erosdo/ulceragdo focal com
formacdo de crostas serocelulares e microabscessos
[1,3,5,6,9,10]. Esses aspectos também foram consta-
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tados no presente estudo e constituem as principais
lesdes histoldgicas dérmicas e epidérmicas observa-
das nos casos de intoxicagdo por ervilhaca. Lesdes
vasculares descritas por alguns autores e vistas sob
a forma de espessamento e hialinizacdo da parede
de vasos ou até mesmo como vasculite [5,7,9], ndo
foram constatadas, assim como também nao foram
observadas em outro estudo [3]. Com isso, sugere-
-se que essa nao seja uma lesdo constante nos casos
da doenca.

Em alguns casos, pode ser realizada uma corre-
lagdo entre a caracteristica da lesdo microscopica com
o tempo de evolugdo da doenga. Para isso, torna-se
importante a caracterizac¢io do infiltrado inflamatério
(na histologia ou através da IHQ), aliado ao tipo de
lesdo histoldgica. Lesdes mais iniciais demonstram,
geralmente, infiltrado de neutrdfilos e marcado edema
dérmico e epidérmico, enquanto que lesdes com tempo
maior de evolucdo caracterizam-se por predominio de
células mononucleares e multinucleadas [9]. Nesse
estudo, observou-se que as alteracdes cutdneas eram
predominantemente cronicas e foram identificadas
através do infiltrado preponderante de linfécitos e
macréfagos em todos os casos, tanto na histologia,
quanto na THQ. Além disso, outras caracteristicas
que denotaram cronicidade, embora ndo visualizados
em todos os bovinos, foram a presenga de ocasionais
células gigantes multinucleadas, lesdes erosivas e
ulcerativas na epiderme e um ntiimero infimo de casos
com edema. Infiltrado de eosindfilos foi observado
em quatro casos nesse estudo e constitui um achado
histolégico frequente nos casos da doenga. Alguns
autores associam sua presenca a quadros mais iniciais
da intoxicacao [5,9].

Os testes imuno-histoquimicos dos bovinos
estudados demonstraram que o infiltrado inflamatério
era constituido principalmente por macréfagos e lin-
focitos. Em relacdo a imunofenotipagem linfocitaria,
observou-se predominio de linfocitos T nas lesdes
(todos os casos), quando comparados aos linfécitos
B (visualizados raramente em somente quatro casos).
Esses achados refor¢cam o envolvimento da reacdo de
hipersensibilidade tardia (ou tipo IV) na patogénese
da doenca. Sugere-se que constituintes da planta
(alternativamente uma lectina de V. villosa) apos
serem absorvidos, reagem como antigenos ativando
linfécitos Thl, que por sua vez irdo secretar inter-
leucinas (IL) e interferons (IFN). Essas proteinas,

atuam estimulando a resposta celular, principalmente,
de macré6fagos e linfécitos T citotéxicos especificos
[1,9]. A presenca de células gigantes multinuclea-
das observado nesse estudo, indica que um ou mais
componentes do processo sao substincias persisten-
temente estranhas [9].

As lesdes granulomatosas cutdneas, assim
como em outros 6rgaos, constituem uma caracteristi-
ca histoldgica distinta da intoxicagdo por V. villosa e
quando associadas aos dados epidemiolégicos permi-
tem o diagnostico da toxicose [9]. Entretanto, alguns
diagnosticos diferenciais de intoxicagdo por ervilhaca
devem ser destacados. Dentre eles, deve-se diferenciar
as lesdes cutineas provocadas por intoxicacdo pela
polpa citrica [4,12], dermatofitose (principalmente por
Trichophyton verrucosum), dermatofilose (Dermato-
philus congolensis) [3], lesdes cutineas parasitdrias
como sarna sarcoptica (Sarcoptes scabiei var. bovis),
sarna psordptica (Psoroptes ovis), sarna coridptica
(Chorioptes bovis) e sarna demodécica (Demodex
bovis) [2], fotossensibilizacdo [12] e deficiéncia de
cobre [10]. Nesses casos, a diferenciacdo podera ser
feita principalmente pela epidemiologia, tipo de lesdo
cutanea, distribuicao das lesdes, presencga ou auséncia
de outros sinais clinicos e histologia [3].

CONCLUSAO

Os resultados aqui apresentados permitem
concluir que, bovinos, fémeas, predominantemente
na raca Holandesa, com média de 6,6 anos de idade,
representam a categoria mais predisposta para o de-
senvolvimento de lesdes granulomatosas sist€micas
associada ao consumo de ervilhaca. Clinicamente, a
doenca cutanea se manifestou por intenso prurido, ano-
rexia, diminuicao na producdo de leite, perda de peso e
hipertermia. As alteracdes macroscpicas apresentaram
tempo de evolucdo de 5-26 dias e foram caracterizadas
por alopecia, liquenificagdo, descamacio e exsudagao,
sendo observadas com maior frequéncia na cabeca,
pescoco, tronco e membros. As lesdes histologicas
predominantes incluiram dermatite perivascular e per-
foliculite com infiltrado inflamatério constituido por
linfécitos, macrdfagos, e ocasionalmente eosinéfilos e
células gigantes multinucleadas. Na técnica de imuno-
-histoquimica houve imunomarcacio expressiva para
linfécitos T e discreta de macréfagos, o que reforca o
envolvimento da reag¢do de hipersensibilidade tardia
na patogénese da doenca.
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